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BOLUM I

GIRIS ve AMAG

Biyolojik yanitlari elektriksel sinyallere ¢eviren analitik aletlere
biyosensodrler denir. Biyosensorler, bir elektrokimyasal sensorun yapisina
hdcre, doku, enzim, antikor, nukleik asit gibi biyolojik maddelerin katilmasiyla
elde edilir. Biyosensor ‘biyolojik kokenli’ anlamina gelen biyo ve ‘algilayicr
anlamina gelen ‘sensor’ kelimelerinden olusur. Biyokimyasal kisim,
analizlenecek madde ile etkilesir. Bu etkilesim sonucu olugan biyokimyasal
urin gevirici kisim tarafindan okunabilir, sayisal bir degere cevrilir. Bu
cihazlarla nitel ve nicel analiz yapmak mumkuandur (21).

Analizi yapilacak madde ile etkileserek onu taniyan biyolojik materyal
DNA olursa bu biyosensorlere DNA biyosensorleri (Genosensorler) adi verilir.
Son yillarda biyosensor tasariminda bu tur nukleik asit tanima yuzeylerinin
kullanildigi sensorlere ve ¢ip teknolojisine yonelik genosensor tasarimi
calismalarina olan ilgi artmistir (9, 10, 11, 18, 89, 61, 69, 72, 79, 87, 88, 95,
97).

Genosensorler, genetik ve bulagici hastaliklarin teshis edilmesine,
nokta mutasyonlarinin tayinine ya da DNA hedefli bazi ilaglarin ve
maddelerin DNA’ya olan etkilerinin aydinlatiimasina, olanak saglamaktadir

(24, 25, 51, 52, 55, 61-64, 89, 92, 96, 97, 98). Prob olarak bir DNA dizisinin



kullanilmasi ve bu diziye karsilik gelen hedef diziyle hibridizasyonu sonucu
olusan ¢ift sarmalin biyokimyasal yapisi sayesinde taninma olayi
gerceklestirilir (6). Bu olayi dlgulebilir fiziksel bir sinyale donustlren geviricinin
duyarhdi bu genosensorlerin hastalik ve etkilesim tayinlerinde kullaniimasi
acisindan ¢ok 6nemlidir (27-30, 32, 48, 49, 55, 58).

Biyolojik materyallerden nUkleik asit tayini igin Oncelikle DNA
ekstraksiyonu ve saflastirlmasi asamalarini igeren basamak olan o6rnek
hazirlama basamagi yer alir. Bu basamaktan sonra elde edilen ornek
yapilacak analizlere yeterli olmayacagindan, nukleik asitin belirli bolgesi,
ikinci basamak olan g¢ogaltma basamaginda polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile cogaltiir. Daha sonra son basamak olan tayin basanmagina

gegilebilir.

Arastirmanin Konusu ve Amaci

Verem olarak da adlandirlan tuberkiloz hastaligi insanlik tarihinin ilk
caglarindan itibaren gorulen bir hastaliktir. 1865 yilinda hastaligin enfeksiyon
hastaligl oldugu gosterilmigtir. 1882 yilinda Robert Koch tuberkuloz basilini
bularak hastalikta yeni bir ¢igir agmistir.

Literatirde J. Wang, Mycobacterium tuberculosis basilinin indikatore
dayali tanisini, ilk olarak elektrokimyasal genosensor ile sentetik
oligonukleotid diziler kullanarak yapmistir (94).

Daha onceden hijyen, diyet ve gunes kurl esasina dayanan tedavi
yontemleri, 1940’h yillarin baslarinda streptomisinin kesfi ve izonikotinik asitin
tedaviye girmesi tuberkuloz tedavisinde yeni ve etkin bir donemin baslangici

olmustur. Tuberkuloz hastaligi esas olarak akcigerleri tutan ve bunun yani



sira diger bircok organda da yerlesebilen, Mycobacterium tuberculosis adli
bir mikroorganizma (Koch basil) tarafindan olusturulan iltihabi bir hastaliktir.

Tuberkiloz tedavisinde kullanilan ilaglar tg sinifa ayrilabilirler. Oncelikli
olarak tercih edilen ve tedavide daha etkili olan,

1. grup ilaglar; izoniazid, Rifampisin, Etambutol, Pirazinamid veya
Morfozinamid ve Streptomisin’dir

2. grup ilaglar; Tiasetazon, Paraaminosalisilik asit (PAS), Sikloserin ve
Etionamid’dir.

3. grup ilaglar; Viomisin, Kanamisin, Kapreomisin, Tiokarlid, Ofloksasin,
Sikloksasin, Ampisilin-Sulbaktam, Alfasilin-Klavulant vs. yer almaktadir (37).

Antitiberkuloz ilag direnci, Ozellikle ¢ok ilaca direng, dunyada
tuberkudlozun kontrolind saglamada ciddi bir problem olarak kargimiza
ctkmaktadir (77, 80).

Bugun dunyada en az 50 milyon multiple ilag direngli tuberkuloz olgusu
ile kargikargiya kaldigimiz bilinmektedir. Bu durumdan sorumlu en onemli
faktorlerin basinda ise yetersiz velveya yanlig tedavi uygulamalar
gelmektedir.

Rifampisin (RIF), en ¢ok kullanilan antitiberkiloz ilaglarindan biri olup,
Streptomyces Mediterranei‘nin kultar filtratlarindan elde edilen rifamisinin
sentetik bir turevidir. Rifampisin, hidrofobik hucre zarfindan hizla difuze olur.
Bakterinin, DNA’ya bagimli RNA polimerazin potent inhibitorudur. Rifampisin,
RNA polimerazi rpoB geni tarafindan kodlanan b alt Unitesine baglanarak
inhibe eder. Direncli suglarda mikobakteri, RNA polimerazin beta alt Unitesini
kodlayan gen olan rpoB’de 27 amino asitlik bir bolgede anlamsiz mutasyonlar

olugturur. Mutasyonlarin blyuk bir kisminin 526 ve 531 aminoasit



pozisyonlari arasinda oldugu kabul edilmektedir. Turkiye'de yapilan RIF
direnci DNA dizi calismalarinda ise vakalarin %95’inden fazlasinin bakterinin
rpoB geninin 507-533. kodonlarini iceren 81 bazlik gen bdlgesinde oldugu
goralmustir (12, 13, 14, 38).

Yapilan galigmada rpoB genine ait 5 farkli bolgeden prob diziler segildi.
Bu bdlge mutasyonlarin en sik gozlendigi 507-533. kodonlari igeren, 81 baz
uzunlugundaki alani igeriyor. Bu diziler 5" ucundan amino hekzil [NH2—(CH>)g]
isaretli olarak sentezlendi. Hedef dizi olarak kullanilan PCR Urinu hedef
diziler ise biotin isaretli primer kullanilarak 5 ucundan biotin isaretli olarak
gogaltildi. Daha sonra Avidin—Biotin  etkilesimine dayali direng
mutasyonlarinin analizi yapildi. Burada amag; enzime dayali Genosensor ile
DNA Dizi Analizi yontemini kullanarak diren¢ mutasyonlarinin analizini

yapmaktir (17, 46).

Calisma kapsaminda; Mycobacterium tuberculosis bakterisinin RIF
antibiyotigine karsi gelistirdigi diren¢ mutasyonlarinin analizi amag¢lanmig
olup, ileride tasarlanabilecek, klinik taniya uygulanabilir bir mikrogip
teknolojisine  yonelik enzime dayali elektrokimyasal genosensor

tasarlanmigtir.

Calismada tek kullanimlik kalem grafit elektrotlar kullaniimistir. Elektrot
yuzeyine 5 ucundan aminohekzil igaretli prob diziler kovalent baglama
cOzeltisi ile baglanmig, daha sonra sirasiyla ExtrAvidin—AF (ExtrAvidin—
Alkalen Fosfataz) ve 1—-NF (1-Naftil Fosfat) ¢ozeltilerinde bekletilmistir. Ayni
islem prob dizilerin, rasgele bir hedef diziyle ve belirli bolgelerinde direng
mutasyonu iceren PCR Urunu hedef dizilerle hibridizasyona tabi

tutulmasindan sonra da gergeklestirilmistir. Burada amag naftol olusumunun



gerceklesmesidir. Prob diziler biotin ile isaretli olmadigindan ExtrAvidin AP
elektroda baglanamamis ve naftol olusumuna sebep olacak ortam
saglanamamistir. Ayni sekilde prob dizilerin rasgele hedef diziler ile
hibridizasyonundan sonra ¢ift sarmal tam olarak olusamamig ve yine naftol
olusumuna uygun ortam saglanamamistir. Her ikisinde de naftol
yukseltgenme sinyalleri oldukga dusuk cikmistir. Prob dizilerin biotin ile
isaretli PCR Uranu hedef diziler ile hibridizasyonundan sonra ise; direng
mutasyonu gosteren bdlgelerle hibridizasyonda duguk, tam karsihgr olan
bolgelerle hibridizasyonda yuksek naftol ylkseltgenme sinyali gozlenmistir.
Diferansiyel Puls Voltametri (DPV) teknigi ile alinan naftol yukseltgenme

sinyallerindeki farkliliklar mutasyon analizinin gergeklesmesini saglamistir.

Calismadaki Mycobacterium tuberculosis bakterisinin tayini basamagini
desteklemek icin ylzey plazmon rezonans (SPR) yardimiyla gelistirilen optik
genosensor ile de tayin gergeklestirilmistir. Tayini gerceklestirmek igin altin
sensoOr yuzeyine tiyol isaretli sentetik prob dizi tuturuimustur. Prob dizilerin
yuzeyde dik konumda kalmasi igin aradaki bogluklar 6—merkapto 1-hekzanol
ile doldurulmus olup daha sonra rasgele hedef dizi ve prob dizinin karsihgi
olan sentetik hedef dizi ile hibridizasyon gergeklestirilmistir. Hibridizasyonun
gerceklesip gerceklesmedigi baglanma ve yikama sonrasi kirllma indisi
degerlerindeki  farkhlanmalardan anlasilmig, boylece Mycobacterium
tuberculosis bakterisinin tayini tasarlanan optik genosensor ile de

gergeklestirilmis olmustur.



GENEL BILGILER

1. ELEKTROKIMYA

Elektrokimya, maddenin elektrik enerjisiyle etkilesmesi sonucu olusan
kimyasal donusumler ile fiziksel degisiklikleri ve kimyasal enerjinin elektrik
enerjisine ¢evrilmesini inceleyen bilim dahdir (15). Elektrokimyasal
tepkimeler, elektrokimyasal hucre adi verilen bir hucrede elektronlarin bir
yerden baska bir yere gegisiyle, gerceklesir. Bu tepkimeler, elektron transferi
veya gecisi olan  yukseltgenme—indirgenme  tiri  tepkimelerdir.
Elektrokimyasal tepkimelerin gergeklesebilmesi igin uygun ortamin
saglanmasi gerekmektedir. Bu ortam analizi yapilacak maddeyi iceren bir
¢Ozelti, maddenin kimyasal donusumunun gercgeklestigi elektrot sistemi ve bu
sistemdeki elektrotlarin birbirine baglandigi bir cevirim sistemini igerir.
Elektrot sistemi olarak genellikle Gglu elektrot sistemi kullanilir. Ortamdaki

elektriksel iletkenligi saglamak amaciyla ise tampon ¢ozelti kullanilir (22).
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Sekil 1: Genel elektrokimyasal hicre semasi.

Maddenin elektrokimyasal Ozelliklerini saptamak amaciyla kullanilan
yontemlere elektroanalitik yontemler denir. Elektroanalitik yontemler diger
yontemlere gore bazi Ustunluklere sahiptir. Elektrokimyasal Olgimler ¢ogu
kez bir elementin bir yukseltgenme basamagi i¢in spesifiktir. Bu yontemler
icin kullanilan cihazlar diger yontemlerde kullanilan cihazlara gére daha
ucuzdur. Bu yontemler kullanilarak analizi yapilacak maddenin ¢ok dusuk
tayin sinirlarina kadar ulasilabilir. Elektrokimyasal yontemler, kimyasal
turlerin derigimleri hakkinda bilgi verir (2, 8).

Dogru akim, diferansiyel puls ve donigumlu voltametri gibi tekniklerle
belirli potansiyel araliginda tarama yapilir ve meydana gelen akim gsiddeti
Olculurek elektrokimyasal olgum gergeklestirilir. Burada Olgilen akim
difizyona bagh oldugundan difizyon akimidir. Diflzyon olayi, elektrot
yuzeyinin hemen yakinindaki difuzyon tabakasinda gergeklesir. Olugan akim

ile difzyon hizi dogru orantili olarak degisim gosterir (22).



1.1. Elektrokimyasal bir olayda kiitle aktarim yollari
Bir maddenin elektrokimyasal hucre igerisinde analizi yapilirken tampon

cOzelti icinde bulunan analit elektrot yuzeyine g farkl yolla aktarilir (23).

Elektriksel Gog¢ (Migrasyon): Elektriksel gog, elektriksel alanin etkisi

altinda yuklu pargaciklarin hareket etmesine dayanan aktarim yoludur.

Karistirma (Konveksiyon): Cozelti icinde bulunan indirgenebilen veya
yukseltgenebilen maddelerin, karistirma veya titresim gibi fiziksel hareketler

yardimiyla elektrot ylizeyine tagsinmasidir.

Difizyon: Maddelerin, c¢ozelti ile elektrot ylzeyindeki sivi filmi
arasindaki derisim farkindan dolay!r yuksek derisimli bolgelerden dugsuk
derisimli bolgelere dogru hareket etmesi durumudur. Boylece derisim farki
ortadan kalkar.

Bu yollardan biri veya birkag¢i deneysel kosullara bagl olarak kutle

aktarimina katkida bulunabilir.

1.2. Voltametrik elektrokimyasal analizde kullanilan elektrotlar

1.2.1 Referans elektrotlar

Elektrokimyasal analizler sirasinda potansiyeli c¢aligilan ¢ozelti
ortamidan etkilenmeden bu ortama duyarsiz kalabilen ve analiz suresince
sabit kalan elektrotlardir. Referans elektrotlar sicaklik degisimlerine karsi

ufak degisimler gosterebilirler (2, 21, 23, 29, 31).



ideal bir referans elektrot éncelikle kolay hazirlanabilmelidir. Tersinir
davranmali ve nernst esitligine uymalidir. Uzerinden ¢ok kiglk bir akim

gectiginde, tekrar eski potansiyeline geri donebilmelidir (62, 70, 74, 87).

1.2.1.1. Referans elektrot gesitleri

Standart hidrojen elektrot (SHE)
Elektrokimyada ilk olarak standart hidrojen elektrot referans elektrot
olarak kullaniimistir. Hazirlanmasi gug olan bir elektrottur. Bu nedenle pratik

calismalarda oncelikle diger referans elektrotlar tercih edilir.

Kalomel referans elektrot

Kalomel (Hg2Clz) ve Hg’dan olusmus bir karisim, metalik civa ve KCI
¢Ozeltisinden olusur. Hazirlanmasi oldukga kolaydir ancak tum sistemler igin
kullanimi iyi sonuglar vermeyebilir. Blyuk sicaklik katsayilarina sahiptir.

Doygun kalomel elektrodun elektrot potansiyeli 25 °C’ de standart
hidrojen elektroduna gore +0,244 V “ dur.

Olusan elektrot tepkimesi su sekildedir;
HgoCly (k) + 2€” 4_' 2Hg (k) + 2CI  (sulu)
Tepkimeden de goéruldigu gibi bu elektrodun potansiyeli, klortr

iyonlarinin aktifligine baghdir.

Gumiis—gumus klorur referans elektrot
Gumus—gumus klorur referans elektrotlari, doygun kalomel elektrotlar

gibi oldukga yaygin kullanim alanina sahip olan elektrotlardir. Doygun



kalomel elektrottan dstunligu gumus—gumus klorar elektrodun doygun
kalomel elektroda gore daha yuksek sicakliklarda kullanilabilmesidir. Ayni
zamanda gumus iyonlarn civa () iyonlarina gore daha az sayida analitle
reaksiyona girerler.

Bir gumus—gumus klorlUr referans elektrot gumus bir telin, elektrolitik
yoldan AgCl ile kaplanarak CI iyonu igeren bir ¢dzeltiye daldiriimasiyla elde
edilir.

Olusan tepkime su sekildedir;

AgCl (k) +& <>  Ag (k) + CI (sulu)

Doygun KCI ¢ozeltisi kullanildigi zaman 25 °C’ de standart hidrojen

elektrota gore potansiyeli +0,222 V'’ dur.

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

icermektedir. Elektrot potansiyeli sulfat iyonlarinin aktifligi ile bulunur.

1.2.2. Caligma elektrotlarn ve gesitleri

Kullanilan analit maddenin yuzeyinde yukseltgendigi veya indirgendigi
mikroelektrotlardir. Zamanla potansiyeli dogrusal olarak degisir. Yapiminda
kullanilan malzeme iletken olmalidir. Bu amagla 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 kullanilabilir.
Calisma elektrotlari biyosensor tasarimina uygun bir sekilde geligtirilebilir. Bu
elektrotlar cesitli sekil ve bUyuklUklerde hazirlanarak biyosensor tasarimina

uygun hale getirilebilir.
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Bu tdr elektrotlarin kullanildigi potansiyel aralidi, sulu ¢ozeltilerde
sadece elektrot malzemesine degil, ayni zamanda daldirildiklari ¢ozeltinin
bilesimine bagli olarak da degisir. Pozitif potansiyel sinirlari, suyun
yukseltgenmesi sonucu olugsan molekuler oksijenden, negatif potansiyel

sinirlari ise suyun indirgenmesi sonucu olusan hidrojenden kaynaklanir.

B 1 M HzS04

Pt
1M NalOH

B 1 M H2504

Ha
1 b KCI
oo 1M MNaOH
1M HCIOg
C
0.1k KCI
] ] ] ] ]
+ + 0 -1 -2
E (W}, Kalomel elektroda kargi

Sekil 2: Cesitli calisma elektrotlarina ait galisma potansiyeli araliklari.
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1.2.2.1. Karbon elektotlar

Karbon elektrotlarin cesitleri:

eKarbon pastasi elektrodu (CPE)

Karbon pastasi elektrotu; %70 grafit, %30 baglayici maddenin homojen
olarak kangtiriimasi ve bu karisimin 2—4mm gapinda camdan ya da teflondan
yapilmis borulara sikistirimasiyla hazirlanir. Elektriksel iletkenligi saglamak
amaclyla borunun 2/3' Une kadar iletken bir tel uzatilir. Grafit tozunda
bulunan karbon molekulleri duzlemsel ve aromatik halkalar halinde
birbirlerine zayif 11 bagi ile baglanirlar. Bu tabakalar arasinda hizli bir elektron

aligverigi olabilmekte ve boylece iletkenlik saglanmaktadir.

iletken tel

Teflon veya cam boru —

HKarhon pastasi

Harbon pastasi elektrodu

Sekil 3: Karbon pastasi elektrodunun

sematik olarak gosterimi.

12



Karbon pastasinin hazirlanmasinda baglayici madde olarak mineral
yag, parafin yagi, silikon yagi, bromonaftalen kullaniimaktadir. Karbon
pastasi bilesiminin elektrot etkinligi Uzerine etkisi oldukga fazladir. Baglayici
olarak kullanilan organik sivinin karigimdaki orani arttikgca, elektrodun
elektron transfer hizi azalmaktadir.

Hazirlanmasi pratik ve ucuz, yluzey yenilenmesi ise kolaydir. Bu
nedenlerden dolayi ¢caligmalarda siklikla tercih edilir. Ayrica karbon pastasina

calismaya uygun maddelerin eklenmesiyle elektrot modifiye edilebilir.

eCamsi karbon elektrot

Mikrometre boyutlu camsi karbon fenol/formaldehit polimerlerinin veya
poliakrilonitrilin, 1000-3000°C arasinda, basing altinda, karbonizasyona
ugratilarak, inert malzemeden yapimig elekirot godvdesi igerisine
sikigtirimasiyla elde edilir. Cok daha purluzsuz ve duzgun yuzeyler elde
edildiginden dolay! elektrokimyasal yanit da karbon pastasi elektrotlarina
gore daha tekrarlanabilirdir. Fiziksel dayanikhliginin ydksek olmasinin
yanisira kimyasal tepkimelere de katiimamaktadir. Genis bir potansiyel

araliginda g¢aligiimasina olanak saglar.

eKalem grafit elektrot

Kalem grafit elektrot grafitten olugsmus olup, Tombo HB kalem uglarinin
3cm’lik esit iki pargaya kesilmesiyle hazirlanir (93). Bu uglarin oldukga kolay
hazirlanmasi, tek kullanimlik ve wucuz olmasi c¢alismalarda avantaj

saglamaktadir (50, 92). Yapilan calismalarda bu elektrotlarla alinan
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sonuglarin daha tekrarlanabilir oldugu ve daha dusuk tayin sinirlarina

ulasilabildigi gozlenmistir.

> iletuken .
badlanti teli

——# kalem ucu

Sekil 4: Kalem grafit elektrodun sematik

olarak gosterimi.

ePerde baskili karbon elektrotlar

DNA mikrogip teknolojisi gelistikce bu teknolojiye oldukga uygun olan
perde baskili karbon elektrotlara olan ilgi de hizla artmaktadir. Tek
kullanimlik  olmalari ve tekrarlanabilir sonuglar vermeleri sonucu

elektrokimyasal analizlerde oldukga tercih edilmektedirler (54, 57).
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Sekil 5: Perde baskili karbon elektrodun sematik

olarak gosterimi.

1.2.2.2. Civa elektrotlar

Civa elektrotlarinda, calisma prensibi geregi her Olgum kolayca
olusturulabilen yeni ve taze bir civa damlasi ylzeyinde gerceklestirilir. Genis
negatif  potansiyel araliklarinda c¢alisiimasina imkdn  saglamasi
elektrokimyasal analizlerde oldukga tercih edilmesine neden olmaktadir.
Birgok metal iyonu bir civa elektrodunun yuzeyinde amalgam olusturarak
tersinir olarak indirgenebilir. Bu avantajlarinin yaninda en buyuk dezavantajl,
civanin toksik bir metal olmasi ve kolaylikla yUkseltgenmesi sonucu anot
olarak kullanilabildigi potansiyel araliginin olduk¢a dusuk olmasidir (1).

Civa elektrodunun; disk elektrot, asili civa damla elektrot, damlayan

civa elektrot, durgun civa damla elektrot gibi gesitleri vardir.

1.2.2.3. Diger elektrotlar
e Metal elektrotlar: Platin ve altin en c¢ok tercih edilen metal

elektrotlardir.
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e Ultramikro elektrotlar: Caplari 50 pm'den daha kuglik olan
elektrotlardir.
e Nano elektrotlar

e Karbon fiber elektrotlar

1.2.3. Yardimci elektrot

Yardimci elektrodun bir diger adi da karsit elektrot olarak bilinir.
Elektrigin c¢aligilan ¢Ozelti ortamindan gecerek c¢alisma elektroduna
aktarilmasini saglar. Tepkimeye katilmaz. Bu amagla platin tel ya da civa

havuzu yardimci elektrot olarak kullanilabilir.

—1  Potensiyostat |———

0
U,

Cahsma elektrodu f

—E) |

Referans elektrot Yardimc elektrot

Sekil 6: Uglu elektrot sisteminin potensiyostata yerlesiminin

sematik olarak gosterimi.

1.3. Voltametri
Polarize olmus calisma elektroduna uygulanan potansiyelin fonksiyonu

olarak akimin olglimesine dayanan elektroanalitik yonteme voltametri denir.
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Uygulanan potansiyelin olgulen akim degerine kargi cizilen grafigine ise
voltamogram denir. Voltametrik analizde dncelikle ¢galigilacak olan potansiyel
araliginin belirlenmesi gerekir. Bu potansiyel araligi kullanilan ¢alisma
elektrodu, ¢ozelti ve elektrolit turlerine bagli olarak belirlenir.

Voltametri, Cek kimyaci Jaroslav Heyrovsky’'nin 1920’lerin basinda
voltametrinin 6zel bir tipi olan polarografiyi bulmasinin ardindan bu teknige
dayanarak geligtiriimistir. Polarografide diger voltametri tiplerinden farkli
olarak ¢alisma elektrodu damlayan civa elektrodudur.

Voltametri, oncelikle analitik kimya olmak Uzere; inorganik kimya,
fizikokimya ve biyokimyacilar tarafindan temel bir takim analizler igin
kullaniimaktadir. Bu analizler c¢esitli ortamlarda olugan yukseltgenme /
indirgenme iglemleri, yuzeydeki adsorbsiyon islemleri, kimyasal olarak
modifiye edilmis elektrot yuzeylerinde gerceklesen elektron aktarim
mekanizmalarinin aydinlatiimasi gibi analitik olmayan amaclari iceren
analizler de olabilir.

Voltametride en c¢ok kullanilan uyarma sinyalleri; dogrusal taramall,
diferansiyel puls, kare dalga ve uggen dalgadir. Bu uyarma sinyalleri
degistirilebilen potansiyelde galisma elektrodu igeren elektrokimyasal hicreye

uygulanir ve uyarma sinyallerinin ¢esidine gore farkli akim cevaplari olusur (2).
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Sekil 7: Voltametride kullanilan uyarma sinyallerinin zamanla degisimi.

1.3.1. Uyarma sinyalinin ¢esidine gore voltametrik yontemler

1.3.1.1. Doniisiimli voltametri

DonusumlG voltametri teknigi ile gerilimin bir fonksiyonuna karsi akim
olgulir. Once baglangig ve bitig potansiyellerini igeren bir aralik belirlenir. Daha
sonra baslangi¢c potansiyelinden bitis potansiyeline dogru sabit hizda gerilim
uygulanir. Gerilim ylUkseltgenme veya indirgenme yonunde olabilir. Uygulanan
gerilim ayni sabit hizda bitis potansiyelinden baslangi¢ potansiyeline dogru
tekrar uygulanir. Surekli degisen potansiyel degerlerine kargi belirli araliktaki
akimdaki degisim grafige gegirilir. Bu grafige Donusumlu Voltamogram adi
verilir.

Donusumliu voltametri gogunlukla elektrokimyasal bir analizde kullanilacak
olan maddelerin elektriksel davraniglarini saptamak igin tercih edilir. Bu teknik
kullanilarak elektroaktif turlerin  ylkseltgenme—indirgenme tepkimelerinin
mekanizmalari kolaylikla aydinlatilabilir. Donusumli voltametri miktar tayinine

dayali analizlerde tercih edilmemektedir.
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Sekil 8: Pik potansiyellerini ve akimlarini gosteren klasik bir
donugumlu voltamogram.

Donusumll voltametride kapasitif akimin en dusuk oldugu bolgede
calisilir. Duyarlilik 10™°M ile sinirlidir. Yapilan taramanin hizi degigstirilebilir.
Bunun sonucunda olusan pik maksimumlarinda, sekil degisikligi ve kaymalar
olabilir. Voltamogramlarin, pik sekillerinden maddenin hangi potansiyelde
optimum cevabi verecegi anlasilir. Tersinir bir elektrokimyasal tepkimede
analite ait pik akimi asagidaki esitlikle bulunur (2).

|p — 0,27 n3/2 A D1/2 C V1/2

Ip = analite ait pik akimi

n = Elektron sayisi

A = Elektrot yiizey alani (cm?)

D = Difiizyon katsayisi (cm?/s)

C = Analit derisimi (mM)

19



v = Tarama hizi (V/s)

tersinir
. olmayan

E /_,-//_/-7
=0
E "
= .
=
— tarsinir
-100 0 200 400 600

Potansiyel (mV)

Sekil 9: Belirli bir potansiyel araliginda yapilan tarama sonucu
olugsan, analite ait elektrokimyasal tepkimenin, tersinir olup

olmadigini gosteren voltamogram.

1.3.1.2. Diferansiyel puls voltametrisi

Diferansiyel puls voltametrisinde dogrusal bir tarama yapilarak periyodik
pulslar olusturulur. Béylece uyarma sinyalleri gergeklestirilmis olur. Olgtimler
faradayik akimin en yuksek, kapasitif akimin en dusuk oldugu zamanda
yapilir. Bu da duyarlilik sinirinin 107—10®M oldugu yiiksek duyarlilik saglar.
Yontemin en vyararli Ozelligi, yari—dalga potansiyelleri arasinda yaklasik

0,05V fark olan maddelerin bile pik maksimumlarinin elde edilmesine olanak

saglamasidir.
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Potansiyel aniden arttirildiginda, elektrottaki yeni potansiyel, elektrot
yuzeyi etrafinda mevcut olan analit tabakasinda, akim artisina neden olur. Bu
akim artigl analit derigimini belirli bir seviyeye dusurur. Ancak bu potansiyel
icin gerekli denge derigsimine erisilince, akim difuzyonu karsilayacak seviyeye
gelir. Buna difuzyon kontrolli akim denir. Puls voltametrisinde akim olgimua,
bu akim artis1 tamamen sona ermeden 6nce 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

konsantrasyonla dogru orantihdir (2).

A B

A& A&
—.-_SEI mz —

Sa [ 4

:50 i
1

Akim

S
—,
S :Damlama:

Zarnani -

Potansiyel

Zaman Potanisyel

Sekil 10: A) Analog cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi i¢in kullanilan

uyarma sinyali, B) Diferansiyel puls voltametrisine ait bir voltamogram.

1.3.1.3. Dogrusal taramali voltametri
Dogrusal taramali voltametri ile dogru akim potansiyelinin zamanla

dogrusal bir sekilde arttirilmasiyla uyarma sinyalleri elde edilir. Bu potansiyel
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uygulamasi sonrasinda analizi yapilacak maddeye 0zgu 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 olmalidir (2).

1.3.1.4 Kare dalga voltametrisi

Kare dalga voltametrisi, hizli ve duyarli olma Ustinlagune sahip bir
voltametri teknigidir. Voltamogramlarin tamami 10 milisaniyeden daha az bir
surede elde edilir. Tersinir bir indirgenme reaksiyonunda, ileri tarama
sirasinda olusan urunun, geri tarama sirasinda yukseltgenmesini saglamaya
yetecek buyuklukte bir puls olusur. Bu yontemde Olgum olduk¢a hizh
alinabildiginden olgum sayisi istenildigi kadar arttirilabilir. Yapilan dlgimlerin
sayisi arttirildikga da sonuglarin kesinligini arttirmak mumkidn olur. Kare

dalga voltametrisinde tayin siniri 107—10° M’ dir (2).

1.3.2. Voltamogramlar

Dogrusal taramali voltamogramlar genelde voltametrik olarak bilinen
sigmoidal (S seklinde) seklindeki egrilerdir. Akim 6nce ¢ok keskin bir artis
gOsterir. Daha sonra akim sabitlenir. Buna sinir akimi, is denir. Sinir akimi;
kutle aktarim vyollariyla elektrot ylzeyine tasinacak analiz maddesinin
tasinma hiziyla sinirlidir. Olugan sinir akimlari analit konsantrasyonuyla
dogru orantihdir. Kantitatif dogrusal taramali voltametri asagidaki iligkiye
dayanir.

is = k CA
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Ca = Analit konsantrasyonu
k = sabit

is = sinir akimi

Sinir akimlarini hizli bir gekilde elde edilebilmek icin surekli hareket
halinde olan elektrot ile veya ¢oOzelti ortaminda caligiimalidir. Hareketli
elektrot damlayan (damlayan civa elektrodu gibi) bir elektrot olabilir.

Cozelti veya elektrodun surekli hareket halinde oldugu dogrusal
taramali voltametriye Hidrodinamik Voltametri denir. Damlayan civa
elektrodunun kullanildig! voltametriye Polarografi denir.

Akimin sinir akiminin yarisina egit oldugu potansiyel yari—dalga
potansiyelidir ve E4. ile gosterilir. Yari—dalga potansiyeli, yari—reaksiyonun

standart potansiyeli ile yakindan ilgilidir fakat genellikle ona esit degildir.

1.3.2.1. Faraday yasasi ve faradayik akim

Elektrokimyasal bir analiz yapilirken elektrokimyasal hicreye disaridan
bir gerilim uygulanir. Uygulanan bu gerilim sonucunda elektroaktif madde,
elektrotlardan herhangi birinde yukseltgenme veya indirgenmeye ugrar.
Yukseltgenme / indirgenme tepkimeleri sonucu olugan urin miktari ya da

elektrolizienen madde, tiketilen elektrik miktariyla orantilidir.
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Bir devreden t saniyede | amper akim gecirildiginde kulon cinsinden
harcanan elektrik miktari Q'dur. Analizi yapilacak tek bir ture ait maddenin

tumunun elektrolizlenebilmesi igin gereken elektrik miktari;

Q=nF.C.V

esitligi ile bulunur. Burada n; molekll ya da iyon basina tuketilen elektron
sayisi, V; hacim (L), C; analitin konsantarsyonu (M), F; faraday sabitini
(96485 kulon) gosterir. Bu esitlige faraday yasasi denir.

Analizi yapilacak maddenin ugradigi reaksiyonlardan (analiz edilecek
maddeden) kaynaklanan, bu maddenin kimyasal donusumu igin harcanan ve
yalnizca elektron alig verisine dayanan akima faradayik akim, is denir.

i = if + ic oldugundan i; azalirsa duyarlilik artar.

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

Faraday yasasi, devreden gecen akimin tek bir elektrokimyasal olay

igin tuketilmesi halinde gegerlidir.

1.3.2.2. Kapasitif akim

Elektrokimyasal analiz igin analit ¢oOzeltisine daldirilan elektrodun
negatif yukle yuklenmesi sonucu, ¢Ozelti ortaminda bulunan pozitif yuklu
parcaciklar elektroda dogru cekilir. Bu da ara yuzeyde bir potansiyel farki
olugsmasina sebep olur. Zit isaretli yukler ara ylizeyde birikmeye baslar ve bu
bolgede elektriksel bir ¢ift tabaka olusur. Olusan bu gift tabaka bir kapasitor

gibi davranir. Bu kapasitoru yuklemek igin ortamda yukseltgenecek veya
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indirgenecek elektroaktif bir madde olmasa dahi bir akim olusur. Bu akim
reaksiyondan degil sistemden kaynaklanir. Sistemden kaynaklanan bu akima
kapasitif akim denir. Kapasitif akim ne kadar kuguk olursa oOlgumun

hassasligi o kadar artar.

1.3.3 Voltametrik akimlar

Elektroliz isleminde; herhangi bir noktadaki akim, analitin, difizyon
tabakasinin dis kismindan elektrot yuzeyine dogru aktarim hizina bagh
olarak degisir. Cottrell denklemi, bu aktarimin difuzyonla saglandigi
durumlarda faradayik akimi ifade eder ve olusan difuzyon akiminin zamana

karsi fonksiyonu olarak yazilir.

nFACD ''?

1/2,1/2
Tt

I =

i =t zamanindaki akim

n = elektrokimyasal tepkimeye giren elektron sayisi
D = difiizyon katsayisi (cm?/saniye)

F = faraday sabiti

A = elektrodun yiizey alani (cm?)

C = analitin konsantrasyonu (mol/L)

t = zaman (saniye)

Analiz esnasinda gergeklesen tepkimelerin difuzyon kontrolli olup

olmadigi Cottrell denklemi kullanilarak anlasilir.
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1.3.4. Nernst esitligi

Elektrokimyasal hlcrede analit iceren ¢oOzelti ve elektrot arasindaki
yuzeyden akim iletilir. Bu akim uygulanan gerilim sonucu olusmakta olup
iletimi sirasinda elektrotlarda ylUkseltgenme veya indirgenme tepkimeleri
meydana gelir.

O+ne <R

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

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

Yukaridaki tepkimeye gore Nernst denklemi yazilirsa;

2.3 RT 0]
nF [R]

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 konsantrasyonu (mol/L)
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2. BIYOSENSOR

Biyosensorler, biyolojik materyaller iceren ve/veya bunlari gesitli
ortamlarda Kkalitatif ve/veya kantitatif tayin ve izlenmesinde kullanilan
cihazlardir. Biyosensorlerde en onemli nokta sistemde mutlaka bir biyolojik
materyal kullaniliyor olmasidir. Bu biyolojik materyaller kullanilarak, gok
segici, ¢ok hassas, ¢cogu zaman da ¢ok daha hizli dlgim yapmak
mumkunddr.

Biyosensorler, birbiri igine gegmis taniyicit bolim ve taniyan ile taninan
arasindaiki etkilesmeyi elektrik sinyaline geviren bir gevirici sistemden olusan
biyoanalitik aletlerdir. Birinci kisim hedef analit ile segimli olarak etkilesime
giren biyokimyasal kisimdir. ikinci kisim ise bu etkilesimi algilayan elektriksel

kisimdir. Taniyici kisimda immobilize edilmis ligandlar bulunmaktadir (16, 35,

75, 85).
a® ® — Akim
s & ©® ... Fiziksel Frekans
P Olciilebilir sk
e — Kiitle
Analit Biyoaktif Tabaka
Cevirici Sistem
(Olgiim Cihazi)

Sekil 11: Biyosensorun yapisi ve bilesenleri
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2.1 ideal bir biyosensoériin sahip olmasi gereken ézellikleri
ideal bir biyosensér asagida adi gegen dzelliklere sahip olmalidir (33,

81).

Secimlilik: ideal bir biyosensér éncelikle segimli olmalidir. Calisma
ortaminda analit ile girisim yapabilecek gesitli bilesenler olabilir. Se¢imli olan
biyosensor, analiti varligi tespit edilmis olan bu bilesenlerden farkli olarak

Olgebilir. Secimlilik yeterli degilse, bunu saglamak igin ek iglemler gerekir.

Kullanim émrii: ideal bir biyosensér, uzun kullanim émriine sahip
olmalidir. Biyosensorun kullanim omrunu kisitlayan en dnemli faktor biyolojik

ceviricinin aktivitesindeki azalmadir.

Kalibrasyon: Kullanim émurleri boyunca biyosensorler, siklikla kalibre
edilmelidir. ideal bir biyosensériin kalibrasyona hi¢ gereksinim duymamasi
gerekse de, bu pratikte gergeklesememektedir. Bunun igin biyosensor
tasarimi igin kullanilan cihazin kalibrasyon gereksiniminin mumkun olabilecek

en az miktarda olmasi istenmektedir.

Tekrarlanabilirlik: ideal bir biyosensér igin, ayni kosullar altinda,
ardarda yapilan olgumlerde, elektrodun vyaklagik olarak ayni sonuglari
okumasi istenir. Bu durum pratikte mumkdan degildir. Bu noktada
tekrarlanabilirlik, ayni kisi tarafindan, ayni kosullarda, sabit bir ornek ile belli
bir yontem kullanilarak yapilan bir dizi islemin, kesinligi olarak tanimlanir.

Biyolojik ornek icin %15'ten fazla bagil standart sapma ile kesinlik
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saglanabilir. Tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka incelenmelidir ¢unku
tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa, biyosensorun de o denli iyi oldugundan

sOz edilebilir.

Stabilite: Stabilite, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina
bagli olup, pH, 1sI, nem, oksijen derisimi gibi faktorlere kargi elektrodun

kararlihgini ifade etmektedir. ideal bir biyosensér kararli olmalidir.

Duyarhilik: Duyarlilik, biyosensorin konsantrasyonda meydana gelen
kuguk degisimleri kaydetme kapasitesidir. Biyosensore immobilize edilmig

biyolojik materyalin duyarlihginin yiksek olmasi gerekir.

Tayin siniri: Analitin, analitik bir islemle tayin edilebilecek en dusuk
konsantrasyonu tayin sinirini belirler. Tayin sinirinin dusik olmasi kullanilan
malzemenin de az olmasini saglar. Tayin siniri, elektrot yuzeyinin bayuklugu,
biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi, elektrot yluzeyine

tutturulan madde miktari gibi faktorlerden etkilenir.

Olgiim araligi: Olgim arali§i akim—konsantrasyon egrilerinin lineer
oldugu derisim araligidir. ideal bir biyosensérde bu araligin genis olmasi

istenir.

Cevap zamani: Cevap zamaninin kisa olmasi g¢alismada zamandan

tasarruf saglar. Bu bakimdan ideal bir biyosensorin hizli cevap zamanina

sahip olmasi istenir. Elde edilen akim—zaman egrileri cevap zamani hakkinda
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bilgi verir. Basamaklarin sekli yayvan ve genigse cevap zamani yavas, tersi

s6z konusu ise cevap zamani hizlidir.

Geriye donme zamani: Geriye donme zamani, 6érnegin amperometrik
caligmalarda, ilk ornekten ne kadar sire sonra ikinci 6rnegin olc¢ulebilecegini

belirler. ideal bir biyosensdr hizli geriye dénme zamani 6zelligi gdstermelidir.

Basitlik ve ucuzluk: ideal bir biyosensériin tasarimi basit, maliyeti

ucuz ve kullanimi kolay olmalidir.

Kugultilebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Biyosensor yapisinda
bulunan materyallerin kdgultulebilmesi, biyosensor tasarimi agisindan
oldukga 6nemlidir. Biyosensorun sterilizasyonu ise ikinci bir nemli noktadir,
ancak biyolojik materyalin fiziksel dayanikhhgi, sterilizasyonu kisitlayan bir

etmen olarak karsimiza gikar.

2.2. Cevirici tiirine gore biyosensor ¢esitleri

Biyosensorun taniyici tabakasina takilmis bulunan ligand (taniyan) ile
tayini gerceklesecek olan analit (taninan) arasinda, sensor yuzeyinde bir
etkilesme olusur. Bu etkilesim, biyosensorlerde ¢ogu kez ¢ok segcicidir.
Etkilesmenin sonucunda olusan degisiklik ortaya g¢ikan bir kimyasal madde
veya baglangigta ortamda bulunan ve etkilesme ile kaybolan bir kimyasal
madde olabilir. Bu durum bazi degisikliklere sebep olur ve gevirici kisim bu

degisiklikleri algilar ve elektrik sinyaline cevirir.
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2.2.1. Elektrokimyasal biyosensorler

Etkilesim sonucu ortaya ¢ikan degisim elektrokimyasal bir degisim ise
(elektriksel potansiyel veya akim degigimi gibi), cevirici bolimun bu
elektrokimyasal degisimleri algiladigi  biyosensorlere elektrokimyasal
biyosensorler adi verilir. Bu baglik altinda en yaygin olarak potansiyometrik,

amperometrik, voltametrik ve alan etkili biyosensorlere rastlanmaktadir.

2.2.2. Optik biyosensorler

Biyosensorun gevirici bolumuanun optik degigsimleri algiladigi ve elektrik
sinyaline cevirdigi aygitlara optik biyosensorler denir. Optik biyosensorler
iletici sistem olarak optik lifler Gzerine uygun bir yontemle uygun bir
biyomoleklul immobilize edilerek hazirlanan oOlgim aygitlaridir. Etkilesim
sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisimin dlgimunu
esas alirlar. Sinyal 1Sk yansimasi, sacilimi ya da yayimi sonucu meydana

gelir (36, 39).

2.2.2.1. Yuzey Plazmon Rezonans (SPR)
Yuzey Plazmon Rezonans (SPR), toplam i¢ yansima kosullari altinda
duzlemsel—polarize 151gin metal ylzeye carpmasi ile yuruyen fiziksel bir

yontemdir (5).

Toplam i¢ yansima: Isik 1sini yarim dairesel bir prizmaya ¢arptiginda,
yogun bir ortamdan daha az yogun ortama gecgerken, dizlemin ara yuzeyi
dogrultusunda kirilir. Gelis agisinin degismesi digaridan gelen 151§, kritik

aclya ulasana kadar degistirir. Bu noktada gelen 1s1gin tumu dairesel prizma
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igerisinde yansir. Buna toplam i¢ yansima (Total Internal Reflection, TIR) adi

verilir.

Yuzey plazmonlari: Prizmanin, yansimanin gerceklestigi tarafi ince bir
metal film tabakasiyla kaplidir. Cogunlukla bu amagla altin kullanilir. Gunku
altin uygun yansima agisi ve dalgaboyu kombinasyonlarinda SPR sinyali
verir. Ayrica altin biyolojik igerikli ¢Ozeltilere ve ¢bzunen maddelere karsi
kimyasal agidan etkisizdir. Foton elektrik alaninin enerijisi yeterli oldugunda,
altin yuzeydeki elektronlarla etkilesime girer. Bu elektronlar dis kabuk ve
gecis bandi elektronlaridir. Yansiyan 1gik fotonlari absorbe olur ve ener;ji

yuzey plazmonlarina donusmek Uzere elektronlara transfer olur (5).

SPR’nin dayandigi temel ilke:

SPR agisi ana olarak metal film tabakasinin ozelliklerine, yansiyan
IS1IgIin dalgaboyu ve metal filmin diger tarafindaki ortamin kirilma indisine
goére degisir (5). Kirllma indisi sicaklida duyarl olarak degisir, buylzden
Olgumlerin uygun sicaklikta yapilmasi gerekir (78). Kirilma indisi ¢alisma
ortaminin yogunlugundan etkilenmez (3).

Metal gelen isik ile uygun bir dalgaboyunda etkilesime yatkin olan
gegcis-bant elektronlarina sahip olmalidir. Bu kosullari iceren metaller; gimus,
altin, bakir, aliminyum, sodyum ve indiyumdur. Buna ek olarak sensor
yuzeyindeki metal okside olmamalidir. Bu metallerden indiyumun ¢ok pahali,
sodyumun ¢ok reaktif, bakir ve aluminyumun ¢ok genis SPR agisina sahip
olmasi ve gumusun kolay okside olmasi nedeniyle altin en pratik metal olarak

SPR cihazlarinda tercih edilir.
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Altin  oksitlenmeye karsi ¢ok direnglidir fakat bircok kimyasal
modifikasyon sistemleriyle gok uyumludur. Metalin kalinhgi ¢ok buyik dnem
tagsimaktadir. Optimum kalinligin Uzerinde bir tabakaya yansiyan isik derin
olmaz; optimum kalinhigin altinda ise yansiyan 1sik yayvanlasir. Keskin bir dip
elde etmek icin 1sik kaynaginin monokromatik ve p-—polarize (yuzeyin
duzlemsel kisminda polarize olmasi) olmasi gerekmektedir. p—polarize
olmayan tum 1sik kaynaklari SPR’ye uygun olmayip, yansiyan isigin arka

plandaki siddetini de arttirir (68).

g A m | ¥ ¢ optimumun atincds B
e = = : optimum
E Gurndg @ |® : optimumun dzerinde
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> —
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Dalgatiayu Dalgaboyu

Sekil 12: A) Metal film olarak gumuas ve aliminyum kullanildiginda
elde edilen dalgaboyuna kargi yansima grafigi. B) Metal kalinliginin

uygunluguna gore dalgaboyuna kargi yansima grafigi.

Deney oOncesi metal yuzey, yansiyan isik ve sicaklik sabit tutulur,
boylece SPR sinyali dogrudan SPR yuzeyinin sensor tarafindaki ortamin

kirilma indisinin degigimine bagli olarak degisir.
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Kantitatif olgumler:

Biyomolekullerin sensor yuzeyine baglanmasi sonucu kirilma agisi
degisir ve bu degisim rezonans agisi veya rezonans dalgaboyu olarak
Olguldr. Kirilma indisi baglanan madde miktariyla dogru orantili olarak artar.
Bazi SPR cihazlari gergek 6lgim degerini (agl veya dalgaboyu) istege bagli
olarak, gosterimi ve yorumu daha kolay olan bir degere gevirir. Kirillan 1sikta

o

gercek aginin degistigi bu birime Rezonans birim (RU) adi verilir (76).

ZH SH-prob

ZH hedef dizi

Giris | = -\\g\ Akis kanals )’/ o~~~ Cikis
ANV

Alun ile kaph
sensir cip

Polarize
131k
Isik
kaynai

algilama
birimi

Sekil 13: SPR’da altin kapli sensor yuzeyinde DNA

hibridizasyonunun sematik gosterimi.

2.2.3. Kiitle hassas biyosensorler
Katle hassas biyosensdrlerde cgevirici olarak piezoelektrik kristaller
kullanilir. Rezonans frekanstaki degisime dayanarak santimetrekarede

nanogram seviyesinde kutle degisimi Olgulur. Bu sebeple antikor—antijen
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etkilesimlerinde sikga kullanilir. Kutle hassas biyosensorlere Kuartz
Kristal Mikrobalans (Quartz Crystal Microbalance, QCM) 0&rnek

gosterilebilir (34).

2.3. DNA Biyosensorleri

Tanima yuzeyi olarak DNA’nin kullanildigi biyosensorlere  DNA
biyosensorleri adi verilir (60, 61, 73, 82, 95). DNA biyosensorleri, dizisi
bilinen hibridizasyon olaylarinin izlenmesinde (61, 93) veya bu yuzey ile

etkilesime giren maddelerin tayininde kullanilabilir (7, 93).

Biyosensor tasariminda kullanilan molekuller ve yapilari:

2.3.1. Nuikleik asitler ve DNA

Nukleik asitler genetik bilgilerin kodlandigi makro molekullerdir. Genetik
bilginin nesilden nesile aktarilmasini saglarlar. iki tip nikleik asit vardir.
Bunlar DNA (deoksiribonukleik asit) ve RNA (ribonukleik asit) olarak
isimlendirilirler.

Bir nUkleotidin yapisinda seker grubu, purin veya pirimidin bazi ve fosfat
grubu vardir. Belirli tir ve sayidaki nukleotidlerin belirli bir dizilis sirasina gore
3'-5" fosfodiester baglari ile birbirlerine baglanarak polinukleotid zinciri
olusturmalari sonucu nukleik asitlerin primer yapisi olugur. Bu baglanma
seker molekulunun 3’ konumundaki karbonunun, kendinden sonra gelen
nukleotidin seker molekulinin 5 konumundaki karbonuna baglanmasi ile
gerceklesir. NUkleik asit yapisindaki sekere gore deoksiribonukleik asit (DNA)

ya da ribonukleik asit (RNA) adini alir.
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Nukleik asitlerin organik bilesikleri Purin (Adenin, Guanin) ve Pirimidin
(Urasil, Timin, Sitozin) bazlaridir. Urasil pirimidin bazlarina dahil olup yalnizca
RNA'da bulunur. Seker grubu ise nukleik asitlerin ana omurgalarini
olusturdugu igin purin ve pirimidin bazlari kadar 6nemli molekullerdir.
Polintkleotidler omurgada bulunan fosfat gruplarindan dolayr asidik
karakterlidir.

Chargaff tarafindan ortaya konan DNA molekullerine ait X—isinlar
difraksiyon verileri, DNA molekulinde adenin (A) ve timin (T) miktarlar ile
guanin (G) ve sitozin (C) miktarlarinin esit oldugunu gostermektedir. Buna
dayanarak yapilan calismalarda 1950 yillarinda Watson, Crick ve Wilkins
DNA yapisinin ¢ift zincirli heliks seklinde bir yapi oldugunu ortaya koymustur.
Sekil 14 DNA c¢ift sarmalini gostermektedir. Bu zincirler boyunca purin ve
pirimidin bazlari bulunmaktadir ve bu bazlar karsilikli hidrojen baglari ile bir
arada tutulmaktadir. Purin ve pirimidin bazlar ¢ift sarmal boyunca karsilikli
olarak birbirleriyle spesifik olarak baglanirlar. Buna gore yapida; Adenin ( A)
ile Timin (T), Guanin (G) ile de Sitozin (C) baz c¢iftlerini olusturur. Bu sayede,
bir zincirdeki baz dizisi verildiginde ikinci zincirdeki baz dizisi de
bulunabilmektedir. A-T baz ciftinde iki, G-C ciftinde U¢ hidrojen bagi
bulunmaktadir. Bazlar arasinda bulunan bu hidrojen bagdlarn zayif
olduklarindan DNA molekulu 1sitildiginda bu bagdlar kolaylikla acilir ve
DNA'nin ¢ift zincirli heliks yapisi bozulur. Bu olaya denaturasyon adi verilir.
Denature olan DNA uygun sartlar saglanirsa tekrar ¢ift zincirli hale gelebilir.

Bu olaya da renaturasyon adi verilir (19, 20, 83).
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Baijlan

Sekil 14: DNA cift sarmali.

Cift sarmal seklindeki molekulun bir zinciri 5 — 3’ yonune dogru, digeri
ise 3' — 5 yonune dogrudur. Heliks iginde, iki zincirin arasindaki U¢ boyutlu
sistemdeki iligki, buyuk oluk (major) ve kuguk oluk (mindr) olugturmak

seklindedir. Cift sarmalin dis ylzeyinde zincirler bulunmaktadir.
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Sekil 15: Nukleik asitte bulunan organik bazlarin kimyasal yapisi ve
siniflandiriimasi.
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Sekil 16: Nukleik asitte bulunan sekerlerin kimyasal yapisi.

2.3.2. Peptik niikleik asitler (PNA)

DNA’'nin  omurgasini olusturan negatif yUkli deoksiriboz—fosfat
omurgasinin, amit baglari ile baglh peptide benzer, nétral bir yapiyla
degistiriimesi sonucu PNA'lar elde edilir. PNA, bir DNA analogudur. Negatif
yukll iki DNA yapisi hibridizasyona dayall ¢calismalarda elektrostatik olarak
birbirini iter. PNA noétral yukli oldugu igin bu dezavantaji ortadan kaldirir.
Ayrica PNA’lar sicakliga ve enzimlere dayaniklidir. Yuksek i1silarda denature

olmazlar.

2.3.3. DNA ile ilgili bazi terimlerin tanimlamalari

2.3.3.1. DNA baz dizilerinin yazihmi ve bazi terimler ile ilgili temel

bilgiler

Asagida DNA baz dizilerinin yazilimi ve bazi terimler ile ilgili temel

bilgiler hakkinda kisa bilgiler verilmigtir (19, 20).
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Oligoniikleotid: Birden ¢ok nukleotidin yanyana gelmesiyle olusan

yapiya oligonukleotid denir.

Diniikleotid: iki niikleotidin yanyan gelmesiyle olugan yapiya denir.

Triniikleotid: Ug niikleotidin yanyana gelmesiyle olugan yapiya denir.

Tekrarlayan oligonuikleotidler: Polimer icerisinde, tekrarlanan tek bir
nukleotid, iki nukleotid veya U¢ nukleotid, tekrarlayan oligonukleotidleri ifade
eder. Tekrarlayan mononukleotide poly (A), dinukleotide poly (AT),

trintkleotide poly (GAT) ornek verilebilir.

Cift sarmal tekrarlayan polimerler: Tekrarlayan baz ciftlerinden
olusan ve 5—3’ polaritesine sahip polimerlerdir. Nokta ile ayrilarak ifade
edilirler. Ornegin mononikleotid gosterilisine, poly(A).poly(T) (veya
poly(dA).poly(dT) seklinde gosterilebilir), dintikleotide poly(AT).poly(AT),

trinukleotide poly(CAT).poly(ATG) ornek verilebilir.

Baz cifti: Baz cifti, birbirinin kargiligi olan iki baz anlamina gelir.

Bazlarin arasina nokta konularak ifade edilir. Ornegin, A.T veya G.C baz

ciftleri gibi.

Prob: Sahip oldugu baz dizilimi bilinen oligonukleotid.

Hedef dizi (Target): Prob dizisinin karsiligini igeren oligonukleotid.
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Yanhs eslesen dizi (Mismatch): Bir bazi veya birden fazla bazi hedef
diziye karsilik gelmedigi icin, hedef diziyle tam olarak eslesemeyen

oligonukleotid.

Rasgele dizi (Non-complementary): Tum bazlar hedef diziye karsilik

gelmeyen oligonukleotid.

Mutasyon: Nukleik asitlerdeki baz dizilerinde tabii yollarla yada
kimyasal veya radyoaktif herhangibir mutajen ajan vasitasiyla meydana
gelen degisimlere mutasyon adi verilir. Farkli insan genomlarinda yaklagik
her 200 nukleotidte bir nukleotid fatklidir buna polimorfizm denir. DNA
replikasyonu, fiziksel veya kimyasal etmenler ile DNA’da kalici hasarlar
ortaya ¢ikmaktadir.

DNA’daki bir yada birkag baz ile ortaya c¢ikan mutasyona nokta
mutasyonu adi verilir. Tek bir bazda olusan nokta mutasyonu en yaygin
gérulen taraddr. Bu durum herhangi bir bazin kendi tamamlayicisi olan baz

digindaki bir baz ile birlegmesi ile meydana gelir.

Gen: Kalitimin temel, fiziksel ve islevsel birimidir. Ortalama 1500
nukleotidten olusmus canlinin kalitsal 6zelliklerinden herhangi birini tagir. Her
gen, protein veya RNA molekull gibi 6zel bir iglev tasiyan kromozomlarin

belli bir noktasindaki nukleotid dizilerinden olugur.
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2.3.3.2. Nukleik asit (DNA) hibridizasyonu
Nukleik asit hibridizasyonu, karsiligi olan baz giftlerinin, 0zel
hibridizasyon kosullarina baglh olarak kararli bir dubleks molekul olugturmasi

iglemidir (4).

3. POLIMERAZ ZINCIiR REAKSiIYONU (PCR)

Genetik bilgilerin depolandigi 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
molekulinden dizilimi ayni olan ikinci bir DNA molekulu meydana gelir. Hicre
bolinmesi sonucu yeni olugan hucrelere tim DNA bilgileri aynen gecer.

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

Polimeraz Zincir Reaksiyonu in vitro bir yontem olup spesifik bir DNA
parcasinin kopyalarinin, primerler tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak
sentezlenmesi gseklinde tanimlanir. Bu yontem sayesinde az miktardaki DNA
hizl ve basit bir sekilde ¢cogaltilabilir (41, 65, 66, 67).

PCR, yaklasik 30 jenerasyon sonra, secilmis bir DNA dizisinin asagi
yukari milyar katini kopyalar. Bu sebeple PCR’ye, DNA ¢ogaltma yontemi de

denebilir (41).
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3.1. PCR’nin Temel Bilesenleri

Polimeraz Zincir Reaksiyonu’'nun c¢alisma prensibi Ozetle, c¢esitli
materyallerden izole edilmig ¢ift sarmal DNA molekilinin denatirasyonu, iki
oligonukleotid primerlerin hedef dizilere baglanmasi ve uzamasi esasina
dayanir.

PCR’nin g¢alisma prensibini daha iyi anlayabilmek i¢in, PCR’nin temel

bilesenlerini bilmek daha yararli olacaktir. PCR’nin temel bilesenleri sunlardir:

3.1.1. Cogaltilacak olan kalip DNA
PCR’de kullanilacak olan kalip DNA, herhangi bir biyolojik kaynaktan
elde edilmis genomik DNA, plazmid, faj DNA’lari, ¢esitli genler veya herhangi

bir DNA pargasi olabilir.

3.1.2. Taq DNA Polimerazlar

DNA polimeraz enzimleri, kalip ipligin karsisina tamamlayici bir DNA
ipligi olusturmak Uzere, dort c¢esit deoksiribonukleotid trifosfattan, uzun
polintkleotid zincirin sentezini katalizler. Bu iglemi orijinal kalp iplikteki baz
bilgisini kullanarak gergeklestirir. Sentezin baslamasi igin primerlere
gereksinim vardir. Sentezin yonu 5—3’ seklindedir. Ortamdaki dNTP’lerin
nukleofilik etki yapmalariyla, primerin serbest 3'-hidroksil ucuna fosfodiester
baglarinin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir.

Termostabil DNA polimeraz enziminin PCR’de kullanilmasi, 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.

43



3.1.3. DNA Primerleri

DNA primerleri tek iplikli spesifik DNA segmentleridir. Kullanildiklari yere
gore 10—40 oligonukleotidten olusmuslardir. 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 igin 5—3 yonunde uygun bir ortam

saglamaktadir.

3.1.4. Deoksinukleotid Trifosfatlar (ANTP)

Deoksiribonukleozid trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) yuksek
saflikta ya tek ya da dortlu karisim halinde ticari olarak saglanirlar. Tag DNA
polimeraz kaliba uygun, dogru bazlari segmede dusuk dNTP derigimleri (10-
100 yM) kullanarak daha basaril olurlar. Normal kosullarda PCR 100 uM

dNTP derisimi ile gerceklestirilir.

3.1.5. Tamponlar ve MgCl;

PCR’de kullaniimak izere genellikle énerilen tampon 20°C’de 10-50mM
Tris-HCI'dir. Tris 1sisal dongusu esnasinda pH’1 6.8-7.8 arasinda degisen
dipolar iyonik bir tampondur. Mg2+ iyonlart dNTP’ler ile ¢ozunebilir
kompleksler olustururlar, DNA ¢ift sarmalinin denattirasyon sicakhgini
artirirlar, polimeraz aktivitesini stimule ederler. Magnezyum derigimi, primer
eslesmesini, olugsacak udrunun ozelligini, primer-dimer formasyonunu

etkileyebilir. Mg®* iyonunun disiik derisimde olmasi {rlin olusumunun
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azalmasina, yuksek derisimde olmasi ise spesifik olmayan Urun birikimine

sebep olur.

3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nun igleyisi

Farkh sicaklik derecelerini istenilen sureler igin otomatik olarak
ayarlayan PCR aletlerinin kullaniimaya baslanmasi 6nemli gelismelere yol
acmigtir. Bir PCR dongusu denaturasyon, primerin baglanmasi (Annealing)

ve uzama (Extension) olmak Gzere Ug¢ agamadan olusur.

3.2.1. Hedef DNA’nin denatiirasyonu

Denatlrasyon, nukleik asitin iki iplikgiginin birbirinden ayrilarak tek
iplikcik haline gelmesi islemidir. Hedef DNA’nin denatiirasyonu 95°C’de
gerceklestirilir. PCR icin etkin denatiirasyon sicakliginin 92-95°C oldugu
saptanmisgtir. Denatlrasyonu gerceklestirilecek metaryelin tirine gore bu isi

igslemi 3—5 dakika kadar uygulanir.

3.2.2. Primerlerin baglanmasi (Annealing)

Bu basamakta sicaklik 55-60°C’ye dusiiriiliir. Primerler kendilerinin
komplementeri olan tek iplik hedef DNA Uzerindeki bolgelere spesifik olarak
baglanir. Primerler hedef DNA'nin 3° ucuna kendilerinin & ucundan
baglanirlar. Polimerizasyon i¢in 5’—3’ yonunde uygun bir ortam olusgur.

Eslesme birka¢ saniye surer. Primerlerin konsantrasyon ve uzunluklari
primer eglesmesi igin gereken 1s1 ve sureyi belirler. PCR’nin basarili bir

sekilde gergeklesmesi icin T, / T, (Denaturasyon Sicakligi/Baglanma
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Sicakhgi) degerinin dogru bir sekilde hesaplanmasi gerekir. Bu hesaplama
icin kullanilan en yaygin formdal;

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

Tm degeri hesaplandiktan sonra bu sicakligin 5°C alti uygulanabilir
eslesme Isisi olarak saptanir ve daha sonra optimum sicaklik degeri

denemelerle saptanir.

3.2.3. Uzama

Bu basamakta sicaklik TagDNA polimerazin galistigi sicaklik olan 70-
72°C’ye cikarihr. Hedef DNA dizisinin kopyasi TagDNA polimerazin
nukleotidleri primerlerin 3’ ucuna vyerlestirmesiyle gerceklesir. Uzama,
baglanma gergeklestikten sonra baslar. Sicaklik 70°C’ye geldiginde termal
DNA polimerazlar en aktif hale gegerler 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
sicakliktir.

Yukarida anlatilan G¢ asama defalarca tekrarlanir ve bodylece DNA
fragmanlari Ussel olarak artar. Bir dongu sonucu meydana gelen Urun ardisik
dongude diger primer igin kalip gorevi yapar. Her PCR dongusu sonucu DNA
molekult tUzerinde istenilen bolge iki katina gikmig olur.

Her dongunun %100 verimle gergeklestigini varsayarsak, ornegin 20

déngii sonucu 2%° kat Giriin meydana gelir.
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BOLUM Il

GEREG VE YONTEM

2.1. Kullanilan cihazlar
Olgimler ve deney sirasinda kullanilan tim cihaz, donanim ve
yazilhimlar sunlardir;
Terazi (Sartorious-Analytic A-200)
Ses titresimli temizleyici (Ultrasonic LC 30 H)
pH-metre (Schott-Mainz CG 710)
Manyetik karistirici ( Elektro-mag ve ARE 2-Velp )
Potansiyostat; AUTOLAB 30 (Eco Chemie, Hollanda)
Ag/AgCl referans elektrot
Platin tel (Yardimci elektrot olarak kullanildi.)
Yuzey Plazmon Rezonans (SPR) Cihazi; (Nomadics)
Pompa; (Goldman, Biasis, AR03)

Altin sensor; (TSPR1K23, Texas Instruments, ABD)

2.2. Kullanilan kimyasal maddeler
e Sodyum Hidroksit (NaOH) (Merck)
e Di potasyum hidrojen fosfat (K;HPO,) (Riedel-de Haen)
e Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,) (Riedel-de Haen)

e Sodyum fosfat dibazik dihidrat (Na;HPO4.2H,0) (Riedel-de Haen)
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e Trizma hidroklorik asit (Trizma-HCI) (Sigma)

e Sodyum klorur (NaCl) (Sigma)

e Etanolamin hidro-klorur (Sigma)

e N—Hidroksisuksinimid (Sigma)

e Etilkarbodiimid 1-etil -3-dietil aminopropil karbodiimid hidroklortr
(Sigma)

e 1—Naftl Fosfat disodyum tuzu (Sigma)

e ExtrAvidin—Alkalen Fosfataz (Sigma)

e tri-Sodyum sitrat dihidrat (Merc)

e Sodyum dodesil hidrat tuzu (Merc)

e EDTA

e Tween 20 (Merck)

e 6—merkapto—1-hekzanol (Aldrich)

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

Deneysel galismalar oda sicakliginda (25,0 + 0,5) °C’ de gerceklestirildi.

2.3. Kullanilan DNA dizileri

Calismada kullanilan tim sentetik diziler ( S1, S2, S3, S4, S5) liyofilize
toz halinde TIB Molbiol (Almanya) 'dan saglandi. Ayrica Mycobacterium
tuberculosis bakterisine ait PCR Grini ornekleri Ege Universitesi Tip

Fakultesi Klinik Mikrobiyoloji ve Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'ndan saglandi.
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2.3.1. Kullanilan sentetik prob diziler

Prob 1

5 NH; — (CH2)s — CAT GAATTG GCT CAGCTGGCT G -3
Prob 2

5 NH; — (CH2)s — AG CGG GTT GTT CTG GTC CAT GAA-3’
Prob 3

5 NH; — (CH2)s — GGT CAA CCC CGACAGCGG GTT -3’

5" SH — (CH2)s — GGT CAA CCC CGACAG CGG GTT -3
Prob 4

5 NH; — (CH2)s — CGA CAG TCG GCG CTT GTG GGT CAA-3’
Prob 5

5 NH— (CHa)s — -3

2.3.2. Kullanilan sentetik hedef dizi
5 — CAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGG

GITGACCCACAAGCGCCGACTGTCG -3

2.3.3. Kullanilan PCR iirunu hedef dizi

5’biotin-CCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGTTGATCAA
CATCCGGCCGGTGGTCGCCGCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCA
GCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCA

CAAGCGCCGACTGTCG CCGGCGGTCTGTCACGTGAGC

ACCCGTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAAACCCCTGAGGGG

CCCAACATCGGTCTGATCGGCTCGCTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAAC

CCGTTCGGGTTCATCGAAACG-3
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2.4. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanigi

2.4.1. Tampon ¢ozeltilerinin hazirlanigi

Tum tampon c¢ozeltilerin hazirlaniginda Mili Q distile su kullanildi.
Tampon c¢oOzeltiler hazirlandiktan sonra plastik siselerde, buzdolabinda
saklandi. iyonik siddeti saglamak icin fosfat ve tris—HCI tampon ¢ézeltilerine

litresine derisimi 0,02M olacak sekilde 1,168g NaCl eklendi.

0,05M fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlanigi (pH:7,4)

Olgimler sirasinda kullanilan 0,05M fosfat tampon ¢ozeltisi litresinde
1,36g (0,01 mol) KH,PO4 ve 6,96g (0,04 mol) KyHPO,4 icermektedir.
Hazirlanan tampon ¢ozeltisinin pH degeri yaklasik 7,4 olmaktadir. Gerekliyse

pH, 0,1 N NaOH ve / veya 0,1 N HCl ilavesiyle pH metre ile 7,4’e ayarlanir.

0,02M Tris HCI tampon ¢ozeltisinin hazirlanisgi (pH:7,0 ve 9,6)

Kullanilan 0,02M Tris HCI tampon ¢o6zeltisi litresinde 3,152g (0,02 mol)
Trizma HCI igermektedir. Cozeltinin pH'sinin 7,0 ve 9,6 degerlerine
ayarlanmasi, 0,1N NaOH ve / veya 0,1N HCI ilavesiyle, pH metre ile

Olgulerek gerceklestirilir.

1M fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlanisgi (pH:3,8)

Altin ylzeye tutturulan prob ¢ozeltisinin hazirlandigi 1M fosfat tampon
gOzeltisi litresinde 136,099 KH.PO, igcermektedir. Hazirlanan tampon
¢Ozeltisinin pH degeri yaklasik 3,8 olmaktadir. Gerekliyse pH, 0,1N NaOH

veya 0,1N HCl ilavesiyle, pH metre ile dlgulerek gergeklestirilir (42, 56, 99).

50



Mycobacterium Tuberculosis bakterisinin rifampine karsi
gelistirdigi diren¢ mutasyonlarinin elektrokimyasal yoldan saptanmasi
esnasinda kullanilan hibridizasyon tamponunun hazirlanigi

Hibridizasyon tamponu litresinde 0,03M olacak sekilde 8,823g sodyum
sitrat ve 0,3M olacak sekilde 17,532g NaCl icermekte olup 0,05M fosfat

tampon ¢oOzeltisinde (pH:7,40) hazirlandi (44, 45).

SPR ile Mycobacterium tuberculosis bakterisinin tayininde
kullanilan hibridizasyon tamponunun hazirlanisi

Hibridizasyon tamponu litresinde 3,56g NaxHPO4.2H,O (20mM),
37,2mg EDTA (0,1mM), 8,77g NaCl (150mM) ve 52uL Tween 20 (%0,005)
icermektedir. Hazirlanan tampon ¢ozeltisinin pH degeri yaklasik 7.4
olmaktadir. Gerekliyse pH, 0,1N NaOH veya 0,1N HCl ilavesiyle, pH metre ile

Olculerek gerceklestirilir (42, 56, 99).

Yikama tamponunun hazirlanigi

Yikama tamponu litresinde 15mM olacak sekilde 4,412g sodyum sitrat,
0,5M olacak sekilde 29,22g NaCl ve %0.1 olacak sekilde 1g sodyum dodesil
hidrat tuzu icermektedir. Tampon 0,02M Tris HCI tampon ¢ozeltisinde

(pH:7,0) hazirlandi (43).
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2.4.2. DNA dizilerinin hazirlanigi

2.4.2.1. Sentetik prob ve hedef dizi ¢ozeltilerinin hazirlanisi

Mycobacterium tuberculosis rifampin rpoB diren¢ mutasyonu analizi ve
SPR ile Mycobacterium tuberculosis bakterisinin tayini i¢in kullanilan prob ve
hedef dizi stok ¢ozeltileri 1000 pyg/mL derigiminde ultra saf su ile hazirlandi
ve -20°C’de sakland..

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

n ( mol) = M (katle) g / MA (molekul kutlesi) g/mol

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

M (Molarite) = M (kutle) / [MA (molekdl katlesi) x V (hacim)] = mol /L

Elektrokimyasal yontemde kullanilan prob diziler, 50mM fosfat tampon
¢ozeltisi (pH:7,4) kullanilarak hazirlandi. SPR ile yapilan ¢alismada kullanilan
prob diziler 1M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:3,8) kullanilarak, sentetik hedef

diziler ise hibridizasyon tamponu (pH:7,4) kullanilarak hazirlandi (44, 45, 46).

2.4.2.2. PCR uriinu orneklerinin hazirlanisi

Ege Universitesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
tarafindan kultirde uretilmis, M.tuberculosis izolatlarindan ekstrakte edilen
DNA'nin rpoB geninin 329 bp’lik bolumu (5’biotin-
CCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACAC-3’) ve (5-
CGTTTCGATGAACCCGAACGGGTTGAC-3') primerleri kullanilarak PCR ile

amplifiye edildi (12, 13, 14). Bu urunler hibridizasyon tamponu ile uygun
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derisime seyreltilip, hibridizasyondan once denature edilerek tek iplikli hale

getirildi.

2.4.3. Kovalent baglama ¢ozeltisinin hazirlanigi
Kullanilan kovalent baglama ¢ozeltisi, 8mM NHS ve 5mM EDC olacak
sekilde litresinde 0,921g NHS ve 0,959g EDC igcermektedir. Cozelti Mili Q

distile su ile hazirlandi (44, 45, 46).

2.4.4. Etanolamin hidro—kloriir ¢ozeltisinin hazirlanigi
Etanolamin hidro-klorir ¢ozeltisi, 0,1M olacak sekilde litresinde 9,769
etanolamin hidro-klortr icermektedir. Cozelti 0,05M fosfat tampon c¢ozelti

icerisinde (pH:7,40) hazirlandi.

2.4.5. ExtrAvidin—AF ¢ozeltisinin hazirlanisi
Cozelti, 0,05M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:7,40) ile 1:1000 oraninda

seyreltilerek hazirlandi (86).

2.4.6. 1-NF disodyum ¢ozeltisinin hazirlanisi
Cozelti, 0,02M Tris HCI tampon ¢ozeltisi (pH:9,60) ile litresinde 1g 1—

NF disodyum tuzu igerecek gekilde hazirlandi (17).

2.4.7. 6—-merkapto—1-hekzanol ¢ozeltisinin hazirlanigi

Cozelti, etanol:su (75:25) karisiminda, litresinde 140uL 6—merkapto—1—

hekzanol igerecek sekilde hazirlandi (42, 56, 99).

53



2.5. Kullanilan yontem

2.5.1. Mycobacterium Tuberculosis bakterisinin rifampine karsi
gelistirdigi diren¢ mutasyonlarinin elektrokimyasal yoldan saptanmasi
Tasarlamis oldugumuz genosensor ile Mycobacterium tuberculosis
rifampin direng mutasyonu analizi igin kullanilan yodntem basamaklari
sirasiyla Sekil 17 ve Sekil 18'de sematize edilmistir.
Tayin igin belirtilen asamalarin uygulanmasi igin gerekli sureler
asagidaki gibidir:
e PGE yuzey kaplanmasi (kovalent baglama ¢ozeltisi ile) 60
dakika
e Prob tutturulmasi, 60 dakika
e Etanolamin hidro-klorur kaplanmasi, 60 dakika
e Denaturasyon, 10 dakika
e Hibridizasyon, 30 dakika
e Yikama, 10 dakika
e ExtrAvidin—AF tutturma, 30 dakika
e 1-NF disodyum tutturma, 20 dakika

e Olglim, 1 dakika
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- Kovalent ajanlarla kaplama
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Sekil 17: Kalem grafit elektrotlarin kovalent ajanlarla kaplandiktan sonra

yuzeye sirasiyla prob dizi ve etanolamin tutturulmasi.
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- Denatiirasyon
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Sekil 18: Denature edilmis PCR Urinu hedef dizisinin prob dizi

ile

hibridizasyonunun ardindan sirasiyla ExtrAvidin—AF ve 1-NF baglanma

basamaklari ve buna bagli olugan naftole ait yukseltgenme sinyali.
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2.5.1.1. Elektrotlarin hazirlanisi

Calismamizda calisma elektrodu olarak kalem grafit elektrot (Noki
kalem model 2000, Japonya) kullanildi. Kalem uglari 0.5mm c¢apinda ve
60mm uzunlugunda olup deneysel kosullara uygun olmasi agisindan 30mm
boyunda kesilerek hazirlandi. Bu 30mm’nin 10mm’lik kismi, ¢ozelti igine
daldirlacak sekilde bir elektrot tutacagi igine yerlestirildi (26, 27, 46, 47, 71,
90, 91). Her bir parametre igin farkh grafit yuzeyler olugturularak tek

kullanimlik elektrot sistemi saglandi.

2.5.1.2. Elektrot ylizeylerinin kovalent baglama ¢ozeltisi ile kaplanmasi
Mycobacterium tuberculosis prob dizilerinin PGE yuzeylerine
tutunabilmesi icin elektrotlar kovalent baglama c¢ozeltisi ile kaplandi. Bu
amagla taze hazirlanmis 8mM N-hidroksi suksinimit (NHS) ve 5mM
Etilkarbodiimid 1—etil —3—dietil aminopropil karbodiimid hidroklorir (EDC)
iceren ylzey kaplama ¢ozeltisi iginde elektrotlar 1 saat bekletildi (40, 46, 47,

53).

2.5.1.3. Elektrot yiizeylerine prob baglanmasi

0.05M fosfat tamponu (pH:7,40) icinde hazirlanmis 5 farkli prob dizisini
iceren ¢oOzeltiler hazirlandi. Yuzeyi kovalent ajanlarla kaplanmig olan

elektrotlar 10pug/mL (ppm) prob ¢ozeltisi icerisinde 1 saat bekletildi (44, 46).
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2.5.1.4. Elektrot yiizeyindeki bosluklarin etanolamin hidro—kloriir ile
kaplanmasi

5 farkh prob dizisi ile kaplanmis olan elektrotlar, 0,05M fosfat tamponu
(pH:7,40) iginde hazirlanmig, 0,1M etanolamin ¢oOzeltisi icerisinde 1 saat

bekletildi.

2.5.1.5. PCR ornekleri ile hibridizasyon
Cift iplikli halde olan ve biotin isaretli PCR dranleri, hibridizasyon
tamponu ile derisimi 20 pg/mL olacak sekilde seyreltildi ve hibridizasyona
uygun olmasi i¢in denature edilerek tek iplikli hale getirildi (43). Denaturasyon
islemi icin Griinler 8 dakika kaynar su banyosunda (95°-100°C) tutularak
ipliklerin birbirinden ayrilmasi, ardindan ayrilan ipliklerin kendi Ustine tekrar
baglanmasini engellemek amaciyla 0°C buz banyosunda 5 dakika
bekletilerek prob ile hibridizasyona uygun tek iplikli diziler elde edildi.
Denaturasyondan sonra yuzeyleri prob ve etanolamin hidro—klorur kapli
elektrotlar, hedef c¢ozelti icerisinde 30 dakika bekletilerek hibridizasyon

saglandi.

2.5.1.6. Yikama

Hibridizasyondan sonra, elektrot yuzeylerinden baglanmayan ya da
mutasyon igerdigi igin hibridizasyon sonucu iyi baglanmamis zayif hibritleri
yuzeyden uzaklastirmak icin elektrotlar, yikama tamponu igerisinde 10 dakika

bekletilerek yikandi.
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2.5.1.7. ExtrAvidin—AF tutturulmasi
Hibridizasyon sonucu olusan ¢ift sarmalin ucunda bulunan biotine
baglanmasi igin elektrotlar 0,05M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:7,40) ile 1:1000

oraninda segreltilmis Extravidin—AF ¢ozeltisi icerisinde 30dakika bekletildi.

2.5.1.8. 1-NF baglanmasi
Naftol olusumunu saglamak amaciyla elektrotlar, 0,02M Tris—HCI
tamponu (pH:9,60) ile hazirlanmis olan 4mM 1-NF c¢ozeltisi icerisinde 20

dakika bekletildi.

2.5.1.9. Voltametrik 6lgiim

Elektrot ylizeyinde hibridizasyon sonrasi meydana gelen cift iplikli DNA
ucunda olugmus olan naftolun, diferansiyel puls voltametri teknigi ile 0 V'dan
0.8V’ a kadar, 15 mV / s tarama hizinda, 50 mV genlik kullanarak, 20mM
NaCl iceren, 0.05M’'lik fosfat tamponu (pH = 7,40) icinde yUkseltmesine ait

pik akimi 6lguldu. 0.33V civarinda naftol yukseltneme sinyali gozlendi.

2.5.2. SPR ile Mycobacterium tuberculosis bakterisinin tayini
Tasarlamis oldugumuz genosensor ile Mycobacterium tuberculosis
bakterisinin analizi i¢in kullanilan yontem basamaklari ve bu basamaklarin

uygulanmasi igin gerekli sureler asagidaki gibidir:

Altin yuzeyinin temizlenmesi, 20 dakika

Prob tutturulmasi, 120 dakika

Merkaptohekzanol kaplanmasi, 60 dakika

Hibridizasyon, 30 dakika
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e Yikama, 20 dakika

2.5.2.1. Sensor yuzeyinin temizlenmesi

Calismada sensor olarak TSPR1K23 altin sensor kullanildi. Sensor
yuzeyine 10uL pirana ¢ozeltisi [HoSO4:H20, (3:1)] pipetlendikten sonra 10
dakika bekletildi. Daha sonra sensor distile su ile yikandi. Tekrar pirana
cOzeltisi pipetlenip 10 dakika bekletildikten sonra bol distile su ile yikanarak

kullanima hazir hale getirildi.

2.5.2.2. Altin yuzeye prob baglanmasi

Temizlenen sensor SPR cihazina takildiktan sonra prob ¢ozeltisinin
hazirlanacagi tampon olan 1M KH2PO4 (pH:3:8), sistem sabitlenene kadar
altin sensor yuzeyinden gecirildi. Daha sonra ayni tamponda 1ppm olacak
sekilde hazirladigimiz tiyol isaretli sentetik prob dizinin 5uL/dk hizda, 2 saat

boyunca altin yuzeye baglanmasi saglandi (42, 56, 99).

2.5.2.3. Altin yuzeye 6—merkapto—1-hekzanol baglanmasi
Baglanan prob dizilerin arasindaki bogluklari doldurmak tzere etanol:su
(75:25) karisiminda hazirlanmigs 1mM merkapto hekzanol g¢ozeltisi 1 saat

boyunca altin yuzeyinden gegirildi (42, 56, 99).

2.5.2.4. Hibridizasyon
Hibridizasyonun gergeklestigini anlamak i¢in hedef ¢ozeltiyi vermeden
once sistem dengeye gelene kadar sensor yuzeyinden hibridizasyon

tamponu gegirildi. Daha sonra ayni tamponda 2ppm olacak sekilde
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hazirladigimiz sentetik hedef dizinin 5uL/dk hizda, 30 dakika boyunca prob

dizi ile hibridizasyonu saglandi (56).

2.5.2.5. Yikama
Hibridizasyonun ardindan yine hibridizasyon c¢ozeltisi ile yikama

yapilarak baglanmayan dizilerin ortamdan uzaklastiriimasi saglandi.

2.6. Mycobacterium Tuberculosis bakterisinin rifampine karsi
gelistirdigi direng mutasyonlarinin elektrokimyasal yoldan
saptanmasinda incelenen parametreler

Yapilan galigmalarin timu, rpoB geninde direng mutasyonlarinin tayini
igin, en uygun hibridizasyon ve mutasyon ayirimi kogullarinin saptanmasina
yoneliktir.

Calisma kapsaminda prob diziler ile bu dizilere karsilik gelen bolgelerin
bulundugu PCR aruni hedef diziler ve tim bazlari hedeften farkli rasgele
hedef diziler hibridizasyona tabi tutulmus ve alinan yanitlar arasindaki
farklilanmadan yararlaniimistir. Hibridizasyondan sonra PCR Urunu hedef dizi
ile yuksek bir sinyal alinmasi beklenirken tum bazlari hedeften farkh rasgele
dizi ile duguk bir sinyal alinmasi beklenir. Her iki dizi ile alinan yanitlarin orani
genosensorun secimliliginin gostergesidir.

En uygun mutasyon ayirim kosullarinin saptanmasi ise; belirli bir
bolgesinde mutasyon iceren bir PCR urunu hedef dizinin prob diziler ile
hibridizasyonu ile mutasyonun en iyi gozlendigi kosullarin segilmesidir.
Mutasyon icermeyen bolgeler ile bu bolgelere karsilik gelen problarin

hibridizasyonu sonrasinda, naftolin yukseltgenmesine ait pik akiminin
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yuksek oldugu; mutasyon iceren bolgeye karsilik gelen prob dizi ile

hibridizasyon sonrasinda ise en dusuk sinyalin elde edildigi kosullar saptanir.

2.6.1. Mutasyon analizlerinin saptandigi en uygun kosullar

2.6.1.1. Yikama zamaninin mutasyon analizine etkisinin incelenmesi

Bu galismada PCR Grinunin S3 ve S4 bolgelerine karsilik gelen prob
dizilerinin, PCR drunun denature edilerek tek iplikli hale getirilmis, S4
bolgelesinde direng mutasyonu iceren hedef dizi ile hibridizasyonu
gerceklestirildi. Hibridizasyondan sonra 5, 10, 15, 30 ve 60 dakika gibi farkli
sureler kullanilarak yikama islemi gergeklestiriidi ve alinan naftol
yukseltgenmesine ait pik akimlari arasindaki farkhliklarin incelenmesiyle en

uygun yikama zamani saptandi.

2.6.1.2. ExtrAvidin-AF’nin baglanma siiresinin mutasyon analizine
etkisinin incelenmesi

Bu calismada PCR Grinunin S4 ve S5 bolgelerine karsilik gelen prob
dizilerinin, denature edilerek tek iplikli hale getiriimis, S4 bdlgesinde direng
mutasyonu igeren biotin isaretli PCR urunUu hedef dizi ile hibridizasyonu
saglandi ve ardindan uygun surede yikama gercgeklestirildi. Yikama
isleminden sonra elektrotlar, 10, 20, 30, 60 ve 90 dakika gibi farkli sureler
boyunca ExtrAvidin—AF ¢Ozeltisi igerisinde bekletildi. Daha sonra alinan
naftol yukseltgenmesine ait pik akimlari arasindaki farkliliklarin

incelenmesiyle en uygun baglanma suresi saptandi.
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2.6.1.3. 1-NF’nin baglanma siiresinin mutasyon analizine etkisinin
incelenmesi

Bu calismada PCR Grinunun S3 ve S4 bolgelerine karsilik gelen prob
dizilerinin, PCR Urinunun denature edilerek tek iplikli hale getirilmis, S4
bolgesinde direng mutasyonu iceren hedef dizi ile hibridizasyonu
gerceklestirildi. Yikama islemi ve ExtrAvidin—AF baglanmasi
gerceklestirildikten sonra elektrotlar, 10, 20, 30, 60 ve 90 dakika gibi farkli
sureler boyunca 1-NF ¢ozeltisi igerisinde bekletildi. Daha sonra alinan naftol
yukseltgenme sinyalleri arasindaki farkliliklarin incelenmesiyle en uygun

baglanma suresi saptandi.

2.6.2. PCR urunleri kullanilarak Mycobacterium tubercolosis
baktesisinin tayini

PCR ile ¢cogaltiimis gercek hedef diziler denatire edilerek tek iplikli hale
getirildi. Herbiri diren¢ mutasyonu icermeyen bolgesine karsilik gelen bir prob
dizi ile hibridizasyona tabi tutuldu. Analizin guvenilirligini saglamak amaciyla
cesitli basamaklarda kor ¢ozeltiler kullanilarak ve hibridizasyon basamaginda
Hepatit B virlsune (HBV) ait rasgele bir hedef dizi de kullanilarak analizler
yapildi.

Sekil 19'da PCR drununun S1 bolgesine karsilik gelen prob dizisi ile
PCR drunu hedef dizi ve rasgele hedef dizilerinin hibridizasyonu
bulunmaktadir. Ayni zamanda c¢esitli basamaklarda kor ¢oOzeltiler

kullaniimigtir.
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Sekil 19: Cesitli basamaklarda kor c¢oOzeltiler kullanilarak S1 bdlgesine
karsilik gelen prob dizisi ile PCR urunu hedef dizi ve rasgele hedef dizilerinin

hibridizasyonuna ait basamaklar.

Sekil 20°'de ise Sekil 19'da uygulanan galisma basamaklari sonucunda
olusan naftol ylkseltgenme sinyallerine ait voltamogram gorilmektedir.
Buradan anlagildigi gibi, tim basamaklarinda kor ¢ozeltilerin kullanildigi (a)
ve sadece son basamaginda 1-NF kullanilan (b) basamaklarin bulundugu

calismada naftol yUkseltgenme sinyalleri sifira yakin degerlerdedir. Kor
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cOzeltiler kullaniimasi nedeniyle elektrot yuzeyinde kaplama bulunmayan
(c)de ExtrAvidin—-AF bos ylzeye baglandigi icin naftol yukseltgenme
sinyalinde hafif bir artis meydana gelmistir. Hibridizasyon basamaginda kor
ve rasgele hedef dizilerin kullanildigi (d) ve (f)’de ise naftol yukseltgenme

sinyalleri, PCR arund hedef dizinin kullanildigi (e)’'ye gore oldukga dusuktur.

0.200% 107 -
0176% 107 -
0.150% 107

0125% 107

i A

0.100% 107+
0.075% 107

0.050% 107

0.025% 107"

0000107
1]

Sekil 20: Sekil 19'da uygulanan calisma basamaklari sonrasi

olusan naftolun yukseltgenmesine ait voltamogram.

2.6.3. PCR urunleri kullanilarak direng mutasyon analizi
PCR ile ¢cogaltiimis gercek hedef diziler denatire edilerek tek iplikli hale
getirildi. Herbiri direng mutasyonu igeren bolgesine ait prob dizisi ve

mutasyon icermeyen bolgelerine karsilik gelen bir prob dizi ile hibridizasyona
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tabi tutuldu. Calhsma boyunca yontem 2.6.2’deki calisma basamaklari

sirasina uyuldu.
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BOLUM lli

BULGULAR

3.1. Mycobacterium Tuberculosis bakterisinin rifampine karsi
gelistirdigi direng mutasyonlarinin elektrokimyasal yoldan

saptanmasina ait bulgular

3.1.1. Mutasyon analizlerinin en uygun kosullarinin saptanmasina ait

bulgular

3.1.1.1. Yikama zamaninin mutasyon analizine etkisinin incelenmesine
ait bulgular
Bu calismada S3 ve S4 problari ile kapl elektrot yuzeyinde, denatire
edilerek tek iplikli hale getiriimis ve 531. kodonunda TCG'nin TTG'ye
donugmesiyle S4 prob dizisinin karsilik geldigi bolgede diren¢ mutasyonu
iceren ornek hibridizasyona tabi tutuldu. Hibridizasyonunun ardindan 5, 10,
15, 30 ve 60 dakikallk yikamalarin ve diger c¢alisma basamaklarinin
uygulanmasindan sonra alinan naftol ylkseltgenme sinyalleri degerlendirildi.
Sekil 21, bir Yikama Zamani—Akim grafigidir. Buradan alinan
sonuglara go6re; 5 dakikallk yikama zamani uygulandiginda alinan
hibridizasyon yanitlari olduk¢a yuksek olmasina ragmen mutasyon ayirimi

gOzlenmemigtir. Yikama zamaninin 10 dakikaya ¢ikmasiyla birlikte mutasyon
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iceren bolgede farklilanma gerceklesmis ve bu farklilanma 15 dakikalik
yikama zamani ve bunu izleyen 30 ve 60 dakikalik yikama zamanlarinda
tekrar kaybolmustur. Boylece 15 ve Uzeri yikama zamanlarindan sonra alinan

yanitlarda mutasyon ayirimi mamkuin olmamaktadir.

4000 - aFM
500 - _[ oMM

—

=

=

=

1
H
=
—t

'] T T T T 1
5 10 15 30 60
Yikama zamani (dk)

Sekil 21: S3 ve S4 prob dizileri ile kapl farkh elektrot yuzeylerinde S4
bdlgesinde diren¢g mutasyonu igeren denatire edilmis PCR Grana ornek ile
hibridizasyon sonrasi, 5, 10, 15, 30 ve 60 dakikalik yikama zamanlarinin
uygulanmasinin ardindan, Diferansiyel Puls Voltametri teknigi ile alinan naftol
yukseltgenme sinyallerine ait pik akim siddetleri. [FM:Full-Matched (tam

eslesmig), MM:Mis-Matched (uygunsuz eslesmis)].

Sonugta en uygun yikama zamanini se¢mek i¢in yapilan
degerlendirmede, kullanilan Ornegin S4 bdlgesinde direng mutasyonuna

sahip olmasi ile S3 bolgesinden alinan yanitin yuksek, S4 bolgesinden alinan
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yanitin ise dusuk oldugu aralik degerlendirildi ve bu kosulu en iyi sekilde

saglayan 10 dakikalik yikama zamani en uygun olarak segildi.

3.1.1.2. ExtrAvidin—AF’nin baglanma suresinin mutasyon analizine
etkisinin incelenmesine ait bulgular

Calismada S4 ve S5 problari ile kaplanan elektrotlar, denature edilerek
tek iplikli hale getirilmis ve 526. kodonunda CAC’nin CGC’ye donusmesiyle
S4 prob dizisinin karsilik geldigi bolgede diren¢ mutasyonu igeren ornek
hibridizasyona tabi tutuldu. Hibridizasyon ve yikama basamaklarindan sonra
elektrotlar, 10, 20, 30, 60 ve 90 dakika boyunca ExtrAvidin—AF ¢ozeltisinde
bekletildi.

Sekil 22, bir ExtrAvidin—AF ¢ozeltisinin  Baglanma Zamani—Akim
grafigidir. Buradan alinan sonuglara gore; 10 dakikalik baglanma suresi
uygulandiginda alinan hibridizasyon yanitlari olduk¢ca yuksek olmasina
ragmen mutasyon ayirimi gézlenmemistir. Bu sure 20 dakikiya ¢ikarildiginda
nispeten bir farklilanma olmustur fakat yine mutasyon ayirimi tam anlamiyla
gerceklesmemistir. 30 dakikallk baglanma suiresi uygulandiginda ise
mutasyon igeren bolgede farklilanma gerceklesmistir. 30 dakikayi izleyen 60
ve 90 dakikalik baglanma surelerinde farklilanma kaybolmustur. Boylece 60
ve Uzeri baglanma surelerinde alinan yanitlarda mutasyon ayirimi mamkuin

olmamaktadir.
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Sekil 22: S4 ve S5 prob dizileri ile kaplh farkli elektrot ylzeylerinde S4
bblgesinde direng mutasyonu igeren denature edilmis PCR Uranu oOrnek ile
hibridizasyon, ylkama ve 10, 20, 30, 60 ve 90 dakikalik ExtrAvidin—AF
baglanmasinin ardindan Diferansiyel Puls Voltametri teknigi ile alinan naftol

yukseltgenme sinyallerine ait pik akim giddetleri.

Sonu¢ olarak en uygun baglanma suresini se¢mek icin yapilan
degerlendirmede, kullanilan Ornegin S4 bdlgesinde direng mutasyonuna
sahip olmasi ile S5 bolgesinden alinan yanitin yuksek, S4 bolgesinden alinan
yanitin ise duguk oldugu aralik degerlendirildi ve bu kosulu en iyi sekilde

saglayan 30 dakikalik baglanma suresi en uygun olarak segildi.

3.1.1.3. 1-NF’nin baglanma suresinin mutasyon analizine etkisinin
incelenmesine ait bulgular
Calismada S3 ve S4 problari ile kaplanan elektrotlar, denattre edilerek

tek iplikli hale getiriimis ve 526. kodonunda CAC’nin TAC’ye donusmesiyle
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S4 prob dizisinin karsilik geldigi bolgede diren¢ mutasyonu igeren ornek
hibridizasyona tabi tutuldu. Hibridizasyon, yikama ve ExtrAvidin—AF
baglanma basamaklarindan sonra elektrotlar, 10, 20, 30, 60 ve 90 dakika
boyunca 1-NF ¢ozeltisinde bekletildi.

Sekil 23, bir 1-NF Baglanma Zamani—Akim grafigidir. Sekilde de
gOzuktugu gibi 10 dakikalik baglanma suresi mutasyon ayirimi igin yeterli
gelmemistir. Bu sure 20 dakikaya cikarildiginda hibridizasyon yaniti
yukselmig, mutasyon ayrimi belirgin olarak gozlenmistir. Baglanma suresi
olarak 30 dakika kullanildiginda ise mutasyon ayirimi nispeten gozlenmis
fakat ayni zamanda hibridizasyon yaniti da olduk¢a dusmustur. 30 dakikayi
izleyen 60 ve 90 dakikallk baglanma surelerinde farklilanma gitgide
kaybolmustur. Boylece 60 dakika Uzerindeki baglanma surelerinde alinan

yanitlarda mutasyon ayirimi mamkuin olmamaktadir.

8000 mFM
7000 = MM
6000 [
5000 J [
4000
3000 -
2000

i

Akim (nA)
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1000

0 T T T T 1
10 20 30 60 90

1-NF baglanma zamani (dk)

Sekil 23: S3 ve S4 prob dizileri ile kapli farkli elektrot yuzeylerinde S4

bdlgesinde direng mutasyonu igeren, denature edilmis PCR drund ornek ile
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hibridizasyon, yikama, ExtrAvidin AF baglanmasi ve 10, 20, 30, 60 ve 90
dakikalik 1-NF baglanmasinin ardindan Diferansiyel Puls Voltametri teknigi

ile alinan naftol yukseltgenme sinyallerine ait pik akim siddetleri.

Sonu¢ olarak en uygun baglanma suresini segmek icin yapilan
degerlendirmede, kullanilan Ornegin S4 bodlgesinde direng mutasyonuna
sahip olmasi ile S3 bolgesinden alinan yanitin yuksek, S4 bolgesinden alinan
yanitin ise dusuk oldugu aralik degerlendirildi. Bodylece 30 dakika
hibridizasyon yanitini dugurdugunden ve gereksiz zaman harcanmasina
neden oldugundan ve 30 dakika Uzerindeki baglanma surelerinde de alinan
yanitlarda mutasyon ayirimi mumkuin olmadigindan 20 dakika en uygun

baglanma suresi olarak segildi.

3.1.2. PCR urunleri kullanilarak Mycobacterium tubercolosis
bakterisinin tayinine ait bulgular

Sekil 24; yontem 2.6.2.de belirtilen kosullarda; kovalent baglama
cOzeltisiyle kapli elektrotlarin  gesitli basamaklarda kor ¢ozeltilerde
bekletilerek, daha sonra tum bazlari hedeften farkli olan Hepatit B’ye ait bir
dizi ve PCR urinu hedef dizi ile hibridizasyonundan sonra alinan naftol
yukseltgenme sinyallerinin  GU¢ boyutlu histamograminin sematik olarak
gOsterimidir. Buna gore tum basamaklarda kor ¢ozeltiler kullanildiginda (A)
ve sadece son basamak hari¢ diger basamaklarda kor c¢ozeltiler
kullanildiginda (B), naftol olusmadi ve dolayisiyla ylkseltgenme sinyali de

gbzlenmedi. Son iki basamak hari¢ diger basamaklarda kor c¢ozeltiler
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kullanildiginda (C), naftol yukseltgenme sinyali go6zlendi. Sadece
hibridizasyon igin kor c¢ozeltinin hedef ¢ozelti olarak kullanildigi (D)
basamakta az da olsa naftol yukseltgenme sinyali gozlendi. Ancak bu
sinyalin buyuklugunun hedef ¢ozelti olarak PCR drununun kullanildigr (E)
basamakta olusan naftol yukseltgenme sinyalinden olduk¢a disuk oldugu
gOzlendi. Yine hibridizasyon basamaginda hedef dizi olarak rasgele bir dizi
kullanildiginda (F) olusan naftol yukseltgenme sinyali, (E)'de olugan sinyale
gore daha dusuk cikti. Bu da hibridizasyonun secimliligini kanitladi.

Birbirinden farkli ¢ 6rnegin verdigi yanitlar yaklasik olarak birbirine yakin

ciktr.
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Sekil 24: Kovalent baglama ¢ozeltisi ile kapli elektrotlarin;
A: Kor prob + kor etanolamin + kor hedef + kor ExtrAvidin—AF + kor 1-NF

B: kor prob + kor etanolamin + kor hedef + kor ExtrAvidin—AF + 1-NF
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C: kor prob + kor etanolamin + kor hedef + ExtrAvidin—AF + 1-NF
D: prob + etanolamin + kor hedef + ExtrAvidin—AF + 1-NF

E: prob + etanolamin + PCR urunu hedef + ExtrAvidin—AF + 1-NF
F: prob + etanolamin + rasgele hedef + ExtrAvidin—AF + 1-NF

ile etkilesimleri sonucu alinan naftol yukseltgenme pik akimlari.

3.1.3. PCR urunleri kullanilarak diren¢ mutasyon analizine ait bulgular
Sekil 25, tum S prob dizileriyle kapl elektrotlar ile icerisinde hem prob
dizilere kargilik gelen bolgelerin, hem de direng mutasyonlarini igeren
bolgelerin bulundugu, denatire edilerek tek iplikli hale getirilmis PCR Urinu
hedef dizilerin, hibridizasyona ugramasindan sonra elde edilen naftol
yukseltgenme sinyallerinin, U¢ boyutlu histamograminin sematik olarak
gosterimidir. Birbirinden farkli 5 6rnegin her bir prob dizi ile verdikleri yanitlar
degerlendirildiginde; 1. 6rnegin hem S1 hem de S2 prob dizileri ile dusuk, S3,
S4 ve S5 prob dizileri ile yiksek yanit verdigi gozlendi. 2. drnekte S1, S2 ve
S5 prob dizileri ile dustk yanit alinirken S3 ve S4 prob dizileri ile yUksek
yanitlar alindi. 3. drnekte ise S4 ve S5 prob dizileri ile disuk yanitlar alinirken
diger prob diziler ile yuksek yanitlar alindi. 4. 6érnekte sadece S3 prob dizisi
ile dusuk yanit alinirken diger prob dizileri ile yuksek yanit alindi. Son olarak
5. 6rnekte sadece S4 prob dizisi ile dusuk yanit alinirken diger prob diziler ile
yuksek yanit alindi. Buna gore yapilan degerlendirmede 1. 6érnegin S1 ve S2,
2. 6rnegin S1, S2 ve S5, 3. 6rnegin S4 ve S5, 4. 6rnegin S3 ve 5. drnegin S4

prob dizilerine ait bolgelerinde direng mutasyonu oldugu sonucu bulundu.
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Sekil 25: Elektrot yluzeyine tum S prob dizilerinin baglanmasinin ardindan
bazi bolgelerinde direng mutasyonu iceren PCR urinu hedef diziler ile
hibridizasyon sonrasi diferansiyel puls voltametresi ile alinan naftol

yukseltgenme pik akimlarina ait histamogram.

Sekil 26 ve Sekil 27 ise, biri mutasyonlu bdlgeye, digeri ise
mutasyonsuz bolgeye karsilik gelmek Uzere iki prob dizinin, denature
edilerek tek iplikli hale getiriimis PCR Urinu hedef dizi ile hibridizasyona
ugramasindan sonra elde edilen naftol yUkseltgenme sinyallerine ait
histamogramlardir. Birbirinden farkli 7 6rnek degerlendirildiginde; 1., 2., 4., 6.
ve 7. orneklerin yalnizca S4, 3. 6rnegin yalniz S1 ve 5. 6rnegin yalnizca S2

prob dizilerine ait bolgelerinde direng mutasyonu oldugu sonucu bulundu.

75



8000 - O FM
= M

7000 -

6000 -

HH

3000 -
4000 -
3000 -

Akim (nA)

2000 -

1000 -

c e b

Ornek 1 Orek 2 Ornek 3

Sekil 26: a:S1 b:S2 ¢:S3 d:S4 e:S5 prob dizilerinin sirasiyla
Ornek 1 ve Ornek 2'de S4 boélgesinde, Ornek 3'te S1
bblgesinde direng mutasyonu igceren PCR Uranu hedef diziler
ile hibridizasyonundan sonra alinan naftol yukseltgenme pik

akimlarina ait histamogram.
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Sekil 27: a:S1 b:S2 ¢:S3 d:S4 prob dizilerinin sirasiyla Ornek 4, Ornek
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6 ve Ornek 7'de S4 bolgesinde, Ornek 5te S2 bdlgesinde, direng
mutasyonu igeren PCR Urunu hedef diziler ile hibridizasyonundan sonra

alinan naftol yukseltgenme pik akimlarina ait histamogram.

3.2. SPR ile Mycobacterium tuberculosis bakterisinin tayinine ait
bulgular

Sekil 28, Mycobacterium tuberculosis bakterisinin SPR ile tayinine ait
Zaman—-RU grafigidir. A'ya kadar olan zamanda ortamdan distile su
gegirilerek kirilma indisi degeri suyun kirilma indisi olan 1.333’e ayarlandi. A
zamaninda ortama immobilizasyon tamponu enjekte edildi ve sistem
sabitleninceye kadar (B zamanina kadar) tampon gegciriimeye devam edildi. B
zamaninda ortama immobilizasyon tamponu igerisinde hazirlanmis 1ppm
prob ¢ozelti enjekte edildi ve 2 saat boyunca SuL/dk hizla sensor ylzeyinden
gecmesi saglandi. C zamaninda ise bir dnceki basamakta verdigimiz prob
dizilerin dik durmasini saglamak amaciyla ortama 6—merkapto—1—-hekzanol
cOzeltisi enjekte edildi. D zamanina gelindiginde sentetik hedef dizi ¢ozeltisini
vermeden Once hedef dizinin hazirlanacagi tampon olan hibridizasyon
tamponu, sabit bir RU degeri gobrene kadar ortamdan gegirildi.
Hibridizasyonun secimliligini gormek igin oOncelikle E zamaninda ortama
rasgele bir hedef dizi enjekte edildi ve herhangibir baglanmanin olmadigi
gOzlendi. F zamanindaki yikamanin ardindan G zamaninda ortama
hibridizasyon tamponu igerisinde hazirlanmis olan 2 ppm sentetik hedef dizi
enjekte edildi ve 30 dakika boyunca 5uL/dk hizla ortamdan gegisi saglandi. H

zamanindaki yikamanin ardindan bir azalma gozlenmedi ve ARU=95 olarak
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Ol¢uldu. Bu da bize hibridizasyonun gergeklestigini gostermis oldu.

30990
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Kinilma indisi karsihin (RUs)

2997

| A B cC D E F G H
Zaman (s)

Sekil 28: Mycobacterium tuberculosis bakterisinin SPR ile tayinine ait
Zaman-RU grafigi.

A: immobilizasyon tamponu (pH:3.8) B: 1ppm prob ¢ozeltisi

C: 0.1mM 6—merkapto—1-hekzanol E: 2ppm rasgele hedef dizi

G: 2ppm hedef dizi

D, F, H: Hibridizasyon tamponu ile yikama (pH:7.4)

Sekil 29 ve Sekil 30, yontem 2.5.2.'de belirtilen galisma basamaklarina
kargiik gelen RU degerlerini goOsteren histamogramramlardir. (A)
immobilizasyon tamponunu ifade etmekte olup ARU degeri 13400
civarlarindadir. Ayni tampon igerisinde hazirlanmis prob ¢ozeltideki yikselme

Ol¢uldugunde ARU degeri 1000 civarindadir (B). 6—merkapto—1-hekzanol (C)
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14000, hibridizasyon tamponu (D) 25000 civarlarinda ARU degeri vermistir.

Hibridizasyon sonrasi dl¢ilen ARU degeri 80 civarindadir (E).

30000 -

25000 -

20000 -

15000 -

10000 -

Kinlma indisi karsilhigi (RUs)

5000 -

Sekil 29: A: immobilizasyon tamponu (pH:3.8)
B: 1ppm prob ¢ozeltisi
C: 0.1mM 6—merkapto—1-hekzanol
D: Hibridizasyon tamponu (pH:7.4)

cOzeltilerine karsilik gelen ARU degerleri
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Sekil 30: 1ppm prob ¢dzeltisi (B) ve hibridizasyona (E)

karsilik gelen ARU degerleri
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BOLUM IV

TARTISMA

Tuberkiloz Hastalarinda Rifampin Antibiyotigine Karsi Gelisen Direng
Mutasyonlannin Saptanmasina Yénelik Bulgular ile ilgili Tartigma

Tlberkuloz hastaliginda bakteri hastalarin kullandigi ilaca kargi direng
gelistirebilmektedir (12, 13, 14, 38, 77, 80). Bu diren¢ mutasyonlar seklinde
ortaya ¢ikmaktadir ve klinikte hizli tanisi yapilabilirse tedavinin seyri daha iyi
belirlenebilir. Tez calismasi kapsaminda tuberkulloz tedavisinde yaygin olarak
kullanilan rifampin  antibiyotigine kargi bakterinin  gelistirdigi  diren¢
mutasyonlarinin elektrokimyasal genosensor ile tayini yapilmistir. Tasarlanan
genosensor  avidin—biotin  iligkisi  kullanilarak  geligtirildi. Direng
mutasyonlarinin en sik gozlendigi rpoB gen bolgesine karsilik gelen 5 farkh

prob dizi ile hibridizasyon ve mutasyon analizleri gergeklestirildi.
4.1. Mycobacterium Tuberculosis bakterisinin rifampine karsi
gelistirdigi direng mutasyonlarinin elektrokimyasal yoldan

saptanmasina ait bulgular ile ilgili tartisma

4.1.1. Mutasyon analizlerinin en uygun kosullarinin saptanmasina ait

bulgular ile ilgili tartisma
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4.1.1.1. Yikama zamaninin mutasyon analizine etkisinin incelenmesine
ait bulgular ile ilgili tartisma

Bu calismada, iyi bir mutasyon analizi igin gereken en uygun yikama
zamani belirlendi. Hibridizasyon sonrasinda 5, 10, 15, 30 ve 60 dakikalik
yikama zamanlari uygulanarak yapilan c¢alismada 10 dakikalik yikama
zamani en iyi mutasyon ayrimina ulagmamizi sagladi.

Daha once laboratuvarimizda yapilan galismalarda yikama zamanlari
incelendiginde bu sonuca yakin olarak 10 dakika ve 15 dakikalik yikama
sureleri kullaniimigtir (43, 44). Farkl yilkama zamanlarinin ortaya gikmasinin
sebebi kullanilan yikama tamponlarinin gesitliligi olabilir. Bazi ¢alismalarda
yikama tamponu olarak Tween 20 de kullaniimaktadir (86).

Diger yikama sureleri uygulandiginda alinan sonuglari degerlendirecek
olursak; 5 dakikalik sure, prob ile proba karsilik gelen bdlgesinde direng
mutasyonu igeren PCR Urinu hedef dizinin hibridizasyonu sonucu olugsan
yapinin ayrilmasi igin yeterli olmamig olabilir. Yikama tamponun iyonik olusu
ve deterjan icermesinden dolayi ise uzun sureli yikama esnasinda elektrot
yuzeyi bozulmus olabilir. Ayrica 15 dakika ve uUzeri surelerde ylkama
yapildiginda prob ile proba karsilik gelen bdlgesinde direng mutasyonu
icermeyen PCR drund hedef dizinin hibridizasyonu sonucu olusan cift sarmal
yapi da yikama suresinin artigiyla bozulmus ve ardindan elektrot yuzeyindeki
kaplama yok olmus olabilir. Boylece ExtrAvidin—AF’nin baglanacagi bos
yuzey meydana gelmigtir. Nitekim naftol yukseltgenme sinyalleri 10 dakikanin
uzerindeki yilkama surelerinde artisa gegmistir.

Bu sonuglardan hareketle 10 dakikalik yikama zamani en uygun yikama

zamani olarak segildi.
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41.1.2. ExtrAvidin-AF’nin baglanma siiresinin mutasyon analizine
etkisinin incelenmesine ait bulgular ile ilgili tartisma

Bu galismada yine iyi bir mutasyon analizi i¢in en uygun ExtrAvidin—AF
baglanma suresi belirlendi. Hibridizasyon ve yikama basamaklarinin
ardindan 10, 20, 30, 60 ve 90 dakika boyunca ExtrAvidin—AF baglanan
elektrotlarla yapilan olgimlerde 30 dakikalik sure en iyi mutasyon ayriminin
gOzlendigi sure oldu.

Daha once yapilan c¢alismalarda 10 dakika ve 1 saat gibi ¢ok farkl
baglanma sureleri kargimiza gikmaktadir (17, 46). Yine bir diger ¢calismada
da baglanma icin 30 dakikalik sure kullaniimistir (86). Bu farkliliklarin sebebi
birbirini izleyen c¢alisma basamaklarinin farkh olmasi, ¢aligilan ortamin pH
degerinin farkli olmasi veya kullanilan ¢ozeltinin konsantrasyonunun farkli
olmasi olabilir.

Diger baglanma surelerini inceleyecek olursak; 10 ve 20 dakikalik
sureler ExtrAvidin—AF ile biotin arasindaki baglanmanin gerceklesmesi igin
yeterli gelmemig olabilir. 60 ve 90 dakikalik sureler ise uzun olmalarindan
dolay! elektrot yuzeyine bir noktadan sonra zarar vermig olabilir.

Bu sonuglardan hareketle 30 dakikalik baglanma suresi en uygun olarak

secildi.

41.1.3. 1-NF’nin baglanma siiresinin mutasyon analizine etkisinin
incelenmesine ait bulgular ile ilgili tartisma

Bu basamakta ise iyi bir mutasyon analizi icin en uygun 1-NF baglanma
suresi belirlendi. Hibrit yapinin ucunda bulunan biotine ExtrAvidin—AF

baglandiktan sonra 10, 20, 30, 60 ve 90 dakika boyunca 1-NF c¢ozeltisi
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icerisinde bekletilen elektrotlar ile yapilan dlgumlerde 20 dakikalik baglanma
suresi en iyi mutasyon ayrimina ulagmamizi sagladi.

Giallo ve digerleri tarafindan yapilan bir calismada 10 dakikalik
baglanma suresi yeterli gelirken, laboratuvarimizda yapilmis olan bir
calismada 1 saatlik baglanma suresi kullaniimigtir (17, 46). Yine c¢alisma
basamaklarindaki farkhliklardan dolayi bazi durumlarda 1 dakikalik sure bile
baglanma igin yeterli gelmektedir (86).

Denemis oldugumuz baglanma zamanlarini degerlendirecek olursak; 10
dakikalik sire AF ve 1-NF arasinda olugacak olan reaksiyon igin yeterli
gelmemis olabilir. 30 dakikada nispeten bir mutasyon ayrimi gergeklesmistir
fakat prob ile proba karsilik gelen bdlgesinde diren¢ mutasyonu igermeyen
PCR urunu hedef dizinin hibridizasyonu sonucu olusan naftol yukseltgenme
sinyalinde de bir azalma meydana gelmigtir. 30 dakikayi izleyen 60 ve 90
dakikalik baglanma surelerinde de gitgide bu sinyal diusmustir. Bu durum
sure artisinin elektrot ylzeyine zarar vermesinden kaynaklaniyor olabilir.

Bu sonuglardan hareketle 20 dakikalik baglanma suresi uygun olarak

secildi.

41.2. PCR runleri kullanilarak Mycobacterium tubercolosis
baktesisinin tayinine ait bulgular ile ilgili tartigsma

Yontem 2.6.2.'de belirtilen kosullarda elde edilen bulgulara dayanarak
tum basamaklarda kor ¢ozeltiler kullanildiginda(A) ve sadece son basamak
hari¢ diger basamaklarda kor c¢ozeltiler kullanildiginda(B) ortamda naftol
olusmadigi icin naftol yukseltgenme sinyali de gozlenmemis (46). (C)'de ise

son iki basamaga kadar (ExtrAvidin—AF ve 1-NF baglanma basamaklarr)
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kullanilan ¢ozeltilerin kor ¢ozeltiler olmasi sebebiyle elektrot yuzeyleri bog
kalmis ve elektrot yuzeyinde herhangi bir kaplama olmadigi i¢in ExtrAvidin—
AF ylzeye tutunabilmistir. Daha sonra 1-NF’'nin de ExtrAvidin—AF‘ye
baglanmasiyla naftol olusumu gergeklesmis ve naftol ylukseltgenme sinyali
gozlenmistir. Hibridizasyon icin hedef dizi olarak kor ¢ozeltinin ve rasgele bir
dizinin kullanildigi basamaklarda (D ve F) bosluklara bir miktar ExtrAvidin—AF
baglanmasi ve 1-NF’'nin da bunun Uzerine baglanmasi sonucu naftol
olusumu gerceklesmis ve naftol ylkseltgenme sinyali go6zlenmistir.
Hibridizasyon i¢cin PCR drini hedef dizilerin kullanildigi basamakta (E), PCR
urinu hedef dizinin ucunda biotin oldugu icin ExtrAvidin—AF kuvvetli bir
sekilde biotine baglanmis ve boylece naftol olusumuna uygun ortam

saglanmigtir (46). Buylzden naftol yukseltgenme sinyali de yuksek ¢ikmigtir.

4.1.3. PCR urunleri kullanilarak diren¢ mutasyon analizine ait bulgular
ile ilgili tartisma

En uygun mutasyon analizi sartlarina gore eldeki Orneklerin tayini
yontem 2.6.2.°de belirtilen kosullarda gergeklestirildi. Elektrokimyasal
genosensor ile analizini gergeklestirdigimiz 6rnekler, Ege Universitesi Tip
Fakultesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim dali ile karsilastirildi
(43). Bizim buldugumuz sonuglar ile bu sonuglar birbiri ile tutarli c¢ikti.
Bunlarin sonucunda; 1 adet yalnizca S1 bodlgesinde, 1 adet yalnizca S2
bdlgesinde, 1 adet yalnizca S3 bolgesinde, 6 adet yalnizca S4 bolgesinde, 1
adet S4 ve S5 bolgelerinde ayni anda, 1 adet S1 ve S2 bdlgelerinde ayni
anda ve son olarak 1 adet S1, S2 ve S5 bolgelerinde ayni anda direng

mutasyonu i¢ceren ornekler saptandi.
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4.2. SPR ile Mycobacterium tuberculosis bakterisinin tayinine ait
bulgular ile ilgili tartisma

Calismamizda elektrokimyasal genosensor ile tayin ettigimiz
Mycobacterium tuberculosis bakterisinin ikinci bir tayini optik bir genosensor
ile gergeklestirildi. Bu amacla SPR kullanildi (42, 56, 99).

immobilizasyon tamponundan 6-merkapto—1-hekzanole, bundan da
hibridizasyon tamponuna gegcildiginde bluyuk ARU degerlerleri elde edildi.
Bunun sebebi bu ¢ozeltilerin kirnlma indislerinin birbirlerinden oldukga farkl
olmasidir (5). Nitekim hibridizasyon tamponunun ardindan ortama ayni
tampon igerisinde hazirlanmig olan hedef dizi yollandiginda ARU deg@eri daha
az olmakta, fakat yikama sonrasi fazla bir azalmanin meydana gelmemesi

bize hibridizasyonu gostermektedir.
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BOLUM V

SONUG VE ONERILER

Tez calismasi kapsaminda ilk olarak biotin—avidin etkilesiminden
yararlanilarak tuberkiloz tedavisinde kullanilan rifampin antibiyotigine karsi
Mycobacterium tuberculosis bakterisinin gelistirdigi diren¢ mutasyonlarinin
tayinini gerceklestirmek Uzere elektrokimyasal genosensor tasarlandi.
Tasarlanan genosensorde tek kullanimiik kalem grafit elektrot calisma
elektrodu olarak kullanildi.

Bu amacla tasarlanan genosensorde; bakterinin diren¢g mutasyonlarinin
en sik gozlendigi yer olan rpoB geninin 507-533. kodonlarini iceren 81 baz
uzunlugundaki gen bolgesinin farkli kisimlarindan secilen 5 prob dizi, elektrot
yuzeyine kovalent baglarla baglanarak biotin igaretli PCR Urunu hedef dizi ile
hibridizasyona tabi tutuldu. Hibridizasyonun ardindan ExtrAvidin AF’nin
biotine, 1-NF’'nin de ExtrAvidin—-AF’ye baglanmasiyla olugan naftolin
yukseltgenme sinyali Diferansiyel Puls Voltametri (DPV) teknigi ile dl¢ulerek
diren¢ mutasyonlarinin analizi gergeklestirildi.

En uygun hibridizasyon ve mutasyon analizinin yapilabilmesi igin
optimum kosullar PCR Grunu hedef diziler kullanilarak gergeklestirildi.
Cozeltilerin optimum baglanma sureleri belirlendi. Hibridizasyon analizi igin
cesitli basamaklarda kor c¢ozeltiler ve rasgele hedef diziler kullanilarak

analizin guvenilirligi saglandi. Mutasyon analizi icin belirli bolgesinde direng
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mutasyonu iceren Mycobacterium tuberculosis PCR urunleri (gergek hasta
ornekleri) kullanildr.

Hastalardan alinan 6rnekler ile yapilan ¢alismada, kullanilan prob diziye
karsilik gelen bolgesinde diren¢ mutasyonu iceren PCR urinu hedef dizi
kullanilarak yapilan hibridizasyon sonucunda dusuk naftol yukseltgenme
sinyali gozlenirken, diren¢ mutasyonu icermeyen PCR drinu hedef dizi
kullanilarak yapilan hibridizasyon sonucunda yuksek naftol yuUkseltgenme
sinyali gozlendi.

Calisma sonucunda avidin—biotin etkilesimine dayali, Mycobacterium
tuberculosis bakterisinin rifampin antibiyotigi kullanimina karsi geligtirmis
oldugu diren¢ mutasyonlarinin saptanmasina yonelik, ayni zamanda klinik
taniya da uygulanabilen bir genosensor gelistirildi. Bu genosensorun, kolay
ve ucuz bir yontem oldugu ve DNA mikroarray teknolojisinin alt yapisina

sahip oldugu gozlendi.

Mycobacterium tuberculosis bakterisinin elektrokimyasal genosensor ile
tayini basamagini desteklemek icin yuzey plazmon rezonans (SPR)
yardimiyla geligtirilen optik genosensor ile DNA hibridizasyonundan
yararlanilarak Mycobacterium tuberculosis bakterisinin tayini ikinci kez
gergeklestirildi.

Bu amagla tasarlanan genosensorde; ilk galismada adi gegen bolgeden
segilen ve tiyol igaretli olarak sentezlenen tek prob dizi altin sensor ylzeyine
tutturularak sentetik hedef dizi ile hibridizasyona tabi tutuldu. Probun
baglanmasi ve hibridizasyon, SPR teknigi ile kirllma indisi esas alinarak
analiz edildi. Hibridizasyonun ardindan kirilma indisindeki artig ve bu artisin

ylkama sonrasi degismemesi analizin gerceklesmesini, hedef dizi olarak
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rasgele bir hedef dizi kullanildiginda kirilma indisinde herhangibir artis
gerceklesmemesi ise hibridizasyonun guvenilirligini sagladi.

Bu genosensorun, daha da gelistirilmesi durumunda hastalardan alinan
PCR odrneklerine de uygulanabilecegi ve kanserojen ajan kullanilan
yontemlere alternatif olan bir ydontem oldugu gozlendi.

Bundan sonraki c¢alismalarimda diger hastaliklarin tanisina ve
mutasyonlarin tayinine yonelik genosensorlerin tasarimini SPR teknigini

daha da gelistirerek devam etmeyi planliyorum.
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OZET

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS BAKTERISININ
RiIFAMPINE KARSI GELISTIRDIGi DIRENG MUTASYONLARININ

ELEKTROKIMYASAL DNA BiYOSENSORU ILE SAPTANMASI

Bu calismada, biotin—avidin etkilesimine dayali elektrokimyasal bir
genosensor tasarimi yapildil. Yapilan genosensorun gercek hasta érneklerine

uygulanabildigi gosterildi.

Calismada geligtirilen genosensor  Mycobacterium  tuberculosis
bakterisinin tedavi sirasinda rifampin (RIF) antibiyotigine karsi gelistirdigi
direngc mutasyonlarinin tayinine yonelik olarak tasarlandi. Kullanilan prob
diziler, bakterinin RIF’e kargi en sik diren¢ gosterdigi rpoB geninin 507-533.
kodonlarini iceren 81 baz uzunlugundaki “hot-spot” (sicak) bolge’sine karsilik

gelen 5 farkli bolgeden segcildi.

Calisamada tek kullanimlik kalem grafit elektrotlar kullanildi. 5° ucunda
amino-hekzil isaretli prob diziler elektrot yuzeyine kovalent olarak baglandi.
Prob dizi ile kapli elektrotlarin, biotinli olarak ¢ogaltiimis ve denature edilerek
tek iplikli hale getirilmis PCR Grunu hedef dizi ile hibridizasyona tabi tutulup
ExtrAvidin—AF ve 1-NF c¢ozeltilerinde bekletiimesinin ardindan olusan

naftolin yukseltgenme sinyalleri degerlendirildi. PCR Grant hedef dizilerin
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mutasyon igceren ve igcermeyen bolgelerine karsilik gelen prob diziler ile
hibridizasyonu sonucu alinan naftol ylkseltgenme sinyalleri arasindaki

farkliliklar, tasarlanan genosensorun secimliligini gosterdi.

Mutasyon ayiriminin en iyi gozlendigi yikama zamani, ExtrAvidin—AF ve
1-NF baglanma zamanlar1 belirlendi. Alinan yanitlara gore, mutasyonun
bulundugu prob dizi bdlgesinden en dusuk, diger bolgelerden en ylksek

sinyalin gozlendigi kosullar tayin edildi.

Boylece galismanin amaci olan, Mycobacterium tuberculosis’in rifampin
antibiyotigine karsi gelistirdigi diren¢ mutasyonlarinin, hastalardan alinan ve
biotin isaretli olarak gogaltilan PCR ornekleri ile biotin—avidin etkilesiminden
yararlanarak tasarlanan elektrokimyasal genosensor ile tayini gerceklestirildi.

Calismadaki Mycobacterium tuberculosis bakterisinin tayini basamagini
desteklemek icin ylzey plazmon rezonans (SPR) yardimiyla gelistirilen optik
genosensor ile de bir ¢calisma yapildi. Bu galismada ise sentetik prob dizi ile
sentetik hedef dizi hibridizasyona tabi tutularak Mycobacterium tuberculosis

bakterisinin tayini gerceklestirildi.

Calismada altin sensor yuzeyine tiyol isaretli prob dizi tuturuldu ve prob
dizilerin yuzeyde dik konumda kalmasi igin aradaki bogluklar 6-merkapto 1—
hekzanol ile dolduruldu. Daha sonra rasgele hedef dizi ve prob dizinin
karsiligi olan sentetik hedef dizi ile hibridizasyon gerceklestirildi. Baglanma
ve ylkama sonrasi kirilma indisi degerlerindeki farklilanmalar analizin
gerceklesmesini sagladi.

Boylece Mycobacterium tuberculosis bakterisinin tayini tasarlanan optik

genosensor ile gergeklestirilmis oldu.
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SUMMARY

THE DETECTION OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
RESISTANCE MUTATIONS TO RIFAMPIN TREATMENT

WITH ELECTROCHEMICAL DNA BIOSENSOR

In this study, an electrochemical genosensor was designed based on
biotin—avidin interaction. The applicability of this genosensor on real samples
from patients was showed.

The genosensor that was improved in this study was designed for the
detection of Mycobacterium tuberculosis resistance mutations to rifampin
treatment. Probe sequences were selected from § different parts of the 81
base hot-spot region of the rpoB gene which contains the resistance
mutations to rifampin.

Disposable pencil graphite electrodes (PGE) were used in the study. 5’
aminohexyl labeled probe sequences were covalently immobilized on to PGE
surfaces. The oxidation signals of naphtol that formed after the hybridization
between probe and denaturated and biotinylated PCR product and waiting in
ExtrAvidin—AP (ExtrAvidin—Alkaline Phosphatase) and 1-NP (1-Naphthyl
Phosphate) solutions were considered. The differences between responses
obtained after hybridization with complementary and mutation reigons proved

the selectivity of the genosensor.
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Washing time, ExtrAvidin—AP binding time and 1-NP binding time were
determined for the best detection of mutations. The conditions, where the
signals were lower at mutation regions and higher at complementary regions

were selected.

In this way, the detection of Mycobacterium tuberculosis resistance
mutations to rifampin treatment in biotinylated PCR products from real

patients, imposing with biotin—avidin interaction was realized.

For supporting the step of detection of Mycobacterium tuberculosis
bacterium, an other study was made with SPR. In this study, the detection of
Mycobacterium tuberculosis bacterium was realized with hybridization
between synthetic prob and target oligonucleotides.

In the study, the thiolated probe is insisted onto the Au surface and the
holes between probes were filled with 6-mercapto—1—hexanol for holding
probes perpendicular. After that, hybridization was performed between probe
and complementary target and non—complementary target. The differences
between responses of refractive indexes after binding and washing
processes provided the realization the analysis.

In this way, the detection of Mycobacterium tuberculosis bacterium was

performed with optic genosensor.
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