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|. BOLUM

GIRIS ve AMAC

Elektrokimyasal sensorler (elektrokimyasal algilayici sistemler), IUPAC
tarafindan; kimyasal bilegiklere ya da iyonlara secici ve tersinir bir sekilde
cevap veren ve derigsimine bagimh elektriksel sinyaller olugturan kucultiimus
cihazlar olarak tanimlandiriimistir (19).

Elektrokimyasal sensorlerler yapilarina; enzim, hicre, doku, antikor,
nikleikasit vb. gibi biyolojik maddeler eklendiginde biyosensor adini alirlar.

Biyosensdarler, analizi yapilacak biyolojik érnekler icerisindeki kimyasal
turlerin aktivitelerine veya derigsimlerine secici ve donusumlu olarak yanit
verebilen, elektroaktif 6zellikte biyolojik bir madde ile bu maddeye ait yanitlari
elektriksel sinyallere ceviren bir gevirici sistem igeren analitik kompleks
cihazlardir (18, 89). Biri biyokimyasal, digeri elektrokimyasal olmak tzere iki
kisimdan olugur. Biyokimyasal kisim, analizi hedeflenen biyolojik madde ile
etkileserek onunla birlesir, bu olayin sonucunda olugsan biyokimyasal uriin ise
elektrokimyasal cevirici tarafindan olc¢ilebilir bir analitik sinyale ceuvirilir (15,
16, 18, 22).

Analizi yapilacak maddeyle etkileserek, onu taniyacak olan
biyokimyasal cevirici kisminda nikleik asitlerin  (DNA) kullanildigi
biyosensorler, DNA biyosensdrleri olarak adlandirilir. Son yillarda DNA’nin
kullanildigi tanima yulzeylerine sahip biyolojik sensorlerin tasarimi ve
kullanimi yayginlasmistir. Bu tip biyosenstrlere olan ilgi her gecen gin

artmaktadir (14, 15, 16, 20, 65, 70, 75, 80, 89, 90, 103, 112).



DNA biyosensorleri, bazi ila¢ ya da maddelerin DNA’ ya olan etkilerinin
aydinlatiimasina, miktar tayinine, bu maddelerin etkilesim mekanizmalarinin
incelenerek belirlenmesine, nokta mutasyonlarin tayinine ya da genetik ve
bulasici hastaliklarin  hizli bir sekilde teshis edilmesine ydnelik olarak
kullanilabilir (26, 27, 50, 56, 62, 70, 71, 73, 101, 105, 113, 114, 116). Analit
ile DNA arasindaki etkilesimlerin sonucunda, DNA’ daki elektroaktif bazlara
ya da analizi yapilacak maddeye ait elektrokimyasal sinyaldeki degisikliklere
bagli olarak guvenilir tayinler yapilabilmektedir (39, 42, 60, 64, 74, 80, 86, 92,
93, 96, 107, 109, 115, 117).

Gunumuazde yaygin kullanima sahip olan DNA biyosensoérleri, genetik
ve bulasici hastaliklarin hizli bir sekilde teshis edilmesine ve ayrica DNA ile
etkilesimi sonucunda ona hasar veren maddelerin saptanmasina olanak
saglamaktadir.

Yeni ila¢ tasarimlarinin gerceklestirimesinde; DNA' nin bazi ilag
molekdlleriyle etkilesimi (6zellikle antikanser 6zellikteki ilag molekulleri) ve bu
etkilesimin geligtirilen yeni yontemlerle tayin edilmesi biydk ©6nem
tasimaktadir (38, 52, 54, 59). Bazi maddelerin (biyolojik ve kimyasal ajanlar,
toksik molekdller, vb.) cift sarmal DNA ile interkalasyon (duzlemsel yapiya
sahip maddenin DNA'nin ¢ift sarmali arasina girerek yerlesmesi), baz secimli
baglanma vb. yollarla etkilesimi sonucunda meydana gelen bir triin olusumu,
bu drine duyarh elektrokimyasal DNA biyosensor tasarimint mumkuin
kilmistir (53, 84, 85). Bir kimyasalin ya da metabolitinin DNA ile etkilegsimi
sonucunda DNA'da olusabilecek yan Urunlerin kisa zamanda tespit edilmesi

Ozellikle kanser arastirmalarinda ¢ok onemlidir (6, 21, 37).



Belirli bir hastalik ya da mutasyona ait DNA dizisinin saptanmasi ve bu
orneklerden hastalik tayininin yapiimasi tibbi analizler acgisindan oldukca
onemlidir. Rutin klinik analiz metotlarina bir alternatif olarak gelistirilen nikleik
asit tanima yontemlerine dayali elektrokimyasal DNA biyosensorleri genetik
ve bulagici hastaliklarin hizli, kolay ve ucuz olarak teshis edilebilmesini
midmkin kilar. Bazi bulasici ve kalitsal hastaliklara ait, genomik DNA
ciplerinin tasarimi gelistirilen nikleik asit hibridizasyonuna dayanmaktadir
(57, 59, 82).

Bir hastaligi ya da bakteri ve virlise ait patojeniteyi temsil eden bir prob
DNA dizisi ve bu diziye karsilik gelen hedef dizinin olusturdugu cift sarmalin
biyokimyasal yapisi, tasarlanmis biyosensor tarafindan taninma olayini olasi
hale getirir (8). Yontemde kullanilan yiksek duyarliliktaki cevirici ile yiuksek
secicilikteki hibridizasyon olayi bulagici ve kalitsal hastalik tayininde DNA
biyosensdrlerinin kullaniimasi gerekliligini agiklamaktadir (30, 31, 35, 47, 48,
61, 63, 64, 68, 74, 77).

Elektrokimyasal biyosenséor kullanimi, klasik tayin yontemlerine kiyasla
daha hizli ve kolay analiz gerceklestirme, ucuzluk, secicilik, dusik tayin

sinirina sahiplilik gibi yararlara sahiptir (55, 81).



Arastirmanin Konusu ve Amaci

influenza virisleri Orthomyxoviridae ailesinden olup, 80-120 nm
capinda pleomorfik yapr gosteren, negatif polariteli, tek zincirli RNA
virislerdir. Genetik madde segmentli yapi gosterir. influenza A sekiz
segmentlidir. Sekiz segment 10 viral protein kodlamaktadir. U¢ bilyik RNA
segmenti PB1, PB2 ve PA ile ifade edilen polimeraz proteinleri RNA'nin
replikasyonu ve transkripsiyonundan sorumludur. Bu proteinler 700’den fazla
aminoasit iceren buyluk proteinlerdir. Diger segmentlerden  biri
nikleoprotein(NP)  digerleri  hemaglutinin(HA) ve  néraminidaz(NA)
glikoproteinlerini  kodlamaktadir. HA ve NA viris zarfinda yer alan
peplomerlerdir. Virtis zarfinin i¢ kisminda matriks proteinleri M1 ve M2 yer
alir. M1 proteini virise seklini verir ve RNA molekiliine baglanarak genetik
maddeyi korumakla gorevlidir. M2 proteini viristin zarfindan soyunmada viral
kapsidin acilarak genetik maddenin ortaya c¢ikmasinda ve viriyon igine
hidrojen iyonlarinin girisini saglayan bir iyon kanali olusturmada rol
oynamaktadir. Bu islem viral genetik maddenin ¢cogalmasinda bir asamadir.
influenza vruslerinde yapisal olmayan iki protein NS1 ve NS2 bulunmaktadir.
Ayrica NB olarak adlandirilan ikinci bir matriks proteini ve BM2 olarak
adlandirilan yapisal olmayan bir protein de mevcuttur. influenza viriisleri
nikleoprotein antijenlerine bagl olarak A,B ve C diye adlandirilan 3 tip ve
cok sayida alt tiplere ayrilir. influenza A virisu insan, domuz, at, deniz
memelileri ve kuglarda enfeksiyon olusturur, epidemilere ve pandemilere
neden olur. influenza A viruisleri HA ve NA yiizey proteinlerine gore alt tiplere

ayrilir. Farkh antijenik yapidaki influenza A virusleri, ayni konakta ve ayni



anda enfeksiyona yol acar ise farkli konaklardaki RNA segmentlerinde
meydana gelen farklilasma sonucu buyik antijenik degisiklikler olusabilir.

influenza virlis grip etkenidir ancak virlis belirtisiz enfeksiyondan
pnomiye kadar degisebilen hastalik tablolari gosterebilir. Virls solunum
yollari aracih@iyla bulagir. Semptomlarin baglangici anidir (88).

Tez calismasi kapsaminda; influenza avian virisi tip A’'nin sebep
oldugu viral ve bulasici bir hastalik olan kus gribinin teshisi amaciyla isaretsiz
DNA hibridizasyonu yontemine dayall bir elektrokimyasal DNA biyosensori
ve empedimetrik DNA biyosensori tasariminin yapilmasi amaclanmistir.

Calismada; ucuz ve kullanimi kolay olan, tek kullanimlik kalem grafit
elektrot (PGE) tercih edilecektir. Hastaligin DNA hibridizasyonuna bagli
teshisinde elektrokimyasal tayin tekniklerinden diferansiyel puls voltametri
(DPV) teknigi ile elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)
kullanilacaktir.

Calisma sirasinda; elektrot ylizeyine adsorpsiyon metotuyla tutturulacak
olan prob DNA dizisi ile karsiligi olan hedef dizi ve ayrica karsihgl olmayan
rastgele secilmis bir bagka dizi arasinda gerceklesen hibridizasyon
basamaginin prob ve hedef deisimlerindeki dedisimlere bagh yaniti,
hibridizasyon siresi, yikama suresi ve tekrarlanabilirlik gibi birtakim deneysel
parametreler incelenecektir.

Hedef DNA dizisi ve rastgele sectigimiz probun karsihgi olmayan DNA
dizisi ile bunlarla etkilegtirecegimiz ve ticari olarak sentezlettirmis
oldugumuz viris DNA’'sini temsil eden prob DNA dizisine ait olarak
hibridizasyon 6ncesi ve sonrasinda elde edecegimiz, DNA'nin elektroaktif

bazlari olan guanin ve adenin yukseltgenme sinyallerinde meydana gelen



degisiklikler, elektrot olarak PGE ve yontem olarak hem DPV hem de
EIS’nin kullaniimasiyla incelenecektir. Bunun sonucunda hedef dizi ile
hibridizasyon sonucunda DPV yonteminde DNA’daki elektroaktif bazlara ait
sinyallerde azalma saptanmasi, EIS yonteminde ise ylizey tabakasindaki
artisa bagh direnc artisi ile paralel olarak, sinyallerde artma saptanmasi
beklenecektir. Elde edilen sonuclarin tutarhligi negatif kontrol olarak
kullandigimiz non-komplementer diziye ait hibridizasyon sonuclarina bagli

olarak kanitlanmis olacaktir.

Sonu¢ olarak calismamizda, elektrokimyasal DNA biyosensoru
kullanilarak, influenza A viriisine ait gen dizisinin tayini isaretsiz DNA
hibridizasyon yontemine dayali olarak ve sentetik oligonukleotid dizileri
kullanilarak gerceklestirilecektir. Boyle bir yontem zahmetli, uzun sureli ve
oldukca pahali Klinik tani yontemleriyle karsilastirildiginda umut vaat eden

alternatif bir tan1 yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.



GENEL BILGILER

1. ELEKTROKIMYA

Elektrokimya; maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesini, bunun
sonucunda olusan kimyasal dondsumleri ve kimyasal enerjinin elektrik
enerjisine, elektrik enerjisinin de kimyasal enerjiye donusimuni inceleyen
bilim dahdir. Elektrokimya redoks olayiyla ilgilenir, yani bu tip tepkimeler
yikseltgenme-indirgenme tiri  tepkimelerdir. Bu tepkimeler, elektron
transferinin gerceklestigi ve elektrokimyasal hicre adi verilen bir kap
icerisinde  ydrutulen tepkimelerdir. Bir elektrokimyasal tepkimenin
olusabilmesi;

1. Analiz edilecek maddeyi iceren bir ¢ozeltiyi (iletkenlik tampon
¢Ozelti kullanimiyla saglanir)

2. Maddenin kimyasal dontusume ugradigi genellikle Ggli olan bir
elektrot sistemini

3. Elektrotlari birbirine baglayan bir gevrim sistemini gerektirir.



POTENSIVOSTAT

potensiyvostat
gahsma
elektrotu
referans
elektrot \
yvardimel tampon
elektrot cizeld

analit

Sekil 1. Genel Elektrokimyasal Hiicre $Semasi

Analiz iglemlerinde, maddenin elektrokimyasal 6zelliklerinin kullanildigi
yontemlere elektroanalitik yontemler denir. Elektroanalitik ydntemlerin
kullanimi ile analizi yapilacak maddenin ¢ok disuk tayin sinirlarina kadar
ulasilabilir. Ayrica elektroanalitik yontemler diger analiz yontemlerine gore
bazi Ustinliklere sahiptirler. Oncelikle elektrokimyasal Olglimler bir
elemente, molekile ya da olusan Uriine ait 6zel bir yikseltgenme basamag!
icin spesifiktir (2, 9, 12). Bunun yani sira, bu yéntemlerde kullanilan cihazlar
digerlerine oranla ¢ok daha ucuzdur. Elektroanalitik yontemler, kimyasal
turlerin derigsimlerinden c¢ok aktiflikleri hakkinda bilgi verirler (2, 12).

Cesitli elektroanalitik yontemleri kullanilarak, Dogru akim (DC),
Diferansiyel Puls (DPV), Donugumlu Voltametri (CV) vb. uygulamalarla belirli
potansiyel araliginda tarama yapilir ve meydana gelen akim siddeti ol¢ulur.

Difiizyona bagh olarak olugsan bir akim s6z konusu oldugundan, burada



Olcllen diftizyon akimidir. Akim, diftizyon hizi ile dogru orantilidir. Diflizyon,
elektrot ylzeyinin yakininda yer alan difizyon tabakasinda olusur. (12)

Olciim sirasinda elektrot yiizeyi ile analiz edilecek maddeyi iceren
cOzelti arasinda heterojen tabakalar olusur. Bu tabakalar; tlrbilent akis
tabakasi, laminer akis bélgesi, nernst diflizyon tabakasi olarak adlandirilir.

Elektrokimyasal Bir Olayda Kutle Aktarim Yollari

Bir maddenin elektrokimyasal hicre icerisinde analizi yapilirken tampon
cOzelti icinde bulunan analit elektrot ylzeyine ¢ farkli yolla aktarilmaktadir.
(16). Bunlar:

a. Elektriksel go¢ (Migrasyon):  Elektriksel alan kuvveti ile yukli
parcaciklarin hareket ettiriimesine dayali bir aktarim yoludur.

b. Karistirma (konveksiyon): Cozeltide yer alan indirgenebilme
ya da yikseltgenebilme 6zelliginde olan maddelerin, karigtirma veya titresim
gibi yontemlerle ¢ozeltide olusturulan fiziksel hareketlere bagli olarak elektrot
ylzeyine aktarilmasidir.

C. Diflizyon: Elektrot ylzeyindeki sivi film tabakasi ile cozelti
arasinda bulunan derisim farkliliklarina bagh olarak, maddenin bu derigim
farkini ortadan kaldirabilmek amaciyla ¢cok yogun ortamdan az yogun ortama
gectigi bir kutle aktarim yoludur.

Voltametri

Calisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda, uygulanan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin 6lguldigi ve buna bagli olarak
analit hakkinda bilgi edinildigi elektrokimyasal yonteme voltametri, uygulanan

gerilimin Glgulen akim degerlerine karsi cizilen grafigine de voltamogram



denir. Voltametride caligilacak gerilim araliginin sinirlari, kullanilacak ¢alisma
elektroduna, kullanilan ¢ézlcuye ve elektrolit tirlerine baghdir.

Voltametri, Cek kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan 1920 ‘lerin
basinda ve voltametrinin 6zel bir tipi olan polarografi teknigine dayanarak
geligtirilmistir. Voltametrinin hala 6nemli bir kolu olan polarografinin diger
voltametrik tekniklerden en buyik farki calisma elektrodu olarak damlayan
civa elektrodun (DCE) kullaniimasidir.

Voltametri, cesitli ortamlarda olusan yikseltgenme ve indirgenme
islemlerinin incelenmesi, ylizeydeki adsorpsiyon iglemlerinin arastiriimasi ve
kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot yiizeylerinde gerceklesen elektron
aktarim mekanizmalarinin aydinlatilmasi gibi analitik olmayan amaclarla da
yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.

Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri elektrokimyasal hicreye
degistirilebilen potansiyelde uygulanmaktadir. Bunun sonucunda, uyarma
sinyallerinin cesidine gore farkli akim cevaplari elde edilmektedir. Voltametrik
yontemde kullanimi en cok tercih edilen uyarma sinyalleri; dogrusal taramall,

diferansiyel puls, kare dalga ve ticgen dalga sinyalleridir.
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Diferansivel Puls Kare dalga Dogrusal Taramah Doniigimilii
Voltametrisi Yoltametrisi Voltametri Voltametri

Sekil 2: Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri



Voltametrik Cihazlar

Bir voltametrik analizde kullanilacak cihazlar; elektrokimyasal hicre,
analit ve destek elektrolit adi1 verilen elektrolitin asirisini iceren bir ¢ozeltiye
daldinimis Ug¢ elektrottan meydana gelir.

Bu elektrotlar;

a. Caligsma elektrodu; Ylzeyinde, analitin yukseltgendigi veya
indirgendigi elektrottur.

b. Referans elektrot; Deney siresince potansiyeli sabit kalan bir
elektrottur. Calismalarda 6zellikle Ag / AgCl referans elektrotlar siklikla
kullaniimaktadir.

c. Yardimci elektrot; Elektrigin c¢ozelti icinden calisma elektrotuna
aktariimasini saglayan karsit elektrottur. Bu elektrot, calisma elektrotu ile bir
cift olusturmakta ancak Olgllen potansiyelin buyukliginin tayininde rol
oynamamaktadir.

1.3.1 Voltametrik Elektrokimyasal Analizde Kullanil  an Elektrotlar

1.3.1.1 Referans Elektrotlar ve Ce sitleri ( 2, 17, 25, 33, 87, 89, 95)

Calisilan ¢ozeltiye ait bilesenlere duyarsiz olan, elektrokimyasal analiz
uygulamalari sirasinda potansiyeli dig ortamdan etkilenmeyen ve analiz
suresince sabit kalan elektrotlardir.

ideal bir referans elektrot kolay hazirlanabilmeli, tersinir davranmali ve
nernst esitligine uymalidir.

Standart Hidrojen Elektrot (SHE)

Elektrokimyada kullanilan ilk referans elektrot cesitidir. Hazirlanmasi
oldukgca guc¢ oldugundan, pratik calismay! zorlastiran bu elektrot cesiti

uygulamada fazla tercih edilmemektedir.



Kalomel Referans Elektrot

Kalomel (Hg.Cl,) ve Hg'dan olusmus bir karisim olup, metalik civa ve
KCIl c¢ozeltisinden meydana gelir. Hazirlanmasi oldukca kolaydir. Bu
elektrodun potansiyeli, klortr iyonlarinin aktifligine baglidir.

Doygun kalomel elektrotun elektrot potansiyeli 25 T’ de standart
hidrojen elektrotuna gore +0,244 V * dur.

Olusan elektrot tepkimesi;

Hg:Cl; (s) +2e° > 2Hg+2CI

Gumu s — Gumu s Klorir Referans Elektrot

Gumus — gumus Klorur referans elektrotlari, en yaygin kullanim alanina
sahip olan elektrotlardir.

Gumus bir telin, elektrolitik yoldan AgCl ile kaplanarak CI" iyonu iceren
bir cbzeltiye daldiriimasiyla elde edilir.

Olusan elektrot tepkimesi;

AgCl+e > Ag+Cl

Doygun KCI c¢ozeltisi kullanildiginda; 25 €’ de standart hidrojen
elektrota gore potansiyeli +0,222 V'’ dur.

Doygun kalomel elektrottan Ustiin olarak, daha ylksek sicakliklarda
kullanilabilmektedir. Ayni zamanda gumuds iyonlari civa (I) iyonlarina gére
daha az sayida analitle reaksiyona girdiklerinden bu tip referans elektrotlarin
kullanimi ¢alisma agisindan daha avantajlidir.

Civa — Civa (I) Sulfat Referans Elektrot

Civa — civa (I) sulfat elektrodu, doygun kalomel elektrot ile benzerlikler

icermektedir. Elektrot potansiyeli sulfat iyonlarinin aktifligi ile bulunur.
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Sekil 3: Cesitli calisma elektrotlarina ait calisma potansiyeli araliklari

1.3.1.2. Caligma elektrotlari ve ce sitleri

Calisma elektrotlari yuzeylerinde, analit maddenin yikseltgendigi veya
indirgendigi elektrotlardir. Zamanla potansiyeli dogrusal olarak degisir.
Yapiminda iletken malzemeler kullaniimaktadir. Bu iletken malzemeler 6rnek
olarak; platin veya altin gibi inert bir metal, karbon, pirolitik grafit ya da camsi
karbon; kalay oksit ya da indiyum oksit gibi yari iletken veya bir civa filmi ile
kaplanmis bir metal olabilmektedir. Kullanilacak elektrotlar, farkh sekil ve
blyukluklerde hazirlanarak, tasarimi yapilacak olan biyosensor sistemine en
uygun sekilde gelistirilebilmektedirler.

Bu tir elektrotlarin kullanildigr potansiyel araligi, sulu c¢ozeltilerde
elektrot malzemesinin yani sira, daldinldiklari ¢ézeltinin bilesimine de bagl

olarak degisir. Pozitif potansiyel sinirlarl, suyun yikseltgenmesinden



meydana gelen molekiler oksijenden, negatif potansiyel sinirlari ise suyun
indirgenmesinden meydana gelen hidrojenden kaynaklanir.

Karbon Elektrotlar ve Ce sitleri

Bu tip elektrotlar, cok ucuz olmalari ve genis potansiyel araliginda
calisiimasina olanak saglamalari acisindan, elektrokimyasal analizlerde
siklikla tercih edilmektedirler.

Hidrojen, hidroksil, karboksil gruplari ve kinonlar ile karbon yuzey
arasinda kimyasal baglar olusabilmektedir. Bu fonksiyonel gruplarin varligina
bagll olarak karbon ylizeye ¢cok sayida degisik madde tutturulabilmektedir.

MKarbon Pastasi Elektrodu (CPE)

Karbon pastasi elektrotu; %70 grafit, %30 Nujol (mineral yag), parafin
yagl, silikon yagi ve bromonaftalen gibi bir baglayici maddenin homojen
olarak karistirilmasi ve karisimin 2—-4 mm. capindaki cam ya da teflon
Ozellikteki borulara sikigtiriimasiyla hazirlanir. Pasta bilesimi elektrot
aktivitesi tGzerinde buyuk bir etkiye sahiptir. Elektriksel iletkenlik, bu borunun
2/3'Une kadar uzatilan iletken bir tel aracihigl ile saglanmaktadir. Grafit
tozunda bulunan karbon molekilleri duzlemsel ve aromatik halkalar halinde
birbirlerine zayif m bagi ile baglanirlar. Bu tabakalar arasinda hizl bir elektron
aligverisi olabilmekte ve boylece iletkenlik saglanmaktadir. Elektron transfer
hizi, baglayici organik sivi oraniyla ters orantilidir. Ucuz olmasi, yuzey
yenilenme igleminin kolay olmasi ve dusiuk artik akimlar olugturmasi

nedeniyle tercih edilmektedir.
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Sekil 4: Karbon Pastasi Elektrotunun Sematik Olarak Gosterimi

Sekil 5: Grafit Tozunda Bulunan Karbon Molekullerinin Dizilimi.

MCamsi Karbon Elektrot

Camsi karbon fenol / formaldehit polimerlerinin veya poliakrilonitrilin,
1000-3000°C arasinda, basin¢ altinda, karbonizasyona ugratilarak, inert
malzemeden yapilmis elektrot gévdesi icerisine sikistiriimasiyla elde edilir.
Elde edilen yuzeyin ¢cok daha purtzsiz ve dizgun olmasindan oturd bu tip
elektrotlarla elde edilen elektrokimyasal yanit, karbon pastasi elektrotlarina

gore daha iyi ve tekrarlanabilirdir. Hem ylUksek fiziksel dayaniklihga sahiptir



hem de kimyasal tepkimelere katilmaz. Ayrica genis bir potansiyel araliginda

calisiimasina olanak saglamaktadir.

Sekil 6: GCE'nin amorf yapisi (A) Kuvvetli baglar, (B) Zayif baglar

MKalem Grafit Elektrot

Calismalarda kullanilan kalem grafit elektrot grafitten olusmus olup,
Tombo 0,5mm HB kalem uclarinin 3cm’lik esit iki parcaya kesilmesiyle
hazirlanir (106). Bu elektrotlarin oldukca kolay hazirlanmasi, tek kullanimhk
ve ucuz olmasi calismalar acisindan avantajhidir (49, 105). Yapilan
calismalarda bu elektrotlarla alinan sonuclarin daha tekrarlanabilir oldugu ve
daha dusuk tayin sinirlarina ulasilabildigi gézlenmigstir. Ayrica sahip oldugu
genis calisma yuzeyi, bu elektrotun ¢alismalarda tercih edilmesi acisindan iyi

bir sebeptir.
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Sekil 7: Kalem grafit elektrodun sematik olarak gosterimi

MPerde Baskili Karbon Elektrotlar (45, 47)

DNA mikrogip teknolojisine uygulanabilirligi agisindan oldukca basarili
sonugclar veren perde baskili karbon elektrotlara olan ilgi hizla artmaktadir.
Tek kullanimlik olmalari ve tekrarlanabilir sonucglar vermeleri nedeniyle

elektrokimyasal analizlerde siklikla tercih edilmektedirler.

referans elektrot— L,P-—yardlmm elektrot
3mm karbon—-
ylizey

—polivinil kaplama
: tabakagl

potensiyostat
baglanti kismi

Sekil 8: Perde baskil karbon elektrotun sematik olarak gosterimi



Civa Elektrotlar

Civa elektrotlarinda, her olcim kolayca olusturulan yeni bir civa
damlasiyla meydana getirilen taze bir metalik yliizeyde gerceklestirilir. Negatif
potansiyel sinirlarinin oldukca yiksek olmasindan otura elektrokimyasal
analizlerde siklikla tercih edilmektedir. Bircok metal iyonu bir civa
elektrodunun yilizeyinde amalgam olusturarak, tersinir olarak indirgenebilir.
Bunun yaninda civa elektrotlarinin en biyuk dezavantaji, civanin toksik bir
metal olmasi ve kolaylikla yikseltgenmesi sonucu anot olarak kullanilabildigi
potansiyel arahdinin oldukca dusuk olmasidir (1).

Civa elektrotunun; disk elektrot, asili civa damla elektrot, damlayan civa
elektrot, durgun civa damla elektrot gibi ¢esitleri vardir.

Diger Elektrotlar

* Metal elektrotlar: En ¢ok tercih edilen metal elektrotlar platin ve altin
elektrotlardir.

» Ultramikroelektrotlar: Caplari 50 pm’den daha kiguk olan
elektrotlardir.

» Nano elektrotlar

» Karbon fiber elektrotlar
1.3.1.3. Yardimci Elektrot

Karsit elektrot olarak da bilinir. Elektrigin calisilan ctzelti ortamindan
gecerek calisma elektroduna aktarilmasini saglar. Tepkimeye katilmaz.

Genellikle platin yardimci elektrot olarak kullanilabilir.
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Sekil 9: Ucli elektrot sisteminin potensiyostata yerlesiminin sematik olarak

gosterimi

Voltametrik Yontemler

1.4.1. DOnU sumla Voltametri (CV) (25, 67)

Donusumlt voltametri teknigi ile gerilimin bir fonksiyonuna kargi akim
Olculmektedir. Bu teknikte oncelikle baglangic¢ ve bitis potansiyellerini iceren bir
aralik belirlenir. Sonrasinda bagslangi¢ potansiyelinden bitis potansiyeline dogru
sabit bir hizda gerilim uygulanir. Gerilim yukseltgenme veya indirgenme
yonunde olabilir. Uygulanan bu uyarma sinyali tiggen sekilli dalga hareketiyle bir
maksimuma kadar dogrusal olarak artar ardindan ayni egimle orijinal degerine
dogrusal olarak azalir. Baslangi¢ taramasinin yonu, analiz edilecek 6rnege bagh
olarak negatif veya pozitif olabilir. Negatif potensiyel yonundeki taramalar ileri
tarama, zit yondeki taramalar ise ters tarama olarak adlandirilir. Uygulanan
gerilim ayni sabit hizda bitis potansiyelinden baslangi¢c potansiyeline dogru
tekrarlanir. Surekli degisen potansiyel degerlerine karsi belirli aralikta, akimda
meydana gelen degisim grafige gecirilerek “Dontgumliu Voltamogram” elde

edilir.



DonldsUmIG voltametri ile durgun sistemde, Ugla elektrot sistemi ile ¢alisihr.
Burada hiz difiizyon tarafindan tayin edilir. Analite ait yikseltgenme ve
indirgenme elde edilen voltamogramdan go6zlenebilmektedir. Bu teknik
cogunlukla elektrokimyasal bir analizde kullanilacak olan maddelerin elektriksel
davraniglarini saptamak icin tercih edilir. Boylece elektroaktif ttrlerin
yukseltgenme—indirgenme  tepkimelerine  ait mekanizmalar  kolaylikla
aydinlatilabilir. Dontsumlli voltametri miktar tayinine dayali analizlerde tercih

edilmemektedir.

1 Ep, katodik
Ip, katodik
E B il i
E
= ,
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Ip, anodik
Ep., anodik )
POTANSIVEL {-V)

Sekil 10: Pik potansiyellerini ve akimlarini gdsteren klasik bir donisumli

voltamogram

Donusumlia voltametride kapasitif akimin en disik oldugu bdlgede

calisilir. Duyarlihk 107 ile sinirlidir. Yapilan taramanin hizi degistirilebilir.



Bunun sonucunda olugsan pik maksimumlarinda, sekil degisikligi ve kaymalar
olabilir. Voltamogramlarda g6zlemlenen pik sekillerinden, calisilacak
maddenin hangi potansiyelde en uygun cevabi verecegdi anlasilir. Dontusumlu
voltamogramlarin sekli ve yapisinda secilen potansiyel araliginin yani sira
secilen tarama hizi ile yapilan tarama sayisinin da etkisi vardir.

Bir déntsumli voltamogramdaki indirgenme yikseltgenme arasindaki
gerilim farki AE, ile ifade edilir.

AE , = CIY
n

AE, bu degere yakin ise dontsumlu (reversibl), uzak ise donlstimsiz
(irreversible) olarak adlandirilir.

Tersinir bir elektrokimyasal tepkimede analite ait pik akimi asagidaki
esitlikle bulunur.

Ip = 0,27 n32 A D2 c 12

Ip = analite ait pik akimi

n = Elektron sayisi

A = Elektrot yiizey alani (cm?)

D = Difiizyon katsayisi (cm?/s)

C = Analit derisimi (mM)

v = Tarama hizi (V/s)
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Sekil 11: Belirli bir potansiyel arahdinda yapilan tarama sonucu olusan,
analite ait elektrokimyasal tepkimenin, tersinir olup olmadigini gosteren

voltamogram

Bu teknikte, ytkseltgenme/indirgenme olaylari elektrot ylizeyinin hemen
yakinindaki nernst difizyon tabakasinda gerceklesir. Difizyon tabakasindaki
bu olaylar ana ¢ozeltideki analit derisimine baglidir. Elektrot ylzeyi analit ile
kaplandiginda, yukseltgenme/indirgenme olaylari analitin tamamini ifade
etmektedir. Bu durumda tarama hizi oldukc¢a yavas olmalidir.

1.4.2. Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)

Bu yontemde, dogrusal bir tarama yapilarak periyodik pulslar
olusturulmaktadir. Olgctimler faradayik akimin en yuiksek, kapasitif akimin en
diistk oldugu zamanda yapilir. Puls basina akim farki (Al,), dogrusal olarak
artan potansiyelin bir fonksiyonu olarak kaydedilir. Elde edilen diferansiyel
egri bir pik seklindedir ve pik yuksekligi derisim ile dogru orantilidir. Bu

yontemde tayin sinirt 10® Mdir. Bu yilksek duyarlihigin sebebi faradayik



akimin artmasi, faradayik olmayan yukleme akiminin ise azalmasidir.
Yontemin en vyararli 6zelligi, yari—dalga potansiyelleri arasinda yaklasik
0,04V - 0,05V kadar fark olan maddelerin bile pik maksimumlarinin elde

edilmesine olanak saglamasidir.

E
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Sekil 12 A: Analog cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi icin kullanilan

uyarma sinyali.
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Sekil 12 B: Dijital cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi icin kullanilan

uyarma sinyali (4).

Potansiyel aniden artar. Elektrot ylzeyi etrafinda bir analit tabakasi
mevcuttur. Elektrottaki yeni potansiyel, akim artisina sebep olur. Boylece bu
akim artis1 analit derisimini belirli bir seviyeye duasurtr. Ancak bu potansiyel
icin gerekli denge derisimine erisilince, akim difiizyonu karsilayacak seviyeye
gelir. Buna diftizyon kontrollii akim denir. Puls voltametrisinde akim 6lgima,
bu akim artisi tamamen sona ermeden Once yapilir.

Uygulanan pulsun belli bir zaman 6ncesi ve sonrasinda, puls basina
elde edilen akimdaki fark (Ai), dogrusal olarak artan potansiyelin fonksiyonu
olarak kaydedilir. Gozlenen diferansiyel egri pik seklinde olup, yuksekligi

derigimle dogru orantihdir.



1.4.3. Kare Dalga Voltametrisi (SWV)

Kare dalga voltametrisi, son derece hizli ve duyarli bir voltametri
teknigidir. Voltamogramlarin tamami 10 milisaniyeden daha az bir strede
elde edilir. Tayin sinirlari 107 — 10® M arasindadir. Tersinir bir indirgenme
reaksiyonunda, ileri tarama sirasinda olugsan Urinin, geri tarama sirasinda
yukseltgenmesini saglamaya yetecek buyidklikte bir puls olusur. Bu
yontemde Olcim oldukca hizh alinabildiginden, istenilen sayida ol¢cimuin

ortalamasi hesaplanarak analize ait sonucun kesinligini arttirmak

muamkunddr.
Bitig 1 _~Kare dalga genligi
potansiyeli
I_ﬁl /ndlm potansiyeli
ET_)
t
Kare dalga periyodu
1 1z Ik dilgiim
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Sekil 13: Dijital cihazlarda kare dalga voltametrisi icin kullanilan uyarma

sinyali (4).



1.4.4. Dogrusal Taramali Voltametri

Bu yontemde, dogru akim potansiyelinin zamanla dogrusal bir sekilde
arttirlmasiyla uyarma sinyalleri elde edilir. Bu uygulamanin sonrasinda
analizi yapilacak maddeye ait akim cevaplari potansiyelin bir fonksiyonu
olarak voltamogramlarda incelenir. Dogrusal taramali voltametride, iyi pik
maksimumlari elde edebilmek icin yari—dalga potansiyel farki en az 0,2V
civarinda olmahdir.

Voltamogramlar

Dogrusal taramal voltamogramlar genellikle sigmoidal edriler (S
seklinde) verir. Bunlar voltametrik dalga olarak bilinir. Keskin artigstan sonraki
sabit akima sinir akimi, i s, denir. Cinki akim, analizlenecek maddenin kutle
aktarim iglemiyle elektrot ylzeyine tasinma hiziyla sinirlidir. Sinir akimlari
genellikle analizlenecek madde derisimiyle dogru orantilidir ve bu nedenle;

is=k Ca

seklinde yazilabilir. Burada Ca analit derigimi ve k ise bir
sabittir. Kantitatif dogrusal taramali voltametri bu iligskiye dayanir.

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

Cozelti veya elektrodun sturekli hareket icinde oldugu dogrusal taramali
voltametriye hidrodinamik voltametri adi verilir. Damlayan civa elektrodunun
kullanildigi voltametriye polarografi denir.

Elektrot sistemine gerilim uygulandiginda kapasitif akim ve Faradayik

akim olmak lizere 2 ¢esit akim olugur (2).



1.5.1. Kapasitif Akim (i ¢)

Bir elektrodun bir elektrolit c¢ozeltisine daldirilarak negatif yukle
yuklenmesi sonucunda bu coézeltide bulunan pozitif yakli iyonlar elektroda
dogru cekilir. Boylece ara yuzeyde bir gerilim farki olusur. Zit isaretli yukler
ara yluzeyin iki tarafinda da birikir ve bu bdlgede bir elektriksel cift tabaka
olusumuna sebep olur. Olusan bu cift tabaka, bir kapasitor gibi davranir. Bu
kapasitori yuklemek icin ortamda yukseltgenecek veya indirgenecek madde
olmasa dahi bir akim olusur. Bu akim reaksiyona bagh degildir, sistemden
kaynaklanir ki bu akima kapasitif akim denir. Ne kadar dusuk olursa, o kadar
dogru dlcim yapilir.

1.5.2. Faraday YasaslI ve Faradayik Akim (i ¢)

Elektrokimyasal analiz sirasinda, elektrokimyasal hiicreye disaridan bir
gerilim uygulanir. Bu gerilim sonucunda elektroaktif madde yikseltgenme
veya indirgenmeye ugrar. Yukseltgenme/indirgenme tepkimeleri sonucu
olusan Urin miktari ya da elektrolizlenen madde, tuketilen elektrik miktariyla
orantihdir.

Q=1It

Bir devreden t saniyede | amper akim gegirildiginde kulon cinsinden Q
miktarda elektrik harcanir. Buna gore analiz edilecek tek bir tlre ait tim
maddenin elektrolizlenebilmesi igin gereken elektrik miktari;

Q=nF.C.V

esitligi ile bulunur. Burada n; molekil ya da iyon basina tiketilen

elektron sayisini, V; hacmi (L), C; analit konsantarsyonunu (M), F; faraday

sabitini (96485 kulon) gosterir. Bu esitlige faraday yasasi denir. Faraday



yasasl, devreden gecen akimin tek bir elektrokimyasal olay icin tketilmesi
halinde gecerlidir.

Analiz edilecek maddenin ugradigi reaksiyonlardan kaynaklanan,
maddenin kiyasal donisumu icin harcanan ve yalnizca elektron alis verisine
dayanan bu akima faradayik akim, i; denir.

I = it + ic oldugundan i azalirsa duyarlilik artar.

Genellikle 10 M ve ustiinde; i; < i ‘dir ve calisilabilir. 10 M’da kismen
iyi sonug alinir. 10° M ve (stiinde; ic > i; oldugu icin calisiimaz.

Voltametrik Akimlar

Bir elektroliz igsleminde akim, analitin difizyon tabakasinin dig
kismindan elektrot ylizeyine tasinma hizina bagll olarak degisir. Aktarimin
diftizyonla saglandigi durumlarda faradayik akim cottrel denklemi ile ifade
edilir. Buna bagh olarak; olusan diflizyon akiminin zamana kargi fonksiyonu
COTTRELL denklemini verir. Analiz esnasinda gerceklesen tepkimelerin

diftizyon kontrolli olup olmadigi Cottrell denklemi kullanilarak anlasilir.

nFACD ''*

172,172
T {

I =

Burada:

| =t zamandaki akim

n= elektrokimyasal tepkimeye giren elektron sayisi
F = faraday sabiti

A = elektrot yiizey alani (cm?)

D = diflizyon katsayisi (cm?%/saniye)

C = analitin derigimi (mol/L)



t = zaman (saniye)

1.6.1. Nernst e sitli gi

Elektrokimyasal hiicrede analit iceren c¢ozelti ve elektrot arasindaki
yluzeyden akim iletilir. Bu akim uygulanan gerilim sonucu olugmakta olup
iletimi sirasinda elektrotlarda yikseltgenme veya indirgenme tepkimeleri
meydana gelir.

O+ne <R

O ve R sirasiyla redoks ciftinin, yikseltgenmis ve indirgenmis sekillerini
ifade eder.

Elektrotlardaki kimyasal madde miktari gecen akimla dogru orantilidir.
Elektrot potansiyelleri kullanilarak elektroaktif yapidaki kimyasal maddelerin
elektrot ylzeyindeki derisimleri bulunabilir. Bu da Nerns't Denklemi ile
aciklanir.

Yukaridaki tepkime temel alinarak Nernst denklemi yazilirsa,

23RT  [0]

n
0
nk ’ [F]

E=E"+

E° = standart elektrot potansiyeli
R = gaz sabiti (8,314 JK * mol )
T = sicaklik (Kelvin)

n = transfer edilen elektron sayisi
F = faraday sabiti

[O], [R] = tepkimedeki turlerin derisimi (mol/L)



2. BIYOSENSOR

Biyosensoarler, kimyasal bilesiklere ya da iyonlara segici ve tersinir bir
sekilde cevap veren, derisim ile orantil elektriksel sinyaller olusturan
elektrokimyasal sensorlerin  yaygin  kullanim  alanlarindan  biridir.
Elektrokimyasal sensoérlerin yapisina biyolojik maddelerin (enzim, hicre,
doku, antikor, DNA, vb.) eklenmesiyle ortaya cikmistir. Biyokimyasal ve
elektrokimyasal olmak Uzere iki kisimdan olugsmaktadir. Birbiri icine gecmis
biri biyokimyasal digeri elektrokimyasal olmak (zere ki kisimdan
olusmaktadir. Biyokimyasal kismin gorevi analizlenecek maddeyle
etkileserek biyokimyasal Urin olusturmaktir. Elektrokimyasal kismin gorevi
ise ortamda biyokimyasal kisim tarafindan olusturulan biyokimyasal Grinden

okunabilir bir sayisal deger olusturmaktir (19).

—0- -

Analizlenecek
Madde Biyoaktif l
Madde
Cevirici
Sistem

Sekil 14: Biyosensorin yapisi ve bilesenleri.

2.1. ideal Bir Biyosensériin Sahip Olmasi Gereken Ozellikl  er: (22)
1. Secicilik
2. Uzun kullanim émrt

3. Minumum kalibrasyon gereksinimi



4. Tekrarlanabilirlik
5. Kararlhk
6. Yuksek duyarlilk
7. Yeterli dizeyde tayin siniri
8. Genis dlcim arahlgi
9. Hizh yanit zamani
10.Hizh geri dénme zamani
11.Basitlik ve ucuzluk
12. Ufak boyuta indirgenebilmesi ve sterilize edilebilmesi
2.2. Cevirici Tariine Gore Biyosensor Ce  sitleri

Biyosensodriin taniyici tabakasina takilmis bulunan ligand (taniyan) ile
tayini gerceklesecek olan analit (taninan) arasinda, sensoér yizeyinde c¢ok
secici 6zellikte bir etkilesme olusur. Etkilesmenin sonucunda olusan degisiklik
ortaya cikan bir kimyasal madde veya baslangicta ortamda bulunan ve
etkilesme ile kaybolan bir kimyasal madde olabilir. Bu durum bazi
degisikliklere sebep olur ve cevirici kisim bu degisiklikleri algilayarak elektrik
sinyaline cevirir.
2.2.1. Elektrokimyasal biyosensorler

Etkilesim sonucu ortaya c¢ikan degisim elektrokimyasal bir degisim ise
(elektriksel potansiyel, akim veya empedans degisimi gibi), ¢evirici b6limun
bu elektrokimyasal degisimleri algiladigi biyosensorlere elektrokimyasal
biyosensdrler adi verilir. Bu baslik altinda en yaygin olarak potansiyometrik,
amperometrik, voltametrik, empedimetrik ve alan etkili biyosensorlere

rastlanmaktadir.



2.2.2.1. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (E 1S)

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi farkll arastirma alanlarinda
genis Olctde kullanilan degderli bir tekniktir. Metot potansiyel ya da akimin
kicuk bir sarsiminin uygulanmasini icerir. Bu sarsim tekli bir siniis dalgasi
veya Ust Uste eklenmis farkll frekanslardaki ¢ok sayida sinls dalgasisir.
Uygulanan sarsimdan ve bunun 6l¢ctlmis yanitindan, empedansin bayuklugu
ve faz kaymasi belirlenir. Bu teknik spektroskopi olarak adlandinidigindan,
parametreler uygulanan sarsimin frekansinin bir fonksiyonu olarak olcultr.(4)

Elektriksel rezistans; bir devre elemaninin, elektriksel akim deveranina
kargl direnme yetenegidir. Rezistans, potansiyel(E) ve akim(l) arasindaki
orantiya dayanarak Ohm kurallari tarafindan belirlenir. Buradan yola cikilarak
oldukca iyi bilinen su baginti yazilabilir;

R(Ohm)=E(Volt)/I(Amper)

Ancak bu bagintinin kullanimi ideal rezistér olarak adlandirilan sadece

bir devre elemani ile sinirlandirilir. ideal bir rezistdr birtakim sadelestirici

Ozellikler(Ohm Kanunlari) tarafindan sinirlandirilmigtir. Bunlar;

. Tum akim ve potansiyel dizeylerinde Ohm kurallarina bagli kalir.

. Rezistansi, frekanstan bagimsizdir.

. Bir rezistore bagli AC akim ve voltaj sinyalleri birbirleriyle es
evrelidir.

Gercek hayatta devre elemanlari cok daha kompleks davraniglar
sergilerler. Bu elemanlar bizi rezistansin basit konseptini terk etmek
durumunda birakirlar. iste bu noktada rezistans yerine daha genel bir devre
parametresi olan empedans kullanilmaktadir. Empedansta rezistans gibi bir

devre elemaninin, elektriksel akim deveranina karsl diren¢g gosterme



yeteneginin 6lcimudir. Rezistanstan farkli olarak birtakim sadelestirici
Ozellikler tarafindan sinirlandiriimamaktadir.

Elektrokimyasal empedans genellikle elektrokimyasal hiicreye bir AC
potansiyelin uygulanmasiyla olculir. Bu iglemde hicre icerisindeki akim
Olcilmektedir. Bir sinUsodiyal potansiyel sarsimi uygulanir ve bu potansiyele
kargl alinan yanit sarsim frekansiyla bunun oranlarini iceren bir AC akim
sinyalidir. Bu akim sinyali, sintisoyidal fonksiyonlarin bir toplami olarak analiz
edilebilir. Elektrokimyasal empedans normalde kucik bir uyarma sinyali
kullanilarak o6lculir. Bunun nedeni linear bir hiicre yaniti elde etmektir ve
sistemden elde edilen hicre yaniti psddo-lineardir. Linear bir sistemde bir
sinUsoyidal potansiyele karsilik olan akim yaniti, ayni fekansta bir sintsoid

olacaktir ancak bir faz kaymasi meydana gelecektir.

-F_

]

Sekil 15: Linear bir sistemde siniisoyidal akim yaniti

Faz Kaymasi




Ohm kanuna parelel olan bir ifade sistem empedansinin su sekilde
hesaplanmasina olanak saglar;

Z=E(t)/I(t)

Burada; Z empedans degeri, E(t) kiicik uyarma sinyali (zamanin bir
fonksiyonu olarak), I(t) yanit sinyali (zamanin bir fonksiyonu olarak) olarak
ifade edilmektedir.

Calismalarimizda kullanilan empedans diyagrami bir gercek bir de
hayali kisimdan olugmaktadir. X ekseninde gercek, y ekseninde ise hayali
kismin yer aldigi ve sinyal yanitlarinin bu sekilde ¢izildigi diyagramlardan bir
Nyquist egrisi elde edilmektedir. Bu diyagramda y ekseninin negatif oldugu
ve Nyquist egrisindeki her bir noktanin farkl bir frekanstaki empedans degeri
oldugu g6z o©nunde bulundurulmalidir. Nyquist egrisinde empedans
mesafenin (uzunlugun) bir vektdri olarak sunulabilir 1ZI. Bu vektor ile x
ekseni arasindaki aci frekansi(f-Hertz) verir. Nyquist egrilerinde diyagram
Uzerindeki veri noktalarina bakildiginda, o noktayl kaydetmek icin hangi
frekans degerinin kullanildigi konusunda bir sey séylemek mumkin degildir.
Olgiim sonucunda elde edilen sinyale ait sayisal analiz uydurma ve

simulasyon secenegi kullanilarak okunabilir degerler elde edilir.



Sekil 16: Empedans vektorianin belirtildigi Nyquist Egrisi

Sekil 16’da yer alan Nyquist egrisi Sekil 17°’de gosterilen elektriksel
devreden cikartilir. Yarim daire tek bir zaman sabitinin karakteristigidir.
Elektrokimyasal empedans cizimleri birka¢c tane zaman sabiti icerirler ve
buna bagh olarak olusan yarim dairelerden yalnizca bir parcasi diyagram

Uzerinde gorulebilir.



R

Sekil 17: Tek zaman sabitli, basit denklik devresi

Bir EIS spektrumunun 0&lgulmesi genellikle ¢ok uzun zaman alir.
Olculmekte olan sistem, EIS spektrumunun Olgulmesi icin gereken sire
boyunca sabit bir konumda olmalidir. Pratikte sabit bir konum yakalamak
zordur c¢unki solusyondaki safsizliklarin adsorbsiyonuyla, oksit tabakanin
gelisimiyle, solisyonda reaksiyona baglh drtnlerin olugsumuyla, yilzey
kaplamasinin aginmasiyla, 1s1 degisiklikleriyle ve benzeri bir takim nedenlerle
elektrokimyasal hiicrede degisiklikler meydana gelebilir. Standart EIS analiz
cihazlar sabit konumlu olmayan bir sistem igin oldukga hatali sonugclar
verebilir. Bu metotta elde edilen veriler farkli alanlarda sunulabilir. EIS'ta bu
alanlardan zaman ve frekans alanlar olmak uzere ikisi kullaniimaktadir.
Zaman alaninda sinyaller zamana kargi amplitit sinyali olarak sunulur.

Digerinde ise veri frekansa kargi akim alani olarak gosterilir.



2.2.2. Optik Biyosensorler

Biyosensorin cevirici bélumanin optik degisimleri algiladigi ve elektrik
sinyaline cevirdigi aygitlara optik biyosensodrler denir. Optik biyosensorler
iletici sistem olarak optik lifler Gzerine uygun bir yontemle uygun bir
biyomolekil immobilize edilerek hazirlanan olcim aygitlandir. Etkilesim
sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisimin élcimuna
esas alirlar. Sinyal 1s1k yansimasi, sacilimi ya da yayimi sonucu meydana
gelir.
2.2.3. Kitle Hassas Biyosensorler

Kitle hassas biyosensorlerde cevirici olarak piezoelektrik kristaller
kullanilir. Rezonans frekanstaki degisime dayanarak santimetrekarede
nanogram seviyesinde kutle degisimi olculir. Kitle hassas biyosensorlere
Kuartz Kristal Mikrobalans (Quartz Crystal Microbalance, QCM) 0&rnek
gosterilebilir.
2.3. DNA Biyosensorleri

Tanima ylzeyi olarak DNA’nin kullanildigi biyosensérlere DNA
biyosensarleri adi verilir (66, 70, 79, 90, 112). DNA biyosensodrleri, dizisi
bilinen hibridizasyon olaylarinin izlenmesinde (70, 106) veya bu ylzey ile
etkilesime giren maddelerin tayininde kullanilabilir (11, 106).
2.3.1. Biyosensor Tasariminda Kullanilan Molekulle  r ve Yapilari:
2.3.1.1. NUkleik Asitler ve DNA : (31, 33)

Nukleik Asitler; genetik bilginin  kodlandigi, makromolekullerdir.
Yapilarinda bulunan sekerin turtine bagl olarak, deoksiribontkleik asit (DNA)

ya da ribonukleik asit (RNA) adini alirlar.



DNA; genetik bilgiyi iceren ve birbirine benzer Unitelerin tekrar ile
olusan cift zincirli sarmal bir makromolekildir. DNA molekilinin nukleotid
adi verilen her Unitesi; bir fosfat grubu, ona baglanmis bir seker molekuli
(deoksiriboz) ve deoksiriboza baglanmis bir azotlu baz molekilu
icermektedir. DNA zincirinde, nukleotitlere girebilen azotlu bazlar 4 cesittir. A,
T, G, C ile gosterilen; Adenin, timin, guanin ve sitozin bazlarindan A ve G
parin, C ve T pirimidin bazlaridir. RNA molekllinin yapisinda ise DNA
molekilinden farkli olarak; seker grubundaki degisikligin yani sira, timin bazi
yerine pirimidin bazlarina dahil edilen urasil bazi bulunmaktadir. Nukleotidler
biraraya gelerek DNA tek zincirini olusturur. Belirli tir ve sayidaki
nikleotidlerin belirli bir dizilis sirasina gore 3'-5 fosfodiester baglari ile
birbirlerine baglanarak polintkleotid zinciri olusturmalari sonucunda nukleik
asitlerin primer yapisi olusur. Bu baglanma seker molekilinin 3
konumundaki karbonunun, kendinden sonra gelen ntikleotitte yer alan seker
moleklliniin 5 konumundaki karbonuna baglanmasi ile gerceklesir.
Polindkleotidler, omurgada bulunan fosfat gruplarindan dolayr asidik
karakterlidir.

Chargaff tarafindan DNA molekulinde adenin (A) ve timin (T) miktarlari
ile guanin (G) ve sitozin (C) miktarlarinin esit oldugu belirlenmistir. Buna
dayanarak Watson, Crick ve Wilkins tarafindan 1950 vyillarinda DNA
yapisinin ¢ift zincirli heliks seklinde bir yapi oldugu ortaya koyulmustur. Cift
zincirli sarmal DNA molekultnin iki zinciri, mevcut pirin ve pirimidin bazlan
arasinda yer alan hidrojen baglan tarafindan birarada tutulmaktadir. Purin ve
pirimidin nudkleotitleri arasindaki eslesmeler A kargisinda T, G kargisinda C

bulundug@u icin son derece 6zgundur. G ile C arasinda U¢ hidrojen bagi, A ile



T arasinda iki hidrojen bagi bulunmaktadir. Cift zincirli sarmalda bazlar
sarmalin i¢c kisminda, fosfat ve seker omurgasi ise dis kisminda yer aldigi
icin sarmalin i¢c kismi hidrofobik, dis kismi ise hidrofilik 6zelliktedir. DNA
Isitildiginda sarmal yapisinin yarisinin bozuldugu sicaklik, erime sicakhgi
(Tm) olarak adlandiriir. DNA sarmal yapisinin tamamen bozulmasina
denaturasyon adi verilir. G-C baz cifti sayisi, T-A baz cifti sayisina gére daha
fazla olan DNA dizileri, daha yuksek sicaklikta denatiire olmaktadir. Uygun
sartlar altinda cift sarmal DNA tekrar olusabilir, bu iglem renatiirasyon olarak

adlandirilir. (24, 94).
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Sekil 18: DNA c¢ift sarmalinin kimyasal yapisi



Cift sarmal seklindeki molekdlin bir zinciri 5° — 3" yonine dogru,
digeriise 5 — 3' yonune dogru oldugu icin ters yonde paraleldir. Heliks
icinde, iki zincirin arasindaki G¢ boyutlu sistemdeki iligki, buyik oluk (major)

ve kucuk oluk (mindr) olusturmak seklindedir.
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Sekil 19: DNA cift sarmalinin major ve mindr oluklari.
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Sekil 20: Nikleik asitte bulunan organik bazlarin kimyasal yapisi ve

siniflandiriimasi
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Sekil 21: Nukleik asitte bulunan sekerlerin kimyasal yapisi

2.3.1.1.1. DNA ile llgili Bazi Terimlerin Tanimlari:

Baz cifti: Birbirinin karsiligi olan iki bazi ifade eder ve go6sterilirken
nokta ile ayrilir. Ornegin, A.T veya G.C baz ciftleri gibi.

Oligonukleotid: Birden fazla bazin yan yana gelmesiyle olusan yapidir.

Dinuikleotid; ki bazin yan yana gelmesiyle olusan yapidir.

Trindkleotid; ¢ bazin yan yana gelmesiyle olusan yapidir.

Tekrarlayan oligonukleotidler:  Polimer icerisinde tekrarlanan tek bir
baz, ki baz ve ya u¢ baz, tekrarlayan oligontkleotidleri ifade eder.
Tekrarlayan mononukleotide poly (A), dindkleotide poly (AT), trinUkleotide
poly (GAT) 6rnek verilebilir.

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

Ornegin  mononikleotid  gosterilisine,  poly(A).poly(T) (veya
poly(Da).poly(Dt) seklinde gosterilebilir), dintkleotid’e poly(AT).poly(AT) ,

trintikleotid’e poly (GAT). Poly (ATC) 06rnek verilebilir.



Prob: Baz dizisi belli olan oligontkleotid.

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

Rastgele dizi: Hedef diziden tamamen farkli baz dizilimine sahip
oligonukleotid.

DNA hibridizasyonu: Baz ciftlerinin 6zel hibridizasyon kosullarina bagl
olarak kararh bir dubleks molekult olugturmasidir (8).
2.3.2. DNA Biyosensorleri ile DNA Dizilerinin Tayin i

Hastalik nedeni olan patojenler, bakteriler ve virtsler, nukleik asit
dizilerinin bilinmesinden dolay! tayin edilebilir. Molekuler biyoloji ve
biyoteknolojide, son vyillarda gorulen gelismeler, elektrokimyasal DNA
biyosensdrlerinin - bu alanlardaki  kullaniminin ~ Gmit  verici  oldugunu
gostermektedir (111). Antikor ve enzimlerden farkl olarak nikleik asit tanima
tabakasi, cok kararli, kolaylikla hazirlanabilen ve tekrar kullanim igin
yenilenebilen bir tabakadir (70).

DNA dizilerinin  tayininde kullanilan  elektrokimyasal = DNA
biyosensdrleri, tayin suresini kisaltmakta, tayin yontemini kolaylastirmakta ve
hibridizasyon olayinin tayini ile dizilerin saptanmasini saglamaktadir. DNA
hibridizasyon biyosensorleri olarak da adlandirilan bu biyosensorler cesitli
cevrelerdeki bulagici hastaliklarin erken ve kesin tanisinda kullaniimaktadir
(22, 36). Diziye 6zgu hibridizasyon olaylarinin tayini, ya dogrudan (78, 108)
ya da DNA'ya interkale olabilen (metal kompleksleri, antibiyotikler) (7, 14, 15,
16, 40, 62, 63, 71, 110) veya DNA dizisindeki guaninlerle 6zgun olarak
etkilesen (MB, Ru(bpy)s®*, vb.) elektroaktif maddeler (indikatér) ile tayin

edilebilmektedir (27, 32, 34, 108). Elektrokimyasal ceviriciler, hibridizasyon



olayini analitik sinyale cevirmede etkin bir sekilde kullaniimaktadir (16, 18,
19, 20, 22, 58).

Hibridizasyona dayali DNA biyosensoérleri, aranan hedef baz dizilimine
karsilik gelen 20—-40 baz gibi kisa bir baz dizilimine sahip, sentetik tek sarmal
oligonukleotidin (“Prob” olarak isimlendirilir), elektrot ylzeyine tutturulmasina
dayanmaktadir. Tutturma iglemi, elektrostatik, adsorpsiyon ile ve kovalent
baglanma olmak Uzere ¢ sekilde yapilabilir. Elektrostatik baglanmada,
elektroda tutturulacak oligonukleotidin yapisina zarar vermeyecek sekilde
uygun bir pozitif potansiyel uygulanir. Oligonukleotitler yapilarinda bulunan
fosfat gruplarindan dolay! negatif yukludir. Negatif yukli oligonukleotidler,
pozitif potansiyel uygulanan elektroda elektrostatik olarak kolaylikla tutturulur.
Adsorpsiyon ile baglanmada, elektrotlar belirli bir stre igin oligonikletid
cOzeltisi icerisine daldirilarak, muamele edilirler bu islemin sonucunda
oligonukletidler elektrot ylzeyine baglanir. Fiziksel bir baglanma yéntemidir.
Kovalent baglanmada ise, oligonikleotitler kimyasal maddeler (karbodiimit,
suksinimit, vb.) aracihdiyla elektrot ylizeyine kovalent olarak baglanir.

Prob tutturulan elektrodun (biyosensor) hedef diziyi iceren bir 6rnek
cOzeltisine daldirilmasi, elektrot yuzeyinde hibrit olusumuna neden olur. Bu
olusumun elektrokimyasal veya optik O6lgumd, bir cevirici sinyali ile
gozlenmektedir. Elektrokimyasal olaylarda, elektrot yluzeyinde olugan hibrite
bagll olarak elde edilen elektrokimyasal yanit, hibridizasyonun tayinine

yonelik bir sinyal olarak kullanihr (23, 70, 72, 101, 111).



3. POLIMERAZ ZiNCIR REAKSIYONU (PCR)

Genetik bilgilerin depolandigl yer olan DNA, kendini replikasyon adi
verilen bir olay sonucu egler. Cift sarmal DNA, yapisindaki hidrojen
baglarinin  kopmasi sonucu birbirinden ayriir ve ayrilan iplikler
tamamlayicilarin sentezlenmesinde kalip roli oynar. Boylece bir DNA
molekilinden dizilimi ayni olan ikinci bir DNA molekli meydana gelir. Hicre
bolinmesi sonucu yeni olusan hicrelere tim DNA bilgileri aynen gecer.

istenilen bir genin ya da 6zgiin bir DNA dizisinin ¢ok sayida kopyasinin
elde edilebilmesi icin, 1985 yilinda Cetus firmasi arastirmacilarindan Kary
Mullis, DNA ve RNA baz siralarinin sayisal olarak arttirlmasina dayanan °
Polimeraz Zincir Reaksiyonu’ (Polymerase Chain Reac tion, PCR) ‘nu
gelistirmistir

Polimeraz Zincir Reaksiyonu in vitro bir yontem olup spesifik bir DNA
parcasinin kopyalarinin, primerler tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak
sentezlenmesi seklinde tanimlanir. Bu yontem sayesinde az miktardaki DNA
hizli ve basit bir sekilde ¢cogaltilabilir.

PCR, yaklasik 30 nesil sonra, secilmis bir DNA dizisinin asagi yukari
milyar katini kopyalar. Bu sebeple PCR’a, DNA c¢ogaltma yodntemi de
denebilir.

3.1. PCR’In Temel Bile senleri

Polimeraz Zincir Reaksiyonu'nun calisma prensibi Ozetle, cesitli
materyallerden izole edilmig ¢ift sarmal DNA molekulinin denatirasyonu, iki
oligonukleotid primerlerin hedef dizilere baglanmasi ve uzamasi esasina

dayanir.



PCR’In calisma prensibini daha iyi anlayabilmek icin, PCR’In temel
bilesenlerini bilmek daha yararli olacaktir. PCR’In temel bilesenleri sunlardir:
3.1.1. Cogaltilacak olan kalip DNA

PCR’da kullanilacak olan kalip DNA, herhangi bir biyolojik kaynaktan
elde edilmis genomik DNA, plazmid, faj DNA’lari, ¢esitli genler veya herhangi
bir DNA parcasi olabilir.

3.1.2. Taq DNA Polimerazlar

DNA polimeraz enzimleri, kalp ipligin karsisina tamamlayici bir DNA
ipligi olusturmak Uzere, doért cesit deoksiribonikleotid trifosfattan, uzun
polindkleotid zincirin sentezini katalizler. Bu iglemi orijinal kahp iplikteki baz
bilgisini kullanarak gerceklestirir. Sentezin baslamasi igcin primerlere
gereksinim vardir. Sentezin yoénu 5—3’ seklindedir. Ortamdaki dNTP’lerin
nakleofilik etki yapmalariyla, primerin serbest 3’-hidroksil ucuna fosfodiester
baglarinin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir.

Termostabil DNA polimeraz enziminin PCR’da kullaniimasi, rutin olarak
yapilan deneylerde teknolojik olarak buylk bir avantaj saglamistir. Thermus
Aquaticus’dan elde edilen Tag DNA Polimeraz, termostabil enzimlerden ilki
ve en yaygin kullanilandir.

3.1.3. DNA Primerleri

DNA primerleri tek iplikli spesifik DNA segmentleridir. Kullanildiklari
yere gore 10-40 oligonukleotidden olusmuglardir. Hedef DNA Uzerinde
kendilerine komplementer olan baz siralarini bulurlar ve onlara baglanirlar.
Daha sonra 3’-hidroksil ucundan DNA sentezinin ilerlemesini saglarlar. Hedef
DNA ile daha kuvvetli baglarin olusabilmesi igin primerlerin yapisinda %50—

60 kadar G ve C bazlari bulunmaktadir. Primerlerin 5 ucu, hedef DNA'nin 3’



ucu ile birleserek, polimerizasyon icin 5—3' ydninde uygun bir ortam
saglamaktadir.
3.1.4. Deoksinukleotid Trifosfatlar (ANTP)

Deoksiribonikleozid trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) yiksek
saflikta ya tek ya da dértli karisim halinde ticari olarak saglanirlar. Tag DNA
polimeraz kaliba uygun dogru bazlari se¢gmede dusik dNTP derisimleri (10-
100 pM) kullanarak daha basarli olurlar. Normal kosullarda PCR 100 puM
dNTP derigimi ile gerceklestirilir.

3.1.5. Tamponlar ve MgCl »

PCR’da kullanilmak tizere genellikle 6nerilen tampon 20°C’de 10-50mM
Tris-HCI'dir. Tris 1sisal donglisu esnhasinda pH'I 6.8—-7.8 arasinda degisen
dipolar iyonik bir tampondur. Mg? iyonlari dNTP’ler ile ¢6zinebilir
kompleksler olustururlar, DNA c¢ift sarmalinin denatirasyon sicakhgini
artirirlar, polimeraz aktivitesini stimile ederler. Magnezyum derigimi, primer
eslesmesini, olusacak 0drinin 6zelligini, primer-dimer formasyonunu
etkileyebilir. Mg®* iyonunun dusik derisimde olmasi riin olusumunun
azalmasina, yuksek derisimde olmasi ise spesifik olmayan Urtn birikimine
sebep olur.

3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu’'nun isleyisi

Farkl sicakhk derecelerini istenilen sureler icin otomatik olarak
ayarlayan PCR aletlerinin kullaniimaya baslanmasi dnemli gelismelere yol
acmistir. Bir PCR dongusu denaturasyon, primerin baglanmasi (Annealing)

ve uzama (Extension) olmak Uzere t¢ agsamadan olusur.



3.2.1. Hedef DNA'nin Denatlrasyonu:

Denatirasyon, nikleik asitin iki iplik¢iginin birbirinden ayrilarak tek
iplikcik haline gelmesi islemidir. Hedef DNA’nin denatiirasyonu 95°C’de
gerceklestirilir. PCR icin etkin denatiirasyon sicakliginin 92-95°C oldugu
saptanmigtir. Denatlrasyonu gerceklestiriliecek metaryelin tiriine gore bu 1si
islemi 3-5 dakika kadar uygulanir.

3.2.2. Primerlerin Ba glanmasi (Annealing):

Bu basamakta sicaklik 55-60°C’ye diistriiliir. Primerler kendilerinin
komplementeri olan tek iplik hedef DNA Uzerindeki bélgelere spesifik olarak
baglanir. Primerler hedef DNA'nin 3" ucuna kendilerinin 5’ ucundan
baglanirlar. Polimerizasyon i¢in 5’—3’ yoniinde uygun bir ortam olusur.

Eslesme birka¢ saniye sirer. Primerlerin derisim ve uzunluklari primer
eslesmesi icin gereken 1s1 ve sireyi belirler. PCR'In basarli bir sekilde
gerceklesmesi icin T, / T, (Denatiirasyon Sicakligi/Baglanma Sicakligr)
degerinin dogru bir sekilde hesaplanmasi gerekir. Bu hesaplama icin
kullanilan en yaygin formul;

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

Tm degeri hesaplandiktan sonra bu sicakhigin 5°C alti uygulanabilir
eslesme 1sisi olarak saptanir ve daha sonra en uygun sicaklik degeri
denemelerle saptanir.

3.2.3. Uzama:

Bu basamakta sicaklik TagDNA polimerazin galigtigi sicaklik olan 70-
72°C'ye cikarihir. Hedef DNA dizisinin kopyasi TagDNA polimerazin
nikleotidleri primerlerin  3° ucuna yerlestirmesiyle gercgeklesir. Uzama,

baglanma gerceklestikten sonra baslar. Sicaklik 70°C'ye geldiginde termal



DNA polimerazlar en aktif hale gecerler ve baz uzamasi 100 baz/saniye’ye
ulasir.

Uzama asamasinda genellikle 72°C'de calisilir. Bu sicaklik Taq /
Amplitag DNA polimerazlarin polimerizasyon aktivitesinin en uygun oldugu
sicakhktir.

Yukarida anlatiin G¢ asama defalarca tekrarlanir ve boylece DNA
fragmanlari Gssel olarak artar. Bir dongi sonucu meydana gelen trin ardigik
dongude diger primer icin kahp goérevi yapar. Her PCR doéngusi sonucu DNA
molekilu tzerinde istenilen boélge iki katina ¢ikmis olur.

Her dongunin %2100 verimle gerceklestigini varsayarsak, érnegin 20

déngll sonucu 2%° kat triin meydana gelir.



BOLUM II

GEREC ve YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar

Olcumler ve deneyler sirasinda kullanilan tim cihaz, donanim ve
yazilimlar sunlardir;

* Terazi (Sartorious-Analytic A-200)

* pH-metre (Schott-Mainz CG 710)

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

* Potansiyostat; ui-AUTOLAB type lll (GPES ve FRA Modilleri — Eco

Chemie, Hollanda)

* Ag/AgCl referans elektot

* Platin tel (Yardimci elektrot olarak kullanildi.)

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

* Sodyum Hidroksit (NaOH) (Merck)

e Di potasyum mono hidrojen fosfat (K,HPO,) (Riedel-de Haen)

» Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) (Riedel-de Haen)

e Trizma hidroklorik asit (Trizma-HCI) (Sigma)

e Sodyum klorur (NaCl) (Sigma)

e tri — Sodyum sitrat dihidrat (Merck)

 EDTA

Tum cahsmalarda Mili Q distile su (18 Mega—ohm’ luk) kullanildi.

Deneysel calismalar oda sicakliginda (25,0 £ 0,5) T’ de gercekle stirildi.



2.3. Kullanilan DNA Dizileri

Calismada kullanilan tim sentetik diziler (AM-245 Probe-Hedef)
liyofilize toz halinde TIB Molbiol (Almanya)'dan saglandi.
2.3.1. Kullanilan Sentetik Prob ve Hedef Diziler

Secilen prob AM-245 dizisi viriise ait matriks geninin (M) 245-272
koordinatlarindaki 28 baz cifti uzunlugundaki bélgedir (88).
AM-245 Prob (Voltametrik 6lcimlerde kullanilan dizi ) :
S —CTICAICITAIACICTTT ITC CAAAAT I -3
AM-245 Prob (impedimetrik élcimlerde kullanilan dizi) :
5 —CTG CAG CGT AGACGCTTT GTC CAAAATG -3
AM-245 Hedef :
5 —CATTTT GGA CAAAGC GTCTACGCTGCAG -3
Rastgele Secilmi g Dizi :
5'—TCAAAT CAGGTT GCT TA-3'
2.3.2. Kullanilan Sentetik Prob ve Hedef Dizilerini  n Hazirlani g1

Liyofilize DNA oligontileotidlerin stok ¢ozeltileri, derigsimleri 1000 pg/mL
(1000ppm) olacak sekilde 10 mmol/L Tris-HCIl ve 1 mmol/L EDTA iceren Tris-
EDTA (TE) tampon cozeltisi (voltametrik teknik icin pH 8.0, impedimetrik
teknik icin pH 7.4) ile hazirlandi, 50 pL’lik hacimlerde sterilize edilmig plastik
0.2 mLlik PCR tuplerine paylastirilarak -20 <C'de saklandi. Bu
oligonukleotidlere ait seyreltik c¢o6zeltiler c¢alisma sirasinda duyulan
gereksinimlere bagl olarak ve bu agsamada kullanilmak tzere, problar 0.05 M
fosfat tampon ¢ozeltisi icerisinde, hedefler Hibridizasyon tampon ¢o6zeltisi (5X
Sodyum Salin Sitrat) icerisinde hazirlandi.

ug/mL (ppm), molarite cinsinden hesaplanacak olursa;



n ( mol) = M (kutle) g / MA (molekal katlesi) g/mol

Molar= n (mol) / V (hacim) = mol /L

M (Molarite) = M (katle) / [MA (molekil katlesi) x V (hacim)] = mol /L
2.3.3. Kullanilan PCR Uriinii Hedef Dizilerin Hazirla  nigi

Dokuz Eylul Universitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali tarafindan yurt digindan getirtilmis olan, hasta ve kontrol bireylerden
izole edilmis DNA ornekleri uygun primerler kullanilarak PCR ile amplifiye
edildi. Bu U0rlnler hibridizasyon tamponu ile uygun derisime seyreltilip,
hibridizasyondan 6nce denatire edilerek tek iplikli hale getirildi.

2.4. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlani g1
2.4.1. Tampon Cozeltilerin Hazirlani  s1:

Tim tampon c¢ozeltilerin hazirlaniginda Mili Q distile su kullandi.
Tampon c¢ozeltiler hazirlandiktan sonra plastik siselerde, buzdolabinda
saklandi. Iyonik kuvveti saglamak icin TE tampon ¢ozeltisi hari¢ tiim tampon
cOzeltilerinin litresine derigimi 0.02 M olacak sekilde 1.168 g NaCl eklendi.

0.05 M Fosfat Tampon Cozeltisinin Hazirlant g1 (pH 7.4):

Olguimler sirasinda kullanilan 0.05 M fosfat tampon ¢ozeltisi litresinde
1.36 g (0.01 mol) KH,PO, ve 6.96 g (0.04 mol) K;HPO, icermektedir.
Hazirlanan tampon ¢ozeltisinin pH degeri yaklasik 7.4 olmaktadir. Gerekliyse
pH, 0.1 N NaOH ve / veya 0.1 N HCI ilavesiyle pHmetre kullanilarak 7.4’e
ayarlanir.

0.50 M Asetat Tampon Cozeltisinin Hazirlani g1 (pH 4.8):

Kullanilan 0.50 M asetat tampon c¢o6zeltisi litresinde 0.2722 g sodyum

asetat trihidrat ve 0.1154 mL asetik asit icermektedir. Cozeltinin pH'sinin 4.8



degerine ayarlanmasi, 0.1 N NaOH ve / veya 0.1 N HCI ilavesiyle, pHmetre
ile 6lculerek gerceklestirilir.

0.02 M Tris HCI Tampon Cozeltisinin Hazirlani g1 (pH 7.0):

Kullanilan 0.02 M Tris HCI tampon c¢o6zeltisi litresinde 3.152 g Trizma
HCI icermektedir. Cozeltinin pH'sinin 7.0 degerine ayarlanmasi, 0.1 N NaOH
ve / veya 0.1 N HCl ilavesiyle, pHmetre ile 6lculerek gerceklestirilir.

0.01 M Tris HCI, 1 mM EDTA Tampon Co6zeltisinin Hazi rlanigi (pH
8.0 ve pH 7.4):

Kullanilan 0.01 M Tris HCI, 1 mM EDTA tampon cozeltisi litresinde
1.576 g Trizma HCI ve 0.372g EDTA icermektedir. Cozeltinin pH'sinin 8.0
degerine ayarlanmasi, 0.1 N NaOH ve / veya 0.1 N HCI ilavesiyle, pHmetre
ile 6lculerek gerceklestirilir.

influenza A Virisuniin Elektrokimyasal Yoldan Saptanm asl
Esnasinda Kullanilan Hibridizasyon Tamponunun Hazir  lanisi:

Hibridizasyon tamponu litresinde 0.03M olacak sekilde 8.823g sodyum
sitrat ve 0.3M olacak sekilde 17.532g NaCl icermekte olup ultra saf su
kullanilarak hazirlandi (pH 7.4) (43, 44).

Yikama Tamponunun Hazirlani si:

Yikama tamponu litresinde 15mM olacak sekilde 4.412g sodyum sitrat,
0.5M olacak sekilde 29.22g NaCl icermektedir. Tampon ultra saf su

kullanilarak hazirlandi (pH 7.4).



2.5. Kullanilan Yoéntem
2.5.1. influenza A Virusiunin Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)
Tekni gi Kullanilarak Elektrokimyasal Yoldan Saptanmasi

Tasarlamis oldugumuz biyosensér ile influenza virlis tip Anin
saptanmasi i¢in kullanilan yontem basamaklari sirasiyla Sekil 19'da sematize
edilmigtir.

Tayin icin belirtlen asamalarin uygulanmasi icin gerekli sureler
asagidaki gibidir:
» Elektrot ylzeyinin aktive edilmesi, 60 sn.
* Prob tutturulmasi, 30 dk.
» Elektrotlarin PBS ile yikanmasi, 15 sn.
e Hibridizasyon, 30 dk.
» Elektrotlarin SSC ile yikanmasi, 30 sn.

« Olgliim, 1 dk.
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2.5.1.1. Elektrotlarin Hazirlani si

Calismamizda calisma elektrodu olarak kalem grafit elektrot (Tombo
0.5mm HB, kalem ucu) kullanildi. Kalem uclart 0.5mm c¢apinda ve 60mm
uzunlugunda olup deneysel kosullara uygun olmasi acisindan 30mm
boyunda kesilerek hazirlandi. Bu 30mm’nin 10mm’lik kismi, ¢ozelti icine
daldinlacak sekilde bir elektrot tutacagi (Noki kalem model 2000, Japonya)
icine yerlestirildi (28, 30, 45, 46, 78, 103, 104). Her bir parametre icin farkl
grafit yizeyler kullanilarak, tek kullanimlik elektrot sistemi saglandi.

2.5.1.2. Kalem Grafit Elektrodunun (PGE) Aktivasyon  u:

PGE, 0.5M Asetat tamponu ¢o6zeltisine (pH: 4.8) daldirilarak, 60 saniye
sureyle +1.4 V gerilim uygulandi. Buna bagli olarak elektrokimyasal
aktivasyon iglemi gerceklestirildi.

2.5.1.3. Elektrot yiizeyine Prob DNA Tutturulmasi:

Yuzeyi aktive edilmis PGE, fosfat tamponu (pH: 7.4) icerisinde
hazirlanmis olan 5ug/mL derisimde prob DNA co6zeltisine 30 dakika sireyle
daldinldi ve adsorbsiyon yoluyla DNA elektrot ylizeyine tutturuldu. Yikama
islemi fosfat tamponu ile yapildi.

2.5.1.4. Sentetik Hedef Dizi ile Hibridizasyon

Prob ile kapl elektrot ylizeyleri, 7ug/mL derisimde sentetik hedef diziler
ve rastgele secilmis diziler ile i1slak adsorbsiyon teknigi (29) kullanilarak 30
dakika sureyle etkilestirildi. Sonrasinda istenmeyen baglanmalari azaltmak
amaciyla 2X'lik sodyum salin sitrat ¢ozeltisiyle karisan ortamda 30 saniye

sureyle yikandi.



2.5.1.5. Voltametrik Olgiim

Diferansiyel Puls Voltametrisi teknigi ile 0.5M asetat tamponu icerisinde,
+0.75 V dan +1.40 V a kadar, 15mV/sn tarama hizinda, 50mV amplititte ve
8mV adim potansiyeli uygulanarak hibridizasyon dncesi ve sonrasinda elde
edilen guanin yikseltgenme sinyalleri olcildi. GPES yazihm sistemi ile
okunabilir pikler haline donustirtlen egdrilerden elde edilen pik yukseklikleri
degerlendirildi.

2.5.1.6. PCR Uruinu ile Hibridizasyon

1:10 oraninda hibridizasyon tamponu(5X’lik sodyum salin sitrat
tamponu-SSC) icerisinde seyreltilen 2 tanesi pozitif ve 2 tanesi negatif olan
artnler PCR taplerine konuldu. 6dk. sireyle kaynar su banyosunda denatire
edildi. Grafit elektrotlar bu sicak c¢ozeltilere 30dk sireyle uygulandi ve
adsorbsiyon yontemiyle baglanma saglandi. 2X'lik sodyum salin sitrat
tamponuyla 5sn. suireyle baglanmayan oligonukleotitlerin uzaklastiriimasi igin
ylkama vyapildi. Istenmeyen baglanmalari azaltmak amaciyla 2X SSC
tamponu icerisinde %0,01 oraninda hazirlanmig sodyum dodesil stlfat (SDS)
icinde uclar 5dk. bekletilerek yikandi. Sonrasinda uclar 30sn. Sireyle karisan
ortamda 2X SSC tamponuyla tekrar yikandi.

2.5.1. Voltametrik Olglim

Diferansiyel Puls Voltametrisi teknigi ile 0.5M asetat tamponu icerisinde,
+0.75 V dan +1.40 V a kadar, 15mV/sn tarama hizinda, 50mV amplititte ve
8mV adim potansiyeli uygulanarak hibridizasyon dncesi ve sonrasinda elde
edilen guanin ylikseltgenme sinyalleri ol¢uldi. GPES yazihm sistemi ile
okunabilir pikler haline donustirtlen egdrilerden elde edilen pik yukseklikleri

degerlendirildi.



2.5.2. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS ) ile influenza
A virGsunin tayini

Tasarlamis oldugumuz biyosensor ile influenza viriis tip Anin
saptanmasi icin kullanilan ydntem basamaklari ve bu basamaklarin
uygulanmasi icin gerekli streler asagidaki gibidir:
» Elektrot ylzeyinin aktive edilmesi, 60 sn.
* Prob tutturulmasi, 30 dk.
» Elektrotlarin PBS ile yikanmasi, 15 sn.
e Hibridizasyon, 30 dk.
» Elektrotlarin PBS ile yikanmasi, 30 sn.

«  Olglim, 10 dk.
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2.5.1.1. Elektrotlarin Hazirlani si

Calismamizda calisma elektrodu olarak kalem grafit elektrot (Tombo
0.5mm HB, kalem ucu) kullanildi. Kalem uclart 0.5mm c¢apinda ve 60mm
uzunlugunda olup deneysel kosullara uygun olmasi acisindan 30mm
boyunda kesilerek hazirlandi. Bu 30mm’nin 10mm’lik kismi, ¢ozelti igine
daldinlacak sekilde bir elektrot tutacagi (Noki kalem model 2000, Japonya)
icine yerlestirildi (28, 30, 45, 46, 78, 103, 104). Her bir parametre icin farkl
grafit yizeyler kullanilarak, tek kullanimlik elektrot sistemi saglandi.

2.5.1.2. Kalem Grafit Elektrodunun (PGE) Aktivasyon u

PGE, 0.5M Asetat tamponu ¢o6zeltisine (pH: 4.8) daldirilarak, 60 saniye
sureyle +1.4 V gerilim uygulandi. Buna bagli olarak elektrokimyasal
aktivasyon iglemi gerceklestirildi.

2.5.1.3. Elektrot Yizeyine Prob DNA Tutturulmasi

Yuzeyi aktive edilmis PGE, fosfat tamponu (pH: 7.4) icerisinde
hazirlanmis olan 20pug/mL derisimde prob DNA co6zeltisine 30 dakika sireyle
daldinldi ve adsorpsiyon yoluyla DNA elektrot ylizeyine tutturuldu. Yikama
islemi fosfat tamponu ile yapildi.

2.5.1.4. Sentetik Hedef Dizi ile Hibridizasyon

Prob ile kaph elektrot yizeyleri, 20ug/mL derisimde sentetik hedef
diziler ve rastgele secilmis diziler ile 1slak adsorbsiyon teknigi (29)
kullanilarak 30 dakika sureyle etkilestirildi. Sonrasinda istenmeyen
baglanmalari azaltmak amaciyla PBS tampon ¢0Ozeltisiyle karigsan ortamda 30

saniye sureyle yikandi.



2.5.1.5. Empedimetrik Olgiim

Diferansiyel Puls Voltametrisi teknigi ile 5mM Fe(CN)s>™

cOzeltisi
icerisinde, 10kHz'den 90mHz’e kadar, 10mV amplititte 0.24V sabit
potansiyel uygulanarak, degisen frekans noktalarinda hibridizasyon éncesi ve
sonrasinda elde edilen ylizey tabakasina bagli diren¢ cevaplari dl¢ildiu. FRA
yazilim sistemi ile okunabilir pikler haline donisturilen egrilerden elde edilen
pik yukseklikleri degerlendirildi.

2.6. influenza A Viriisiiniin Elektrokimyasal Yoldan Saptanm asinda
incelenen Parametreler

2.6.1. Hibridizasyonun Saptandi g1 En Uygun Ko sullar

Yapilan calismalarin tima, influenza A viristiniin tayini icin, en uygun
hibridizasyon kosullarinin saptanmasina yoneliktir.

Calisma kapsaminda prob diziler ile bu dizilere karsilik gelen sentetik
hedef diziler ve tim bazlari hedeften farkli olan sentetik rastgele secilmis
diziler hibridizasyona tabi tutulmus ve alinan yanitlar arasindaki
farklanmadan yararlaniimigtir. Hibridizasyon sonrasinda hedef dizi ile yiuksek
bir sinyal alinmasi beklenirken, rastgele secilmis dizi ile disuk bir sinyal
alinmasi beklenir. Her iki dizi ile alinan yanitlarin orani biyosensdrin
secimliliginin gostergesidir.

2.6.1.1. Hibridizasyon icin En Uygun Hedef Cozelti Deri siminin
Belirlenmesi

Bu calismada, elektrot ylizeyine tutturulacak olan hedef ve rastgele
secilmis dizi ¢ozeltisinin artan derisimlerine karsi, sabit derisimdeki prob dizi
ile hibridizasyonu sonrasinda elde edilen guanin yanitlari diferansiyel puls

voltemetrisi teknigi kullanilarak belirtilen kogullarda incelendi. Artan hedef ve



rastgele dizi derigimleri olarak sirasiyla; 3-5—7-10ug/mL kullanildi. Sabit
probe derisimi 5ug/mL olarak tercih edildi. Hibridizasyon sonrasinda alinan
guanin yldkseltgenmesine ait pik akimlari arasindaki farkliliklarin
incelenmesiyle calismalar icin en uygun hedef ve rastgele secilmis dizi
derisimleri belirlendi.

2.6.1.2. Prob Tutturma Sdresinin Biyosensor Secimli  ligine Olan
Etkisinin incelenmesi

Elektrot ylzeyinin prob dizi ile kaplanmasinda tercih ettigimiz
uygulama suresi hibridizasyon islemi Uzerinde de etkili olmaktadir. Bu
calismada elektrotlar, 5-10-15-20-30 dakika olmak Uzere farkl strelerde
prob ¢ozeltisi icerisinde etkilesime birakildl. Sentetik hedef ve rastgele diziler
ile hibridizasyon sonrasinda alinan guanin ytikseltgenmesine ait pik akimlari
arasindaki farklliklarin incelenmesiyle ¢alismalar icin en uygun prob tutturma
suresi belirlendi.

2.6.1.3. Hibridizasyon Siresinin Biyosensér Secimli  ligine Olan
Etkisinin incelenmesi

Prob tutturulmus elektrotlar, uygun hibridizasyon sdresini tayin
edebilmek icin hibridizasyon basamaginda, 5-10-15-20-30 dakikalik farkli
surelerde, sentetik hedef ve rastgele secilmis diziler ile hibridizasyona
birakildi. Sonrasinda alinan guanin yukseltgenmesine ait pik akimlari
arasindaki farkliliklarin incelenmesiyle ¢aligmalar icin en uygun hibridizasyon

siresi belirlendi.



2.6.1.4. Hibridizasyon Sonrasi Yikama Sdresinin Biy osensor

Secimlili gine Olan Etkisinin incelenmesi
Bu calismada prob tutturma ve hibridizasyon sonrasinda elektrot

yluzeyinde gerceklesen istem digi baglanma oranini en aza indirebilmek ve
bu tip baglanan dizileri ortamdan uzaklastirabilmek icin uygun yikama
suresini tayin etmek amaciyla 15-30-60-120-300 saniye olmak Uzere farkli
yikama sireleri denendi. Bu basamagin sonucunda elde edilen en belirgin
hedef-rastgele secilmis dizi ayiriminin gerceklestigi yikama suiresi belirlendi.

2.6.1. PCR Uriinleri Kullanilarak influenza A Viriisiiniin Tanisi

PCR ile cogaltiimis gercek hedef diziler denattire edilerek tek iplikli hale
getirildi. Herbiri prob dizi ile hibridizasyona tabi tutularak analizleri yapildi.
Negatif PCR arin0 iceren o©rneklerde, beklendigi gibi ilgili probla
hibridizasyon sonucunda guanin yaniti disuk olmustur. Ortalama olarak
10nA’lik yanit, 6rnegin negatif oldugunu ifade etmektedir. Bu dederin iki kat
veya daha Ustinde elde edilen guanin yanitlari 6rneklerin pozitif oldugu

seklinde yorumlanmistir.



BOLUM IlI

BULGULAR

3.1. influenza A Virlsuniin Elektrokimyasal Yoldan Saptanm asl
Calismasinda Elde Edilen Bulgular

3.1.1. En Uygun Hibridizasyon Ko sullarinin Saptanmasina Ait
Bulgular

Bu calisma kapsaminda elde edilen her Olcim sonucu, U¢ kez
tekrarlanarak grafik ve voltamogramlara yansitilmigtir.

3.1.1.1. Sentetik Dizilerle  Hibridizasyon ve Biyose nsor
Secimlili ginin Tayini

Gelistirilen biyosensor sistemiyle hibridizasyon tayinleri sentetik diziler
kullanilarak gerceklestirildi. influenza A Virlisiinin tayini yapilacagindan tek
tip prob dizisi kullanildi ve bu dizilerle gerekli hibridizasyon caligmalari
gerceklestirildi. Tayinde prob ve ilgili hedef dizi arasinda gerceklesen
hibridizasyon sonrasinda elde edilen guanin yanitlari incelendi. Prob
tutturulmus biyosensoér ile hedef dizinin yani sira, tim bazlari hedeften farkl
olan rastgele secilmis diziler de etkilestirildi. Bu etkilesimlerin incelenmesi,
biyosensor sisteminin secimliliginin arastirilmasi acisindan gereklidir. Bu
calismada, biyosensorin hedef diziyle en yiksek hibridizasyon yanitlarini

vermesi ve diger dizi ile ise disuk yanitlar vermesi beklendi.
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Sekil 24: Diferansiyel puls voltametrisi teknigi kullanilarak prob tutturulmus
elektrot hibridizasyon 6ncesinde ve sonrasinda elde edilen guanin sinyalleri;
a) yuzeyde sadece prob varken (hibridizasyon o©ncesi) b) prob-hedef
hibridizasyonu sonrasinda c) prob ile rastgele secilmis dizi arasindaki

hibridizasyondan sonra elde edilen guanin sinyali.

3.1.1.2. Hibridizasyon icin En Uygun Hedef Cozelti Deri siminin
Belirlenmesi

Bu calismada 5ug/mL olan prob derisimi sabit tutularak hedef derigimi

arttinlmigtir. Prob, hedef ve rastgele dizilerle gerceklestirilen bu deneylerde

hibridizasyondan sonra elde edilen yanitlar sekil 25’de gérilmektedir.
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Sekil 25: Sabit derisimdeki (5ug/mL) prob dizisi ile artan derisimlerdeki
hedefleri arasinda gerceklestirilen hibridizasyon sonrasinda elde edilen
guanin sinyalleri; a) yluzeyde sadece prob varken (hibridizasyon 6ncesi) b)
prob-hedef hibridizasyonu sonrasinda c) prob ile tim bazlari hedeften farkl

dizi arasindaki hibridizasyondan sonra elde edilen guanin sinyali.

Yapilan bu calismalarda tayinde kullanilabilecek en uygun hedef
derigiminin bulunmasi amaclanmistir. Hibridizasyon igin en uygun derigim
7ug/mL oldugu bulunmusgtur.

3.1.1.3. Prob Tutturma Sdresinin Biyosenstr Secimli  ligine Olan
Etkisinin incelenmesine Ait Bulgular

Uygun prob tutturma siresinin saptanmasinda prob ve ilgili hedefi
arasindaki etkilesimin yani sira rastgele dizi ile olan etkilesimide
incelenmigtir. Ayrica uygunsuz baglanmadan kaynaklanan bir guanin
yanitinin  alinip alinmadigindan emin olabilmek amaci ile guanin

icermesinden oturt hedef dizi prob dizi olarak kullaniimigtir. Buna bagli



olarak bu calismada, biyosensoriin hedef diziyle, yalnizca prob tutturulmus
olan ve yalanci hibridizasyona tabi tutulmus olan elektrotlardan elde edilen
yanita oranla, en disik hibridizasyon yanitlarini vermesi ve diger rastgele
diziyle ise, yalnizca prob tutturulmus olan ve yalanci hibridizasyona tabi
tutulmus olan elektrotlardan elde edilen yanit ile ayni yukseklikte yanitlar

vermesi beklendi.
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Sekil 26: Probe tutturma zamaninin, hibridizasyona ve seg¢imlilik Gzerine olan
etkisinin incelenmesine ait grafik; a) ylzeyde sadece prob varken
(hibridizasyon 6ncesi) b) prob-hedef hibridizasyonu sonrasinda c) prob ile
rastgele secilmis dizi arasindaki hibridizasyondan sonra elde edilen guanin

sinyali.

Calisma sonucunda 30 dakikalik strenin en uygun prob tutturma

suresi oldugu belirlenmisgtir.



3.1.1.4. Hibridizasyon Siresinin Biyosensér Secimli  ligine Olan
Etkisinin incelenmesine Ait Bulgular

Uygun hibridizasyon suresinin saptanmasinda prob ve ilgili hedefi
arasindaki etkilesimin yani sira rastgele dizi ile olan etkilesimide
incelenmigtir. Ayrica uygunsuz baglanmadan kaynaklanan bir guanin
yanitinin alinip alinmadigindan emin olabilmek amaci ile bir 6nceki
basamakta oldugu gibi yine hedef dizi prob dizi olarak kullaniimigtir. Buna
bagli olarak hibridizasyon siresinin uygunlugunun élgtlmesinde, prob dizinin,
kendisinin tam karsihdl olan hedef dizi ile verdigi hibridizasyon yanitinin en
dusuk seviyede, rastgele dizi ile verdigi hibridizasyon yanitinin ise yalnizca
prob tutturulmus elektrotlardan elde edilen yanitla ayni buyidklikte olmasi
esas alinmistir. Calisma sonucunda 30 dakikalik slrenin en uygun

hibridizasyon suresi oldugu tespit edilmigtir.



7000+
60004
5000+

4000+

Akim (nA)

3000+

2000

1000+

5 ) 10 ) 15 ) 20 ) 30
Hibridizasyon Siiresi{dk)

Sekil 27: Hibrittesme zamaninin, hibridizasyon ve biyosensor secimliligi
Uzerine olan etkisinin incelenmesine ait grafik; a) yluzeyde sadece prob
varken (hibridizasyon o6ncesi) b) prob-hedef hibridizasyonu sonrasinda c)
prob ile rastgele secilmis dizi arasindaki hibridizasyondan sonra elde edilen

guanin sinyali.

Calisma sonucunda 30 dakikalik sirenin en uygun hibridizasyon
suresi oldugu belirlenmisgtir.
3.1.1.5. Hibridizasyon Sonrasi Yikama Sduiresinin Biy o0sensor
Secimlili gine Olan Etkisinin incelenmesine Ait Bulgular
Calismada istenmeyen baglanmalarin azaltilmasi amaciyla kullanilan
yikama ¢o6zeltisinin uygulanma suresinin biyosensor secimliligine olan etkisi

arastirildi.
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Sekil 28: Elde edilen hibritlerin yikama co6zeltisiyle zamana bagli olarak
yikanmasini gosteren grafik; a) ylizeyde sadece prob varken (hibridizasyon
oncesi) b) prob-hedef hibridizasyonu sonrasinda c) prob ile rastgele secilmis

dizi arasindaki hibridizasyondan sonra elde edilen guanin sinyali.

En uygun yikama zamaninin bulunmasi icin yapilan calismada yikama
zamaninin uygunlugunun ©6lctilmesinde ©nceki calismalardakine benzer
olarak hedef dizi prob yerine kullaniimis yani tersine bir hibridizasyon islemi
gerceklestiriimigtir. Bu calismanin sonucunda prob dizinin, kendisine karsilk
olan dizi ile verdigi hibridizasyon sinyalinin en disik seviyede, rastgele dizi
ile verdigi hibridizasyon sinyalinin ise en yiksek seviyede olmasi esas
alinmistir. Literatirde SSC’nin yikama c¢ozeltisi olarak kullanildigi diger

calismalar incelenerek, SSC derisimi 2X olarak secilmigtir. Bu ¢ozelti ile 30



saniyelik yikama suresinin, gerceklestirilien deneylerde hibridizasyon sonrasi
gerekli ayrimin elde edilmesi acisindan uygun oldugu sonucuna ulasiimistir.

3.1.2. PCR Uriinleri Kullanilarak influenza A Virlistintin Tanisina Ait

Bulgular
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Sekil 29: Diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak farkli PCR
drtnlerinden elde edilen guanin sinyallerine dayal grafik; ilk iki situn negatif

ornekleri, son iki stitun ise pozitif 6rnekleri belirtmektedir.

Calisma sonucunda negatif PCR Urinua iceren 6érneklerde, beklendigi
gibi ilgili probla hibridizasyon sonucunda guanin yaniti disiuk olmustur.
Ortalama olarak 10nA’lik yanit, 6rnegin negatif oldugunu ifade etmektedir. Bu
degerin iki kat veya daha Ustinde elde edilen guanin yanitlari drneklerin

pozitif oldugu seklinde yorumlanmigtir.



3.2. EIS ile influenza A Viriisuiniin Tanisina Ait Bulgular

Sekil 26'da, influenza A Viriisiiniin tayinine ait nyquist egrisi ve bu
egriye uygulanan denklik devresi gosterilmektedir. Bu ybntemde diger
calismalarda da uygulanan en uygun hibridizasyon basamaklari farkl derisim
ve surelerde olmak kosuluyla ayni sekilde uygulanmistir. Calismanin
diferensiyal puls voltemetrisinden farklh olan tek basamagl 6lcim
basamagidir. Bu yéntemde sinyal potansiyeli incelenerek 0.24 volt olarak

belirlenmis olan Fe(CN)g>"*

iyonik ¢ozeltisi icerisinde 6lcim gerceklestiriimis
ve sabit potansiyel, degisen frekans arahginda farkli elektrot ylzey
tabakalarinin iyonik ortama karsi gosterdigi direnc egrileri Olctlerek
degerlendirilmigtir. Gerekli frekans araligi olarak, kullanilan tampon ve
elektrot yiizeyi kalinhgina bagl en uygun aralik olan 10°Hz - 5x10°Hz
secilmistir. Ayrica uygun prob ve hedef dizi derigimleri de incelenmistir, bu
caligmalara ait sonuclar sekil 31 ve sekil 32'de gosterilmektedir. Olcimde
kullanilan Fe(CN)g>™* c¢ozeltisi icin literatiirden yaralaniimistir. Yapilan

deneyler sonucunda elde edilen egriler ve grafikler beklenilen

hibridizasyonun gerceklesmis oldugunu gésterdi.
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Sekil 30: influenza A Virtisiiniin empedans yontemiyle tayinine ait nyquist

egrisini ve bu egriye uygulanan empedans denklik devresi.
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Sekil 31: Empedans yontemiyle yapilan calismada probe derigiminin
incelenmesini gosteren grafik; a) ylzeyi bos elektrot b) ylizeyde sadece prob
varken (hibridizasyon 6ncesi) c¢) prob-hedef hibridizasyonu sonrasinda d)
prob ile rastgele secilmis dizi arasindaki hibridizasyondan sonra elde edilen

empedans egrilerine ait degerler.

Calisma sonucunda; yalnizca probdan elde dilen egrinin hibritten elde
edilen egriye oranla daha kiicuk ve rastgele dizi ile etkilesimden elde edilen
egrinin ise yalnizca prob diziden elde edilen egri ile ayni buyuklikte olmasi
beklendi. Buna bagl olarak uygun prob derisimi 20 pg/mL olarak gozuksede,
diger derigsimlerde ortaya cikan tutarsiz farklanmalar nedeniyle bu ydntemin
DNA ve benzeri kicik molekilli ve cabuk bozunan biyolojik yapilarla

calisiimasi agisindan uygun olmadigi bulundu.
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Sekil 32: Empedans yontemiyle yapilan calismada hedef derigiminin
incelenmesini gosteren grafik; a) yizeyde sadece prob varken (hibridizasyon
oncesi) b) prob-hedef hibridizasyonu sonrasinda c) prob ile rastgele secilmis
dizi arasindaki hibridizasyondan sonra elde edilen empedans egrilerine ait

degerler.

Calisma sonucunda; yalnizca probdan elde dilen egrinin hibritten elde
edilen egriye oranla daha kicuk ve rastgele dizi ile etkilesimden elde edilen
egrinin ise yalnizca prob diziden elde edilen egri ile ayni buyuklikte olmasi
beklendi. Buna bagh olarak uygun hedef derisimi 20 pg/mL olarak
gOzuksede, diger derigsimlerde ortaya cikan tutarsiz farklanmalar nedeniyle
bu yontemin DNA ve benzeri kicik molekilli ve ¢abuk bozunan biyolojik

yapilarla calisiimasi agisindan uygun olmadigi bulundu.



IV. BOLUM

TARTISMA

4.1. influenza A Virtisiinin Elektrokimyasal Yoldan Saptanm asl
Caligsmasinda Elde Edilen Bulgularin De gerlendirilmesi

influenza A virtisii 6nemli derecede morbidite, mortalite ve finansal yiik
ile sonuglanan solunum sistemi enfeksiyonlarinin en buyuk nedenlerinden biri
olmaya devam etmektedir buna bagh olarak bu viris ile enfekte olmus
hastalarda, virisun klinik olarak hizl tayininin yapilmasi olduk¢a 6nemlidir.

Bu virisun tanisina yonelik ¢ok sayida klinik ve molekuiler teknik
mevcuttur. Bu tekniklerden bazilari; kdltar, IF, Serolojik Serum(HI/CFT),
hibridizasyon, PCR, multiplex PCR, PCR-EIA, real-time PCR, NASBA ve
mikrogipler olarak sayilabilir. Her bir teknik avantajlarinin yani sira bazi
dezavantajlara da sahiptir (3, 88).

Tez calismamizda hibridizasyona yonelik DNA biyosensor tasarimi
amaclanmis ve sistem gelistirilirken beraberinde olusabilecek dezavantajlari
en az seviyeye indirebilmek icin bir takim parametreler g6z Ontnde
bulundurulmustur. Bu parametrelerden en 6nemlileri gelistirilen biyosensorin
sirasiyla; hassas, yuksek secimlilikte, kisa sureli tayinler gerceklestirebilen ve
maliyeti diigtk bir sistem seklinde olmasidir.

isaretlemesiz hibridizasyon tayin yontemi kullanilarak tasarimi yapilan
biyosensor ile A tipteki Influenza viriisiinin, matriks genine 6zgii prob

tasarimina bagli tayini; diferansiyel puls voltametri teknigiyle guanin



yukseltgenme sinyalindeki degdisimler Uzerinden gerceklestiriimigtir. Tayinde
hibridizasyon ©Oncesinde biyosensor ylzeyine yalnizca gen haritasindan
secilen bdlge(prob) tutturulmus ve inozinli prob dizilerle yapilan calismalarda
beklenildigi gibi ¢cok dusuk sinyaller alinirken, guaninli prob dizilerle yapilan
calismalarda ise beklenildigi gibi yiksek sinyaller elde edilmigtir. Elektrot
ylzeyinin taranmasi sirasinda, yaklasik +1.00 V civarinda (99) guanine ait
pikin ortaya cikigl, hibridizasyonun gerceklestigini kanitlamaktadir. Guanin
bazinin ylkseltgenme sinyalindeki degisimler elektrot ylzeyine tutturulan
prob dizinin niteligine bagli olarak érnekte influenza A viriisiine 6zgil dizinin
bulunup bulunmadigina iliskin bilgi vermistir. Boylece geligtirilen sistem,
ornegin alindigi bireyle ilgili olarak pozitif mi yoksa negatif mi olduguna dair
yorum yapabilme imkani saglamistir. Ayrica tayinde kullanilan diferansiyel
puls voltametri teknigi, diger elektrokimyasal teknikler ile kiyaslandiginda
daha dusik tayin sinirina sahip bir analiz saglamistir (83).

influenza A virtisii gibi bir RNA viriisii olan ve bulagici viral hastaliklara
sebebiyet veren HIV ve benzeri bazi virlsler icin alternatif akim voltametrisi,
altin cip yuzeyi ve PCR ile cogaltilmig drinler kullanilarak basarili tayin
calismalari gerceklestirilmistir (98). influenza A virlisiiniin tayini icin sentetik
DNA dizilerinin veya PCR drunlerinin kullanildigi elektrokimyasal calismalar
rapor edilmistir. Andrey ve arkadasglari tayin icin mikrogiplerden, redoks aktif
kimyasallardan, streptavidin ve biotin igaretli oligonukleotidlerden
yararlanmiglardir. Buna baglh olarak influenza A viristinin tayini icin tez
calismasi kapsaminda gelistirdigimiz biyosensoérin herhangi bir isaretleme
basamagi ve hibridizasyon indikatori icermemesi nedeniyle daha ekonomik

ve daha hizll sonu¢ vermesi en onemli yararlardir. indikatore dayall



calismalarda deneysel islemler agisindan ekstra sireye ihtiya¢ duyulmaktadir
(26, 27, 41, 51, 69, 76).

Calismamizda sentetik dizilerle gerceklestirilen bélimde hibridizasyon
tayini gerceklestirilerek, biyosensor sisteminin ¢alismasi incelenmistir. ilgili
prob diziyle hibridizasyon sonucunda ortaya c¢ikan guanin sinyalindeki
degisimler (zerinden, 0zgun hedef dizinin elektrot yilizeyine baglanip
baglanmadigi tayin edilmigtir. Geligtirilen biyosensor, prob ve hedef dizi
arasinda meydana gelen hibridizasyondan sonra yalnizca probtan elde
edilen sinyale oranla daha diisilk guanin yanitini vermistir. istenmeyen
baglanmalarin azaltilmasi icin SSC ve SDS cozeltilerinin belli oranlardaki
karigsimi kullaniimistir. Bu sayede problar kendilerinin tam karsiligi olan
dizilerle eslestiklerinde en dusuk guanin yanitlari elde edilmig, rastgele
secilmis dizilerle eslesme sonucunda ise elde edilen yanit artmistir.

Calismada hastalardan elde edilen PCR UrUnlerinin tayini yapilmadan
once, sentetik dizilerle gerekli en wuygun hibridizasyon kosullarinin
saptanmasi calismalari gerceklestirilmistir. En uygun hedef dizi derigiminin
belirlenmesi calismasinda artan derisimlerde sentetik hedef dizi ¢ozeltisi
kullaniimistir.  Elektrot yuzeyinde prob ve hedef arasinda gerceklesen
hibridizasyondan sonra elde edilen yanitlar degerlendirilerek, en uygun
derigimi 7ug/mL olarak bulunmustur. En uygun prob tutturma, hibridizasyon
ve ylkama suresi tayinilerinde, birbirlerinin tam karsiligi olan dizilerle elde
edilen yanitlarin dustik olmasi, rastgele secilmis dizilerle elde edilen
yanitlarin ise ayni kosullarda yiksek olmasi esas alinmistir. Mimkun olan en
belirgin ayrimin saglandigi kosullar en iyi tayin kosullari olarak belirlenmigtir.

En uygun hedef derisimi olan 7ug/mL ile en uygun prob tutturma ve



hibridizasyon sureleri 30’ar dakika, istenmeyen baglanmalarin azaltilmasi igin
en uygun yikama suresi ise sentetik dizilerle 30 saniye, gercek PCR
drtnleriyle 5 dakika olarak bulunmustur.

En uygun hibridizasyon kosullarinin saptanmasi c¢alismalarinda
belirlenen deneysel parametreler kullanilarak hedef karigimlarini iceren
gercek oOrneklerle de tayinler yapiimigtir. Bu tayin hastalardan elde edilen
orneklerde ilgili gen bdlgesinin karsiliginin olup olmadigina bagh olarak
viristin tanisi amacini tasimaktadir. Deneyler tasarimi yapilan biyosensoérin
tayinlerdeki etkinligini gostermistir.

Hasta ve saglikli bireylerden elde edilen 4 PCR drindyle hibridizasyon
calismasi gerceklestirildi. influenza A virisiinii taniyan probla PCR irini
arasinda tam eslesme gerceklestijinde, en dusik guanin sinyali elde
edilmistir. Buna bagl olarak analizler gerceklestirilmigtir.

Calismada ayrica EIS ile analizler yapilmistir. Empedimetrik teknik ile
sabit potansiyelde ve farkli frekanslarda hicre icindeki akim dlcimuine bagh
olarak elde edilen empedans degerlerine bagli analizler yapilarak voltametrik
yontemlerle kiyaslanmigtir. Steichen ve arkadaslarinin (26) DNA dizileriyle
baglantili olarak yaptigi calismalara kiyasla daha tekrarlanabilir 6zellikte
sonucglar alinmig olmasina ragmen elde edilen verilerdeki bir takim
aciklanamayan duzensizlikler nedeniyle bu yontemin DNA dizi ¢alismalarina

cok fazla uygun olmadigina karar verilmistir.



V.BOLUM

SONUC VE ONERILER

Calismada tez kapsaminda yer alan caligmalara uygun olarak; hem
insanlarda hem de kanath hayvanlarda bir takim akut Gst solunum yollari
enfeksiyonlarina sebebiyet veren ve 6limcil olabilen influenza A virlisuiniin
tanisini gerceklestrimek (zere elektrokimyasal biyosensorler tasarlandi.
Tasarlanan biyosensorde tek kullanimlik kalem grafit elektrot calisma
elektrodu olarak kullanildi.

Bu amagcla tasarlanan biyosensérde, influenza A  virisunin
elektrokimyasal olarak tanisi, diferensiyal puls voltametrisi teknigi kullanilarak
DNA’daki guanin bazinin yukseltgenme yaniti tzerinden hizl, ekonomik,
guvenilir ve tekrarlanabilir bir sekilde gerceklestirildi.

En uygun hibridizasyon analizinin yapilabilmesi i¢gin en uygun kosullar
sentetik oligonikleotid dizileri kullanilarak gerceklestirildi. Cozeltilerin en iyi
baglanma sureleri belirlendi. Hibridizasyon analizi i¢in cesitli basamaklarda
kor cozeltiler ve rastgele secilmis diziler kullanilarak analizin guvenilirligi
saglandi.

influenza A virlisiiniin diferensiyal puls voltametrisi teknigi kullanilarak
isaretsiz hibridizasyona dayali tayinini desteklemek icin ayni en uygun
hibridizasyon kosullarinin saptanmasi ve derisim calismalari elektrokimyasal
empedans spektroskopisine (EIS) dayali biyosensoérlerle de uygulandi ancak
yapilan calismalar sonucunda bu ydntemin DNA gibi kicik ve bozunabilir

Ozellikteki biyolojik yapilar i¢cin uygun olmadigi gozlemlendi.



Bu calismanin yararlari; harici hibridizasyon indikatorii kullanimini
ortadan kaldirmasi, analizde kullanilan kalem grafit elektrot ytzeyinin
kolaylikla yenilenebilmesi, tayin siresinin kisa olmasi, hassas ve secimli
tayinlerin gerceklestiriimesidir. Ayrica gelistirilen bu biyosensor sistemleri
hasta basi analizlerde kullaniimak (zere mikro-tretim teknolojisine
uygulanabilir alt yapiya da sahiptir.

Sonu¢ olarak tez kapsaminda belirtlien amaclar boyidk 6lctde
gerceklestirilmigstir.

Bundan sonraki calismalarimda, diger hastaliklarin ve hastaliklara
sebep olan mikroorganizmalarin tanisina yonelik biyosensérlerin tasarimini
ve mikroorganizmalarin EIS teknigine uygulanabilirligini daha da gelistirerek

devam etmeyi planlamaktayim.



OZET

INFLUENZA A VIRUSUNUN TANISINA YONEL iK

ELEKTROKIMYASAL DNA B iYOSENSOR TASARIMI

Bu calismada, isaretsiz DNA hibridizasyonuna dayali elektrokimyasal

bir biyosensor tasarimi yapildi.

Calismada gerceklestirilen biyosensoér, influenza A virisiiniin tanisina
yonelik olarak tasarlandi. Calismada tek kullanimlik kalem grafit elektrotlar
kullanildi. Prob diziler elektrot ylzeyine islak adsorpsiyon yodntemiyle
tutturuldu. BiyosensoOr tasariminda; hedef derisimi, hibridizasyon suresi,
hibridizasyon sonrasi sensér yuzeyinin yikanma suresi, sensor secimliligi ve

tekraralanabilirlik gibi ¢cesitli parametrelerin tayine olan etkileri incelendi.

Voltametrik teknikte asetat tamponu (pH: 4.8) icerisinde gerceklestirilen
Olcimlerde, elektrot ytzeyinde hibridizasyondan Once daha yuksek yanit
(guanin yukseltgenme sinyali) alinirken, hedef dizi ile hibrittlesme sonrasinda
elde edilen yanitin daha dusik oldugu gozlenmistir. Prob dizinin rastgele
secilmis dizilerle ile hibridizasyonu ile elde edilen yanitlarin ise yalnizca prob
diziden elde edilen yanitlarla hemen hemen ayni dizeyde oldugu

gOzlenmistir.

Empedimetrik teknikte Fe(CN)s>™ cozeltisi icerisinde gerceklestirilen
Olcimlerde elektrot ylzeyinde hibridizasyondan dnce alinan yanitin(elektrot
ylzeyinin gosterdigi direncg), prob dizi ile hedef dizinin hibritlesmesinden

sonra alinan yanita oranla daha dusuk oldugu goOzlenmistir. Rastegele



secilmis olan diziler ile hibrittesme sonrasinda elde edilen yanitlarin ise
yalnizca prob diziden elde edilen yanitlarla hemen hemen ayni degerde
oldugu gozlenmistir. Bu sistem de mantik; elektrot yizeyinin kalinlasmasina
bagh diren¢c artimindan kaynaklanan yanit yiikselmesi seklindedir. ik
tekniktede kullanilan kalem elektrot ylzeyinin kolayca yenilenebilir olmasi,
kalem elektrot sisteminin ¢oklu analizlerde uygulanabilecedi hatta mikrocip
cihaz dretiminde kullanilabilecegi fikrini akillara getirmistir. Tasarimi yapilan
biyosensor ile kisa surede gerceklestirilen viris kaynakl hastalik tanisi klasik

tani yontemlerine farkli bir alternatif getirmistir.

Boylece influenza A virlisiniin tanisi tasarlanan elektrokimyasal

biyosensdrlerle gerceklestiriimistir.



ABSTRACT

DESIGN OF ELECTROCHEMICAL DNA BIOSENSOR FOR

THE DETECTION OF INFLUENZA A VIRUS

In this study; a label-free DNA hybridisation based electrochemical

biosensor has been designed.

Biosensor is designed for the determination of the influenza A virus.
Disposable pencil graphite electrodes (PGE) were used in the study. Probe
sequences were attached on to the electrode surface by using wet
adsorption methot. At the biosensor design, various parameters as target
concentration, hybridisation time, washing time, sensor selectivity and

repeatability effects on detection were investigated.

By using voltammetric technique, from the measurements realized in
ACB buffer (pH: 4.8), The response of the probe modified PGE were higher
while compare with the signals which were obtained after hybridization. And
the response of the probe modified PGE which was interacted with a non-
complementary sequence resulted in same as probe modified PGE signals

and proved the specifity of the hybridization with target.

By using impedimetric technique, unlabeled DNA probe sequences
related to the influenza type A virus and its complementary target sequences
were detected by monitoring the changes in surface impedance of the PGE,
before and after hybridization process. The analysis of the hybridization

behaviour was realised in the presence of Fe(CN)g>'™*. After addition of the



complementary oligonucleotide to the ssDNA (probe) modified PGE
electrode, an increase of the electron transfer resistance (Rct) was observed.
The response of the probe modified PGE which was interacted with a non-
complementary sequence resulted in same as probe modified PGE surface
impedance and proved the specifity of the hybridization with target.
Disposable pencil graphite electrode surfaces are advantageous for both

technique.

At the end of the studies, in the development of new technologies
capable of better identifying viral pathogens, a sensitive, low-cost, fast and
reliable electrochemical based biosensor system has been achieved for

determining Influenza Virus A.



YARARLANILAN KAYNAKLAR

. Alvarez-Lueje, A., Braiin-Isasi, S., Nunez-Vergara, L.J., Squella,
J.A. (2007). Voltammetric reduction of finasteride at mercury
electrode and its determination in tablets, Talanta.

. Analitik Kimyanin Temelleri, Skoog, D. A., West, D.A., Holler, F.J.,
Ceuviri editorleri; Prof. Dr. Esma Kilig, Prof. Dr. Fitnat Koseoglu, (1996),
Bilim Yayincilik, 7. Baski, 303-495.

. Andrey, L., Ghindilis, A., Smitha, Maria W., Kevin, R., Schwarzkopfa,
Kristian M., Rotha, Kia Peyvana, Munroa, Sandra B., Lodesa, Michael
J., Stovera, Axel G., Bernardsa, K., Dilla, K. and McSheaa A. (2007).
CombiMatrix oligonucleotide arrays: Genotyping and gene expression
assays employing electrochemical detection, Biosensors and
Bioelectronics, 22(9-10): 1853-1860.

. AUTOLAB User Manual (2005). Eco Chemie, The Netherlands.

. Bard, A.J. (1983). Chemical modification of electrodes, J. Chem. Edu.,
60: 302-304.

. Barry, J.P., Barry, J.P., Norwood, C., Vouros, P., (1996). Detection
and identification of Benzo[a]pyrene diol epoxide adducts to DNA
utilizing capillary electrophoresis- electrospray mass spectrometry,
Anal. Chem., 68: 1432-1438.

. Barton, J.K., Goldberg, J.M., Kumar, C.V. , Turro, N.J., “ Binding
modes and base spesificity of tris (phenantroline) ruthenium (ll)
enantiomers with nucleic acids: tunning the stereoselectivity” , J. Am.
Chem. Soc., 108, (1986), 2081-2088.

. Bej, A K. (1996). Chapter 1: Nucleic acid hybridizations: principles and



strategies, Nucleic acid analysis: principles and Bioapplications,
Editorler; Dangler, C.A., Wiley-Liss Inc., s. 1-29.

9. Bertino, J.R. (1992). Antineoplastic Drugs, Textbook of Pharmacology,
Smith, C.M. and Reynard, A.M., Section IX - Cancer Chemotheraphy;
W. B. Saunders Company, USA; 957-958.

10.Brabec, V., Koudelka, J. (1980). Oxidation of DNA at carbon
electrodes the effect of the quality of the DNA sample, J. Electroanal.
Chem., 116: 793-805.

11.Brett, A.M., Oliveira, Macedo, T.R.A., Raimundo, D., Marques, M.H.,
Serrano, S.H.P. (1998). Voltammetric behaviour of mitoxantrone at a
DNA-biosensor, Biosensors and Bioelectronics, 13: 861-867.

12.Brett, C.M.A., Brett, A.M.O. (1992). Electrochemistry, Oxford
University Press, 3.baski.

13.Cai, X., Rivas, G., Farias, P.A.M., Shiraishi, H., Wang, J., Palecek, E.
(1996). Evaluation of different carbon electrodes for adsorptive
stripping analysis of nucleic acids, Electroanalysis, 8 (8-9): 753-758.

14.Cai, X., Rivas, G., Shirashi, H., Farias, P., Wang, J., Tomschik, M.,
Jelen, F., Palecek, E. (1997). Electrochemical analysis of formation of
polynucleotide complexes in solution and at electrode surfaces, Anal.
Chim. Acta, 344: 65-76.

15.Carter, M.T. and Bard, A. J. (1987). Voltammetric studies of the
interaction of tris (1,10-phenanthroline) cobalt (Ill) with DNA, J. Am.
Chem. Soc., 109: 7528-7530.

16. Carter,M.T., Rodriguez, M., Bard, A.J. (1989) Voltammetric studies of

the interaction of metal chelates with DNA. 2. Tris chelated complexes



of Cobalt (Ill) and Iron (II) with 1,10-phenantroline and 2, 2'-
Bipyridine, J. Am. Chem. Soc., 111: 8901-8911.

17.Chiti, G., Marazza, G., Mascini, M. (2001). Electrochemical DNA
biosensor for environmental monitoring, Anal. Chim. Acta, 427: 155-
164.

18.Collins, F.S., Patrinos, A., Jordan, E. , Chakravarti, A. Gesteland, R.,
Walters, L. and the members of the DOE and NIH planning groups, *
New goals for the U.S. Human Project: 1998-2003", Science, 282,
(1998), 682-689.

19.Coulet, P. R., "What is a Biosensor?”, Chapter 1; " Biosensor
principles and applications”, Editorler; L.J.Blum, P.R. Coulet,(1991),
Marcel Dekker Inc., New York, 1-6.

20.Deforce, D.L.D., Ryniers, F.P.K., Van den Eeckhout, E.G., Lemiere, F.
Esmans, E.L.(1996). Analysis of DNA adducts in DNA hydrolysates by
capillary zone electrophoresis and capillary zone electrophoresis-
electrospray mass spectrometry, Anal. Chem., 68: 3575-3584.

21.Denissenko, M.F., Pao, A., Tang, M.S., Pfeifer, G.P. (1996).
Preferential formation of Benzo[a]pyrene adducts at lung cancer
mutational hotspots in p53, Science, 274: 430-432.

22.Dervan, P.B. (1998). Sequence spesific recognition of double helical
DNA. A synthetic approach, Nucleic Acids and Molecular Biology,
Vol.2, Editorler; Eckstein, F. And Lilley, D.M.J., Springer-Verlag,
Berlin, s. 49-64.

23.Dervan, P.B., " Design of Sequence-spesific DNA-binding molecules”,

Science, 232, (1986), 464-471.



24.DNA structure and Function (1994). Chapter 1: Introduction to the
structure, properties, and reactions of DNA; Editér, Sinden, R.R.,
Academic Press, California, s. 1-57.

25.Enstrimental Analiz, Prof. Dr. Atilla Yildiz ve Prof. Dr. Omer Geng
(1993). Hacettepe Yayinlari, A-64, s. 289-384.

26.Erdem A., Kerman K., Meri¢ B., Akarca U.S., Ozsoz M. (1999). DNA
electrochemical biosensor for the detection of short DNA sequences
related to the hepatitis B virus, Electroanalysis, 11: 586-588.

27.Erdem A., Kerman K., Meri¢ B., Akarca U.S., Ozsoz M. (2000). Novel
hybridization indicator methylene blue for the electrochemical
detection of short DNA sequences related to the hepatitis B virus,
Anal. Chim. Acta, 422: 139-149.

28.Erdem, A., Ariksoysal, D.O., Karadeniz, H., Kara, P., Sengonul, A.,

Sayiner, A.A., Ozsoz, M. (2005). Electrochemical genomagnetic assay for the

detection of hepatitis B virus DNA in polymerase chain reaction amplicons by using

disposable sensor technology, Elect. Com., 7 (8): 815-820.

29.Erdem, A., Isabel Pividori, M., Del Valle, M., Alegret, S. (2004). Rigid
carbon composites: a new transducing material for label-free
electrochemical genosensing, Journal of Electroanalytical Chemistry,
567: 29-37.

30.Erdem, A., Kara, P., Kerman, K., Ozkan, D., Ozsoz, M. (2003).
Electrochemical biosensor for the detection of interaction between
arsenictrioxide and DNA based on guanine signal, Electroanalysis, 15
(7): 1-7.

31.Erdem, A., Ozsoz, M. (2002). Electrochemical DNA biosensorbased



on drug interactions, Electroanal., 14 (14): 965-974.

32.Erdem, A.,Meric, B., Kerman, K., Dalbasti, T. and Ozsoz, M. (1999).
Detection of interaction between metal complex indicator and DNA bu
using electrochemical biosensor, Electroanalysis, 11: 1372-1376.

33.Evans, A. (1991). Potentiometry and ISE, ACOL, London, s. 106-198.

34.Fojta, M., Doffkova, R., Palecek, E. (1996). Determination of traces of
RNA in submicrogram amounts of single- or double-stranded DNAs by
means of nucleic acid-modified electrodes, Electroanalysis, 8(5): 420-
426.

35.Fojta, M., Havran, L., Fulneckova, J., Kubicaova, T. (2000). Adsorptive
transfer stripping AC voltammetry DNA complexes with intercalators,
Electroanal., 12: 926-934.

36.Hodgson, J. , “ Shrinking DNA diagnostics to fill the markets of the
future”, Nature Biotech., 16, (1998), 725-727.

37.Hogue, C.(2000). Identifying carcinogens, Chem.&Eng. News, 76: 8-
9.

38.Jelen, F., Erdem A., Palecek, E. (2002). Cyclic voltammetry of
echinomycin and its interaction with double-stranded and single-
stranded DNA adsorbed at the electrode, Bioelectrochemistry, 55:
165-167.

39.Johnston, D.H., Glasgow, K.C., Thorp, H.H. (1995). Electrochemical
Measurument of the solvent accessibility of nucleobases using
electron transfer between DNA and Metal complexes, J. Am. Chem.

Soc., 117: 8933-8938.



40.Johnston, D.H., Thorp, H.H.; " Cyclic voltammetry studies of
polynucleotide binding and oxidation by metal complexes:
Homogeneous electron-transfer kinetics"; J. Physc. Chem., 100,
(1996), 13837-13843.

41.Ju, H. X., Ye, Y. K., Zhao, J. H., Zhu, Y. L. (2003). Hybridisation
biosensor using di(2-2’'bipyridine)osmium (Ill) as electrochemical
indicator for detection of polymerase chain reaction product of
hepatitis B virus DNA, Anal. Biochem., 313: 255.

42.Ju, H., Zhou, J., Cai, C., Chen, H. (1995). The electrochemical
behavior of methylene blue at a microclinder carbon fiber electrode,
Electroanal., 7: 1165-1170.

43.Kara, P., Cavdar, S., Berdeli, A., Ozsoz, M. (2007).
Electrochemical genoassay design for allele-specific detection of
toll-like  receptor-2 gene  polymorphism, Electroanalysis,
19(18):1875-1882.

44.Kara, P., Cavdar, S., Meric, B., Erensoy, S., Ozsoz, M. (2007).
Electrochemical probe DNA design in PCR amplicon sequence for the
optimum detection of microbiological diseases, Bioelectrochemistry,
(71):204-210.

45.Kara, P., Erdem, A., Girousi, S., Ozsoz, M. (2005).
Electrochemical detection of enzyme labeled DNA based on
disposable pencil graphite electrode, Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis, (38):191-195.

46.Kara, P., Meric, B., Zeytinoglu, A., Ozsoz, M. (2004).

Electrochemical DNA biosensor for the detection and discrimination of herpes



simplex Type | and Type Il viruses from PCR amplified real samples, Anal.
Chim. Acta 518 (1-2): 69-76.

47.Kara, P., Ozkan, D, Kerman, K., Meric, B., Erdem, A., Ozsoz, M.
(2002). DNA sensing on glassy carbon electrodes by using hemin as
electrochemical hybridisation label, Anal. Bioanal. Chem., 373: 710-
716.

48.Kara, P., Ozkan, D., Erdem, A., Kerman, K., Pehlivan, S., Ozkinay, F.,
Unuvar, D., tirli, G. And Ozsoz, M. (2003). Detection of
achondroplasia G380R mutation from PCR amplicons by using inosine
modified carbon electrodes based on electrochemical DNA chip
technology, Clinica Chimica Acta, 336 (1-2): 57-64.

49.Karadeniz H., Gulmez B., Sahinci F., Erdem A., Irem Kaya G., Unver
N., Kivcak B., Ozsoz M. (2003). Disposable electrochemical biosensor
for the detection of the interaction between DNA and lycorine based
on guanine and adenine signals, J. Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, 33: 295-302.

50.Kelley, S. O., Barton, J.K. (1997). Electrochemistry of methlene blue
bound to a DNA-modified electrode, Bioconjugate Chem., 8: 31-37.

51.Kelley, S. O., Boon, E. M., Barton, J. K., Jackson, N. M., Hill, M. G.
(1999). Single-base missmatch detection based on charge
transduction through DNA, Nucl. Acids. Res., 27: 4830-4837.

52.Kelley, S. O., Holmlin, R. E., Stemp, E.D.A. and Barton, J.K. (1997).
Photoinduced electron transfer in Ethidium-modified DNA duplexes:
dependence on distance and base stacking, J.Am. Chem. Soc., 119:

9861-9870.



53.Kelley, S. O.,Boon, E.M., Barton, J.K., Jackson, N.M., Hill, M.G.
(1999). Single-base mismatch detection based on charge transduction
through DNA, Nucl. Acids Res., 27: 4830-4837.

54.Kolakowski, B., Battaglini, F., Lee, Y.S.,Giannoula, K., Mikkelsen, S.R.
(1996). Comparison of an intercalating dye and an intercalant-enzyme
conjugate for DNA detection in a microtiter-based assay, Anal.
Chem., 68: 1197-1200.

55.Kuhr, W.G. (2000). Electrochemical DNA analysis comes of age,
Nature Biotech. 18: 1042-1043.

56.Labuda J., Buckova M., Heilerova L., Caniova-Ziakova A.,
Brandsteterova E., Mattusch J., Wennrich R. (2002). Voltammetric
detection of antioxidative properties of flavanoids using electrically
heated DNA modified Carbon Paste Electrode, Sensors, 2: 1-10.

57.Likhitwitayawuid K., Angerhofer C.K., Chai H., Pezzuto J.M., Cordell
G.A. (1993). Cytotoxic and antimalarial alkoloids from the bulbs of
Crinum amabile, J. Nat.Prod., 56: 1331-1338.

58.Liu J., Li J., Dong S., Electroanalysis, 8, (1997), 256-264.

59.Liu, J., Abid, S., Hail, M.E., Lee,M.S., Hangeland, J., Zein, N.(1998).
Use of affinity capillary electrophoresis for the study of protein and
drug interactions, Analyst, 123: 1455-1459.

60.Liu,S., Ye, J., He, P. ve Fang, Y. (1996). Voltammetric determination
of sequence-spesific DNA by electroactive intercalator on graphite
electrode, Anal. Chim. Acta, 335: 239-243.

61.Lucarelli, F., Palchetti, ., Maraza, G., Macsini, M. (2002).

Electrochemical DNA biosensor as a screening tool for the detection



of toxicants in water and wastewater samples, Talanta, 56: 949-957.

62.Lukasova, E., Jelen, F. and Palecek, E. (1982). Electrochemistry of
Osmium-Nucleic acid complexes: A probe for single-stranded and
distorted double-stranded regions in DNA, Gen. Physiol., Biophys., 1:
53-70.

63.Lumbey-Woodyear, T., Campbell, C.N., Freeman, E., Freeman, G.,
G.Heller, A. (1999). Rapid amperometric verification of PCR
amplification of DNA. Anal. Chem., 71: 535-538.

64.Marin, D., Perez, P., Teijeiro, C., Palecek, E. (1998). Interactions of
surface-confied DNA with acid-activated mitomycin C, Biophysical
Chemistry, 75: 87-95.

65.Mascini, M.(2001). Affinity electrochemical biosensors for the pollution
control, Pure Appl. Chem., Vol. 73: No. 1, pp.23-30.

66.McGown, L.B., Joseph, M.J., Pitner, J.B., Vonk, G.P. ve Linn, C.P.
(1995). The Nucleic acid ligand: A new tool for molecular recognition,
Anal. Chem., 67: 663 A-668 A.

67.Mearns, F.J. (2006). A study of hybridisation of DNA immobilised on
gold: strategies for DNA biosensing, Doktora Tezi.

68.Meric, B., Kerman, K., Ozkan, D., Kara, P., Erdem, A., Kucukoglu, O.,
Erciyas, E., Ozsoz, M. (2002). Electrochemical biosensor for the
interaction of DNA with the alkylating agent 4-4’ di-hydroxy chalcone
based on guanine and adenine signals, Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 30 (4): 1339-1346.

69.Meric, B., Kerman, K., Ozkan, D., Kara, P., Erensoy, S., Akarca, U.S.,

Macsini, M., Ozsoz, M. (2002). Electrochemical DNA biosensor for the



detection of TT and Hepatitis B virus from PCR amplified real samples
by using methylene blue, Talanta, 56 (5): 939-947.

70.Mikkelsen, S.R. (1996). Electrochemical biosensors for DNA
sequence detection- a review, Electroanalysis, 8 (1): 15-19.

71.Millan, K.M., Mikkelsen, S.R.(1993). Sequence-selective biosensor for
DNA Based on electroactive hybridization indicators, Anal. Chem., 65:
2317-2323.

72.Millan, K.M., Saraullo, A., Mikkelsen, S.R., “Voltammetric DNA
Biosensor for cystic fibrosis based on a modified carbon paste
electrode”, Anal. Chem., 66, (1994), 2943-2948.

73.Millan, K.M., Spurmanis, A. J., Mikkelsen, S.R.(1992). Covalent
immobilization of DNA onto glassy carbon electrodes, Electroanalysis,
4: 929-932.

74.Molinier-Jumel, C., Malfoy, B., Reynaud, J. A. and Aubel-Sadron, G.
(1978). Electrohemical study of DNA-Anthracyclines interactions,
Biochemical and Biophysical Research Communications, 84(2): 441-
449,

75.Motti, C., Dainese, E., Macsini, M., Minnuni, M., De Santis, P.,
Cozzani, I. (2000). The use of biotechnology in agriculture and the
methods for the detection of genetically modified organisms (GMOS)
in food, Meeting of the Italian Biochemical Society, sdzlu bildiri.

76.0zkan D Erdem A Kara P Kerman K Gooding JJ, Nielsen P E, Ozsoz
M. (2002). Electrochemical detection of hybridization using peptide

nucleic acids and methylen blue on self-assembled alkanethiol



monolayer modified gold electrodes. Electrochem. Commun., 4: 796-
802.

77.0zkan, D., Erdem, A., Kara, P., Kerman, K., Meric, B., Hassmann, J.,
Ozsoz, M. (2002). Allele spesific genotype detection of Factor V
Leiden mutation, from polymerase chain reaction amplicons based on
label free electrochemical genosensor, Analytical Chemistry, 74: 5931-
5936.

78.0zs0z, M., Erdem, A., Kerman, K., Ozkan, D., Tugrul, B.,
Topcuoglu, N., Erken, H., Taylan, M. (2003). Electrochemical
genosensor based on colloidal gold nanoparticles for the
detection of Factor V leiden mutation using disposable pencil
graphite electorodes, Anal. Chem., 75: 2181-2187.

79.Palecek, E. (1988). New trends in electrochemical analysis of nucleic
acids, Bioelectrochem. Bioenerg., 20: 179-194.

80.Palecek, E. (1996). From Polarography of DNA to Microanalysis with
Nucleic Acid Modified Electrodes, Electroanalysis, 8 (1): 7-14.

81.Palecek, E. (2002). Past, presence and future of nucleic acids
electrochemistry, Talanta, 56: 809-821.

82.Palecek, E.(1994). Probing of DNA structure with osmium tetroxide
complexes in vitro and in cells, Editdrler; F. Eckstein ve D.M.J. Lilley,
Nucleic acids and Molecular Biology, Vol. 8: Springer-Verlag Berlin,
1994, 1-13.

83.Palecek, E., Fojta, M. (1994). Differantial pulse voltammetric
determination of RNA at the picomole level in the presence of DNA

and nucleic acid component, Anal. Chem., 66: 1566-1571.



84.Pandey, P.C., Weetall, H.H. (1994). Application of photochemical
reaction in electrochemical detection of DNA intercalation, Anal.
Chem., 66: 1236-1241.

85.Pang, D. and Abruna, H.D.(1998). Micromethod for the investigation of
the interaction between DNA and redox-active molecules, Anal.
Chem., 70: 3162-3169.

86.Perez, P., Teijeiro, C., Marin, D.(1999). Interactions of surface-
confined DNA with electroreduced mitomycin C comparison with acid-
activated mitomycin C, Chemico-Biological Interactions, 117: 65-81.

87.Pietrzyk, D.J.; Frank, C.W.(1979). Analytical Chemistry, 2.Baski,
Academic press: s.226- 239.

88.Schweiger, B., Zadow, I., Heckler, R., Timm, H., and Pauli, G. ().
Application of a Fluorogenic PCR Assay for Typing and Subtyping of
Influenza Viruses in Respiratory Samples,

89.Service, R.F. (1998). New focus: Microchip arrays put DNA on the
spot, Science, 282: 396-399.

90.Steel, A.B., Herne, T.M., Tarlov, M.J. (1998). Electrochemical
quantitation of DNA immobilized on gold, Anal. Chem., 70: 4670-4677.

91. Steichen M. and Buess-Herman, C. (2005). Electrochemical detection
of the immobilization and hybridization of unlabeled linear and hairpin
DNA on gold, Electrochem. Commun., 7(4): 416-420.

92.Takenaka, S., Ihara, T., Takagi, M.(1990). Bis—9 acridinyl derivative
containing a violegen linker chain: electrochemically active intercalator
for reversible labelling of DNA, J. Chem. Soc., Chem. Comminications,

21:1485-1487.



93.Teijeiro, C., Perez, P., Marin, D., Palecek, E.(1995). Cyclic
voltammetry of mitomycin C and DNA, Bioelectrochemistry and
Bioenergetics, 38: 77-83.

94.Temel Biyokimya 2. (1997). Bolum 8: Bilgi Kaynagl olan
Makromolekdiller; Editorler, Prof. Dr. Taner Onat, Prof. Dr. Kaya
Emerk; Saray Medikal Yayincilik, 2. Baski: sayfa 565-567.

95.Tomschik, M., Jelen, F., Havran, L., Trnkova, L., Nielsen, P.E.,
Palecek, E.(1999). Reduction and oxidation of peptide nucleic acid
and DNA at mercury and carbon electrodes, J. Electroanal. Chem.,
476: 71-80.

96.Tuite, E., Norden, B.(1994). Sequence-specific interactions of
methylene blue with polynucleotides and DNA: A spectroscopic study,
J. Am. Chem. Soc., 116: 7548-7556. Turner, A.P.F.(1987).
Biosensors: Fundamentals and Applications, Editorler; Turner, A.P.F.,
Karube, I. and Wilson, G.S.; Oxford University Press, Oxford, sayfa v-
Vii.

97.Umek, R. M., Lin, S. W., Vielmetter, J., Terbrueggen, R. H., Irvine, B.,
Yu, C. Y., Kayyem, J. F., Yowanto, H., Blackburn, G. F., Farkas, D. H.,
Chen, Y. P. (2001). Electronic Detection of Nucleic Acids, j. Mol.
Diagn., 3(2): 74-84.

98.Wang, J. (2002). Electrochemical Nucleic Acid Biosensors, Anal.
Chim. Acta., 469: 63-71.

99.Wang, J., Cai, X., Rivas, G., Shiraishi, H. (1996). Stripping
potentiometric transduction of DNA hybridization processes, Anal.

Chim. Acta, 326: 141-147.



100. Wang, J., Cai, X., Rivas, G., Shiraishi, H., Farias, P.A.M.,
Dontha, N. (1996). DNA electrochemical biosensor for the detection of
short DNA sequences related to the human immunodeficiency virus,
Anal. Chem., 68: 2629-2634.

101. Wang, J., Fernandes, J.R., Kubota, L.T. (1998). Polishable and
renewable DNA hybridization biosensors, Anal. Chem., 70: 3699-
3702.

102. Wang, J., Grant, D.H., Ozsoz, M., Cai, X., Tian, B., Fernandes,
J.R. (1997). Adsorptive potentiometric stripping analysis of nucleic
acids at mercury electrodes, Anal. Chim. Acta., 349: 77.

103. Wang, J., Kawde, A.N. (2001). Pencil-based renewabl e biosensor
for label-free electrochemical detection of DNA hybridization, Anal.
Chim. Acta, 431(2): 219-224. Wang, J., Kawde, A.N., Erdem, A.,
Salazar, M.(2001). Magnetic bead-based label-free electrochemical
detection of DNA hybridization, Analyst,126: 2020-2024.

104. Wang, J., Nielsen, P., Jiang, M., Cai, X., Fernandes, J.R, Grant,
D.H., Ozsoz, m., Beglieter, A., Mowat, M. (1997). Mismatch sensitive
hybridization detection by peptide nucleic acids immobilized on a
guartz crystal microbalance, Anal. Chem., 69: 5200-5202.

105. Wang, J., Ozsoz, M., Cai, X., Rivas, G., Shiraishi, H., Grant,
D.H., Chicarro, M., Fernandes, J. R. and Palecek, E. (1998).
Interactions of antitumor drug daunomycin with DNA in solution and at
the surface, Bioelectrochem. and Bioenerg., 45: 33 - 40.

106. Wang, J., Rivas, G., Cai, X. (1997). Screen-printed

electrochemical hybridization biosensor for the detection of DNA



sequences from the Escherichia coli pathogen”, Electroanalysis, 9(5):
395-398.

107. Wang, J., Rivas, G., Cai, X., , Shiraishi, H., Farias, A.M.P.,
Dontha, N., Luo, D. (1996). Accumulation and trace measuruments of
phenothiazine drugs at DNA-modified electrodes, Anal. Chim. Acta,
332: 139-144.

108. Wang, J., Rivas, G., Cai, X., Dontha, N., Shiraishi, H., Luo, D.,
Valera, F. S. (1997). Sequence-spesific electrochemical biosensing of
M. tuberculosis DNA”, Anal. Chim. Acta, 337: 41-48.

109. Wang, J., Rivas, G., Cai, X., Palecek, E., Nielsen, P., Shiraishi,
H., Dontha, N., Luo, D., Parrado, C., Chicharro, M., Farias, P. A. M.,
Valera, F.S.,Grant, D.H., Ozsoz, M., Flair, M.N. (1997). DNA
electrochemical biosensors for enviromental monitoring-A review,
Anal. Chim. Acta, 347: 1-8.

110. Wang, J., Rivas, G., Fernandes, J.R., Jiang, M., Paz, J.L.L.,
Waymire, R., Nielsen, T.W., Getts, R.C. (1998). Adsorption and
detection of DNA dendrimers at carbon electrodes, Electroanalysis,
10(8): 553-556.

111. Wang, J., Rivas, G., Fernandes, J.R., Paz, J.L.L., Jiang, M.,
Waymire, R.(1998). Indicator-free electrochemical DNA hybridization
biosensor, Anal. Chim. Acta, 375: 197-203.

112. Wang, J., Rivas, G., Luo, D., Cai, X., Valera, F.S., Dontha, N.
(1996). DNA-modified electrode for the detection of aromatic amines,

Anal. Chem., 68: 4365-4369.



113. Wang, J., Rivas, G., Luo, D., Cai, X., Valera, F.S., Dontha, N.,
Farias, P. A. M., Shiraishi, H. (1996). DNA Biosensor for the detection
of hydrazines, Anal. Chem., 68: 2251-2254.

114, Wang, J., Rivas, G., Ozsoz, M., Grant, D.H., Cai, X., Parrodo,
C.(1997). Microfabricated electrochemical sensor for the detection of
radiation-induced DNA damage, Anal. Chem., 69: 1457-1460.

115. Xia, C., Guoli, S., Jianhui, J., Ruqin, Y. (1999). Intercalation of
Pharmorubicin anticancer drug to DNA studied by cyclic voltammetry

with analytical applications, Anal. Lett., 32 (4): 717-727.

Biyolog Buket MER iC’in Ozgecmi si

Kisisel Bilgiler
Dogum Tarihi: 07/09/1983
Dogum Yeri: izmir

Yuksek Lisans E gitimi:

Ege Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiist, Analitik Kimya Anabilim Dali

Yuksek Lisans programi. 2006 —

Lisans E gitimi:

Ege Universitesi, Fen Fakuiltesi, Biyoloji Bolimii. 2005



Yabanci Dil:

ingilizce: UDS (58.75), KPDS (52).

Projelerde Aldi i1 Gorevler

“Detection of Influenza A Virus by Using Electrochemical DNA

Biosensors”. (Project No: 07/ECZ/001)

Uluslararasi Hakemli Dergilerde Yayimlanan Makalele r

1. Pinar Kara, Seda Cavdar, Buket Meric, Selda Erensoy, Mehmet
Ozsoz; “Electrochemical Probe DNA Design in PCR Amplicon Sequence For
the Optimum Detection of Microbiological Diseases ”; Bioelectrochemistry,

Accepted Manuscript, Available online, In Press — 2007.

Uluslararasi Bilimsel Toplantilarda Sunulan ve Bild ir Kitabinda

Basilan Bildiriler

1. D.O. Ariksoysal, M. Ozsoz, P. Kara Kadayifcilar, G. Yalcin, S.
Cavdar, B. Meric; “Use of Carbon Nanotubes in Biosensor System For Signal
Enhancement”, 2006.

2. G. Yalcin, M. Cizmecioglu, P. Kara Kadayifcilar, D. Ariksoysal,
S. Cavdar, B. Meric, O. Sogut, M. Ozsoz; “Electrochemical Biosensor For
The Interaction of DNA and Antitumoral and Cytotoxic Chalcone Derivates”,
2006.

3. D. Ozkan-Ariksoysal, B. Meric, N. Aladag, G. Dogan, A. Sayiner

and M. Ozsoz; “Label-Free Electrochemical Hybridization Genosensor For



The Detection And Discrimination of Influenza Type A and Type B Viruses”,
2007.

4. D. Ozkan-Ariksoysal, N. Aladag, B. Meric, U. Tamer and M.
Ozsoz; “The Electrochemical Detection Of Gold Nanoparticles Behaviors
Using Dna Biosensor Technology”, 2007.

5. D. Ozkan-Ariksoysal, B. Meric, N. Aladag, M. Ozsoz; “Detecting
Dna Hybridization Based On Electro-Active Intercalators”, 2007.

6. B. Meric, L. Fojt, M. Ozsoz, V. Vetterl; “Detection of Influenza

Virus A by Using Impedance Biosensors”, 2008.



