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PATOJENIK MIKROORGANIZMALARIN TANISINA YONELIK
ELEKTROKIMYASAL NANOGENOSENSOR TASARIMI

YUKSEL, Sezin

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomedikal Teknolojiler Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Pinar KARA KADAYIFCILAR
Aralik 2019, 101 sayfa

Bu calismada, patojenik mikroorganizmalarin  tayinine  ydnelik
elektrokimyasal temelli bir nanogenosensor tasarimi gergeklestirilmistir. Tek
kullanimlik kalem ucu elektrotlar (PGE) sensor yiizeyi olarak kullanilmis ve bu
sensOr ylizeyleri Grafen Oksit (GO) nanomateryali ile zenginlestirilmistir.
Tasarimi yapilan nanogenosensérde model mikroorganizma olarak Escherichia
coli (E. coli) bakterisine ait 22 baz uzunlugundaki gen boélgesi kullanilmustir.
Model patojenik mikroorganizma E. coli’nin hem sentetik dizileriyle hem de

gercek ornekleriyle calisilmistir.

Genosensoriin  hassasiyet ve seciciligini artirmak i¢in Grafen Oksit
nanomateryali kullanilmistir. Grafen, karbon atomunun sp? hibritlesmesi yapan
bal petegi orgiili yapilarindan meydana gelen iki boyutlu bir nanomateryaldir.
Grafen Oksit (GO) ise; grafitin oksidasyonu ile elde edilen grafen tiirevidir.
Grafen oksitin yapisinda farkli oksijen gruplari bulundugu i¢in diger molekiiller
ile daha 1yi baglanma imkani1 sunmaktadir. Bu amagla, Grafen Oksitin yiizeye
daha 1yi baglanmas1 i¢in sensor yiizeylerine karbodimid kimyasi uygulanarak,
Grafen Oksit modifikasyonu gergeklestirilmistir. GO kapli sensor yiizeylere
kovalent yolla E. coli prob dizisi immobilize edilerek, E. coli hedef dizi ve tiim
bazlar1 hedeften farkli Mycobacterium tuberculosis hedef dizi ile hibridizasyona
tabi tutulmustur. Sensor ylizeyindeki etkilesimler SmM [Fe(CN)G]s'M' varliginda
Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS) yontemi ile analiz edilmistir.
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Tiim nanogenosensoriin seciciligi ve optimizasyon kosullar sentetik diziler
ile elde edilmistir. En uygun hibridizasyon kosullarint (prob ve hedef
konsantrasyonu, hibridizasyon tamponu, yikama tamponu vb.) saptamak amaciyla
caligmalar yapilmistir. Optimizasyon kosullarinin elde edilmesinin ardindan PCR
iiriinleri (ger¢ek oOrnekler) ile g¢alismaya baslanmistir. Belirlenen tiim optimum
kosullar altinda tasarlanan nanogenosensorii dogrulayici calismalar ile devam

edilmistir.

Kalitsal ve bulasici hastaliklarin tanisinda kullanilan diger yontemlere gore;
daha hizli, kolay ve maliyeti diisik bir nanogenosensér tasarimi
gergeklestirilmistir.  Yiizey alanlart  ve  hassasiyetlerini  artiran  bu
nanogenosensorler, klinik taniya uygulanabilirligi ve tek kullamimlik sistem ile

mikro¢ip teknolojilerinin temeli oldugu belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Nanogenosensor, Elektrokimyasal Empedans

Spektroskopisi, Grafen Oksit, Patojenik Mikroorganizma



ABSTRACT

ELECTROCHEMICAL NANOGENOSENSOR DESIGN FOR THE
DETECTION OF PATHOGENIC MICROORGANISMS

YUKSEL, Sezin

MSc in Biomedical Technologies
Supervisor: Prof. Dr. Pinar KARA KADAYIFCILAR
December 2019, 101 pages

In this study, an electrochemical based nanogenosensor design for the
detection of pathogenic microorganisms was carried out. Disposable pen tip
electrodes (PGE) were used as sensor surfaces and these sensor surfaces were
enriched with Graphene Oxide (GO) nanomaterials. In the designed
nanogenosensor, 22 base length gene region of Escherichia coli (E. coli) bacteria
were used as model microorganism. The model pathogenic microorganism E. coli

was studied with both synthetic sequences and real samples.

A nanomaterial called Graphene Oxide (GO) is used to improve sensibility
and selectivity of the genosensor. Graphene is a two-dimensional nanomaterial
consisting of honeycomb braided structures that hybridize to sp* of carbon atoms.
Graphene Oxide (GO) is a graphene derivative obtained by oxidation of graphite.
Since graphene oxide has different oxygen groups in its structure, it provides
better bonding with other molecules. For this purpose, Graphene Oxide
modification was performed by applying carbodimide chemistry to sensor
surfaces for better bonding of Graphene Oxide to the surface. The GO coated
sensor surfaces were covalently immobilized with the E. coli probe sequence,
hybridizing with the E. coli target sequence and the Mycobacterium tuberculosis
sequence with all bases different from the target sequence. Interactions on the
sensor surface were analyzed by Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS)
method in the presence of 5mM [Fe (CN) ¢] */*.



The selectivity and optimization conditions of all nanogenosensors were
obtained with synthetic sequences. Studies have been conducted to determine the
optimal hybridization conditions (probe and target concentration, hybridization
buffer, wash buffer, etc.). After the optimization conditions were obtained, PCR
products (real samples) were used. The study continued with verification of
nanogenosensor that is designed under optimum conditions.

A faster, easier and more cost-effective nanogenosensor design was
performed compared to other methods used in the diagnosis of hereditary and
infectious diseases. These nanogenosensors, which increase their surface areas
and sensitivity, have been found to be the basis of microchip technologies with

their applicability to clinical diagnosis and a single-use system.

Keywords: Nanogenosensor, Electrochemical Impedance Spectroscopy,

Graphene Oxide, Pathogenic Microorganism
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ONSOz

Calisma siiresince, patojenik mikroorganizmalarin tayinine yonelik
elektrokimyasal nanogenosensor tasarimi i¢in gerekli alandaki ¢alisma ornekleri

dogrultusunda arastirmalar yaparak bu konu iizerinde c¢alistim.

Bu c¢alismalar dogrultusunda; biyosensér tasarimi, nanomalzeme-DNA
etkilesimi, elektrokimyasal ve voltametrik teknikler, yiizey modifikasyonlari
(grafen oksit, indirgenmis grafen oksit, karbon nanotiip), tek nokta mutasyonu,
biyomolekiillerin tasarlanan biyosensor yiizeyine baglanmalarinin elektrokimyasal
olarak tayini (Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi, Dongiisel Voltametri ve

Diferansiyel Puls Voltametrisi) gibi ¢alismalarda bulundum.

Calismamda tasarlanan patojenik mikroorganizmalarin tayinine yonelik
gelistirilen nanogenosensdr ile kalitsal ve bulagici hastaliklarin tanisina yonelik
gelistirilen diger yontemlere gére daha kolay, hizli, diisik maliyet igeren bir
tasarim gergeklestirilmistir. Tasarimi yapilan nanogenosensor ile ylizey alani ve
hassaslig1 artirilarak, tek kullanimlik mikrogip teknolojilerinin de temeli oldugu
belirlenmistir. Tasarlanan bu nanogenosensorler ile patojenik
mikroorganizmalarin 6zellikle mikrogip teknolojisi ve klinik analizlere yonelik

tanisinda kullanilmas1 hedeflenmektedir.

Calismam siiresince ¢alismamin bu noktaya gelmesinde katkilarini higbir

sekilde esirgemeyen saygideger hocalarima tesekkiirlerimi sunarim.

[ZMIR
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1. GIRIS

Mikroorganizmalarin  biiyiik bir ¢ogunlugunun yararli 6zellikleri
bulunmasina ragmen, bazi mikroorganizmalar ise; konukgusu oldugu insan,
hayvan ve bitkileri ¢esitli olarak zarara ugratmaktadir. Konakgisini zarara ugratan
bu patojenik mikroorganizmalar, diinya ¢apinda giderek ciddilesen cesitli bulasici
hastaliklarin etken maddeleridir. Bakteri, viriis, fungus, protozoa gibi patojenik
mikroorganizmalar, ¢esitli kalitsal ve bulasici hastaliklara ve hatta 6liimlere neden
olmaktadir. As1 ve antibiyotiklerin gelismesi ile birlikte bulasici hastaliklara kars1
kazanilan ilk zaferlere ragmen, yeni ve coklu ilaca direngli patojenler siirekli
olarak ortaya ¢ikmaktadir (Yoo and Lee, 2016). Patojenik mikroorganizmalarin
neden oldugu bulasici ve kalitsal hastaliklarin cogu gida ve su kaynakh
hastaliklardir. Yilda 325.000 hastaneye yatig, 5.000 6lim ve toplam 37.1 milyar
dolarlik tibbi maliyetle sonuglanan tahmini 76 milyon vaka ile sadece gida
kaynakli hastaliklar diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi ve ekonomik ytikii
olusturmaktadir (Dwivedi and Jaykus, 2011). En yaygin olarak bulunan patojenik
mikroorganizmalar arasinda; Escherichia coli, Salmonella spp, Listeria
monocytogenes, Shigella spp, Staphylococcus aureus, Aspergillus spp,

Plazmodium spp, HIV viriisii, vb. bulunmaktadir.

Kalitsal ve bulagici hastaliklara neden olan patojenik mikroorganizmalarin
tanisinin erken teshisi ¢ok onemlidir. Bu amacla patojenik mikroorganizmalarin
tayinine yonelik birgok tan1 yontemleri gelistirilip, uygulanmaktadir. Bu
yontemlerin temeli; biyolojik materyallerden (kan, serum, hiicre, doku...) gida ve
su ya da cevresel atiklardan patojenik mikroorganizmalarin bulunabilecegi
orneklerden elde edilen biyosensor sistemleri, yiiksek hassasiyet ve ozgiillik,
diisiik maliyetli olmas1 gibi 6zellikleriyle bir¢ok alana girip, 6zellikle de biyolojik
materyallerin hizli tayinine olanak saglamaktadir (Mikkelsen, 1996). Giiniimiizde
de, bulasici ve kalitsal hastaliklarin teshisi, kanser tedavi ve teshisinde

kullanimlar: hizla artmaktadir.

Niikleik asit tanima yontemlerine dayali elektrokimyasal genosensorler,
mikrobiyolojik kokenli hastaliklarin teshisi icin diger yontemlere gore hizli, kolay

ve diisik maliyetlidir. Ozellikle elektrokimyasal —sistemlerin  kolay



uygulanabilirligi, yiiksek hassasiyet, hizli cevap alinabilmesi, diisiikk maliyet ve
minimalize edilebilirligi o6zellikleri ile mikrogip teknolojilerinin temelini
olusturarak, 6zellikle klinik analizlere yonelik tasarimlar1 gelistirilmektedir (Wang

etal., 1997; Kara vd., 2016).

Son yillarda, nanoteknolojinin de gelismesiyle birlikte nanomateryal ile
zenginlestirilen genosensor tasarimlart hiz kazanmistir. Nanomateryal ile
zenginlestirilen genosenodrlerin ylizey alanlar1 ve hassasiyetleri artirilarak, daha

diistik siurl tayinleri elde edilmektedir (Ceci et al., 2010).

Karbon bazli nanomateryallerden olan Grafen ve tiirevleri son yillarda
biyosensor sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaya baslanmigtir. Grafit tiirevi
olan Grafen, karbon atomunun sp® hibritlesmesi yapan bal petegi oOrgiilii
yapilarindan meydana gelen iki boyutlu bir nanomateryaldir. Grafen Oksit (GO)
ise; grafitin oksidasyonu ile elde edilen grafen tiirevidir. Grafen oksitin yapisinda
farkli oksijen gruplar1 bulundugu i¢in diger molekiiller ile daha iyi baglanma

imkan1 sunmaktadir (Taniselass et al., 2019).

Tez calisma kapsaminda, patojenik mikroorganizmalarin tayinine yonelik
Grafen Oksit nanometaryali ile zenginlestirilmis bir genosensér tasarimi
gerceklestirilmistir. Model olarak Escherichia coli (E. coli) bakterisine ait PCR
drinti  kullamilmig  ve  gelistirilen bu nanogenosensdr ile patojenik
mikroorganizmalarin 6zellikle mikrogip teknolojisi ve klinik analizlere yonelik

tanisinda kullanilmas1 hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Biyosensorler

Biyosensorler, analizi yapilacak biyolojik madde olan analit ile analite
spesifik olan biyoreseptoriin etkileserek ve bu etkilesme sonucunda olusan
biyokimyasal yaniti, fiziksel bir sinyale doniistiiren kiigiik analitik cihazlardir
(Coulet, 1991). Biyosensorler birbiri i¢ine gegmis biri biyoreseptor, digeri ¢evirici
(doniistiiriici) adi verilen iki kisimdan olusmaktadir. Birinci kisim olan
biyoreseptdr; analitin taninmasindan ve sensoriin hassasiyetinden sorumlu olan
kisimdir. ikinci kisim olan gevirici ise; etkilesme sonucunda olusan maddeyi
okunabilir bir sayisal degere ¢eviren kisimdir (Mehrvar et al., 2000; Thakur and

Ragayan, 2013). Biyosensoriin yapisi Sekil 2.1°de gosterilmektedir (Turan, 2018).
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Sekil 2.1. Biyosensdriin yapisi
2.1.1 ideal bir biyosensérde olmasi gereken ézellikler

Her biyosensoriin sahip oldugu bazi1 statik ve dinamik o6zellikleri
bulunmaktadir. Bu 0&zelliklerin optimizasyonu, biyosensoriin performansina

yansimaktadir. Basarili bir biyosensoriin ¢alisabilmesi i¢in, biyosensore etki eden



bu ozelliklere dikkat edilmesi gerekmektedir (Chaplin and Bucke, 1990; Hall,
1990; Thakur and Ragavan, 2013; Bhalla, 2016).

e Secicilik: Ideal bir biyosensérde olmasi gereken &zelliklerin en
basinda secicilik parametresi gelmektedir. Biyosensoriin hedef
analiti i¢in oldukca se¢ici olmasi gerekmektedir. Benzer kimyasal
yapiya sahip kisimlarla minimum veya hi¢ reaktivite géstermemesi
gerekmektedir. Bir biyosensor insa etmek igin; biyoreseptor
seciminde ilk dnce segicilik parametresine bakmak gerekmektedir.

e Hassasiyet: Bir biyosensor tarafindan tespit edilebilecek minimum
analit miktari, tespit limitini veya hassasiyetini tanimlamaktadir.
Biyosensor, hedef analiti i¢in ilgilenilen aralikta numunelerin 6n
temizligi ve 6n konsantrasyonu gibi minimum ek adimlarla 6l¢iim
yapabilmelidir.

e Tekrarlanabilirlik: Ayni konsantrasyonlara sahip 6rneklerin, birkag
kez analiz edildiklerinde ayni veya birbirine yakin sonuglar
vermeleridir. Tekrarlanabilir sinyaller, bir biyosensoriin tepkisi
iizerine yapilan c¢ikarimlara, yiiksek giivenilirlik ve saglamlik
saglamaktadir.

e Stabilite: Biyosensor sisteminin igindeki ve c¢evresindeki ortam
bozulmalarina kars1 duyarlilik derecesidir. Bu bozulmalar, 6l¢iilen
bir biyosensoriin ¢ikis sinyallerinde kaymaya neden olabilir. Bu
oOlgiilen konsantrasyonda bir hataya neden olabilir ve biyosensoriin
kesinligini ve hassasiyetini etkileyebilir.

e Genis Olciim Arah@i: Sensér hassasiyetinin iyi oldugu
konsantrasyon aralifidir. Biyosensorden alinan akim-derigim
egrilerinin dogrusal oldugu aralik olup, bu aralifin genis olmasi
gerekmektedir.

e Hizh Cevap Zamam: Ideal bir biyosensoriin verimli bir sekilde
calisabilmesi icin, hedef analitin gercek zamanli olarak izlenerek
hizl1 bir sekilde cevap vermesi gerekmektedir.

e Kullamm Omrii: Biyosensoriin performans dzelliklerinde dnemli

bir bozulma olmadan uzun siire kullanilmas1 gerekmektedir. Bunun



icin kullanilan biyolojik materyallerin aktivitelerinde bozulma
olmamasina dikkat edilmelidir.

e Basitlik ve Ucuzluk: Ideal bir biyosensoriin tasarimi kolay, maliyeti
ucuz ve kullanimi rahat olmalidir. Bu nedenle, ilk biyosensorlerdeki
karmasik ve maliyeti pahali olan tasarimlar, basitlestirilip maliyeti
de ucuz hale getirilmistir.

e Kiiciiltiilebilirlik ve Sterilize Edilebilirlik: ideal bir biyosensériin
en onemli Ozelliklerinden birisi; kiiciiltiilebilir ve taginabilir 6zellikte
bir biyosensor tasarimidir. Bdylece, gliclii ¢ip istii laboratuvar
cihazlarma entegre edilebilirler. Biyosensoriin sterilizasyonu da
diger o6nemli Ozelliklerden birisidir. Ancak, biyolojik materyalin

fiziksel dayaniklilig: sterilizasyonu etkilemektedir.

2.2 Biyosensor Sistemlerinin Simiflandirilmasi

Biyosensor sistemleri, biyomolekiil ¢esidine goére algilayict sistem ve
ceviricinin tlirline gore cevirici sistem olarak adlandirilan; 2 ana bashga gore

smiflandirilmaktadir.



Tablo 2.1. Algilayict ve gevirici sistemlere gore biyosensorler.

ALGILAYICI SISTEM CEVIRICI SISTEM

ENZIMLER ELEKTROKIMYASAL

(Enzim Temelli Biyosensorler) (Potansiyometrik, Amperometrik,
Voltametrik, impedimetrik)

ANTIJEN-ANTIKOR OPTIK (Floresans, Yansima,

(Immiinosensér) Biyoliiminesans, Kirilma Indisi)

MIKROORGANIZMA PIEZOELEKTRIK (Yiizey Akustik

(Mikrobiyal Biyosensorler) Dalga, Piezokristalin Rezonans
Frekansi)

HUCRE TERMAL (Reaksiyon Isisi,
Adsorpsiyon Isis1)

DOKU MANYETIK (Paramanyetik)

NUKLEIK ASITLER ELEKTRIKSEL (Yiizey Iletkenligi,

(Genosensorler) Elektrolit Tletkenligi)

2.2.1 Algilayic sisteme gore biyosensorler

Biyosensor sistemini olusturan en énemli kisimlardan biri olan biyoreseptor,
tespit i¢in biyokimyasal mekanizmay1 kullanan, maddeye karsi afinitesi olan ve
etkilesime giren biyomolekiill kismidir. Biyoreseptdr sayesinde biyosensor,
kendisine afinitesi olan hedef analiti taniyarak onunla etkilesime girmektedir.
Enzimler, antikorlar, hiicreler, mikroorganizmalar, aptamerler ve niikleik asitler

biyomolekiil olarak kullanilmaktadir (Li et al., 2011).

2.2.1.1 Enzim temelli biyosensorler

Enzim temelli biyosensdrler, biyoreseptor kisminda enzimlerin kullanildigi
biyosensorlerdir. Enzimlerin substratlariyla etkilesime girmesiyle olusan
biyokimyasal {iriiniin tespitine dayanmaktadir. Enzimler; herhangi bir
parcalanmaya ve degisiklige ugramayan, kimyasal donilisimlerin modelini

belirleyen molekiiller olup, biyolojik sistemlerin katalizorleridir. Enzimler,



substratlarina kars1 oldukca yiiksek bir 6zgiinliigii ve spesifikligi sebebiyle en ¢cok
kullanilan biyomolekiiller arasindadir. Ancak; pH, iyonik kuvvet, sicaklik gibi
faktorler, enzimlerin kararlilik  gdstermemesinden dolayr  kullanimini

siirlamaktadir.

Biyosensorlerin gecmis tarihine baktigimizda, biyosensor alanlarindaki ilk
calismalar enzim biyosensorleri ile baslamistir. Bu alandaki ilk calismalar,
1962°de Clark ve Lyons, 1967°de ise; Updike ve Hick tarafindan Glukoz analizine
yonelik Glukoz Oksidaz elektrotlar1 iizerine gelistirilmistir (Gopel and

Heiduschka, 1995; Akyiiz, 2011).

2.2.1.2 immiinosensorler

Antikorlar, canli viicuduna giren yabanct maddelere karsi iiretilen ve
immiinoglobiilinler olarak da bilinen protein molekiilleridir. Y formuna sahip
olup, bir ¢ift agir ve bir ¢ift hafif zincir olmak tizere iki farkli zincire sahiptir. Her
zincirin de kendine ait sabit ve degisken boliimleri bulunmaktadir. Antikorlar,
degisken bolgede kendilerine spesifik ve immiin sistem tarafindan taninabilen

molekiiller olan antijenler ile reaksiyona girmektedir (Goldsby et al., 2000).

Immiinosensorler, antijen ve antikor arasindaki etkilesimi ve olusan
immunokimyasal reaksiyonlari inceleyen biyosensorlerdir. Antikor-antijen
etkilesiminin yiiksek stabilitesi ve biyolojik olarak hassas biyomolekiiliin
genellikle cevirici yilizeyi lizerinde immobilize olmasi nedeniyle ¢ogu
immiinosensér tek kullanimliktir. Immiinosensorler, ¢esitli cevirici kisimlar ile
kullanilarak farkli yontemlerle gerceklestirilmektedir. En yaygin olarak kullanilan
immiinosensor tipi, redoks enzimi tarafindan tretilen redoks tiirlerinin (enzimatik
etiket) oOlgiilebilir bir sinyale doniistiiriildiigii ELISA testi olarak kabul
edilmektedir (Moina and Ybarra, 2012).



2.2.1.3 Mikroorganizma temelli bivosensorler

Mikrobiyal Biyosensorler, biyoreseptér kisminda mikroorganizmalarin
kullanildig1 biyosensorlerdir. En ¢ok tercih edilen mikroorganizmalar; bakteriler
ve funguslardir. Mikroorganizmalarin biyomolekiil olarak kullanilmasinin bazi
avantajlar1 bulunmaktadir. Bunlar; genis bir alandaki kimyasal maddeleri
metabolize etmeleri, yapilarinda bir¢ok enzim ve kofaktor bulundurmalari, farkl
sicaklik  ve pH araliklarinda c¢alismaya elverisli olmalaridir. Enzim
biyosensorleriyle  karsilastirildiklarinda,  enzim  saflastirilmasina  gerek
duyulmadigi i¢in maliyeti ucuz ve hizhidir. Ancak, daha yavas bir biyosensor

cevab1 vermektedir.

Mikroorganizmalar, degisik reseptdr davranislart gosterdikleri igin,
Biyolojik Oksijen Ihtiyact (BOD), toksisite ve mutajenite testlerinde
kullanilmaktadir. Mikrobiyal Biyosensorler genel olarak ¢evre analizlerinde, gida
ve klinik 6rneklerin izlenmesinde sik kullanilmaktadir (D’Souza, 2001; Lei et al.,
2006; Yiice, 2011).

2.2.1.4 Aptamer tabanh bivosensorler

Aptamerler; proteinler, amino asitler, ilaglar, mikroorganizmalar, hiicreler
gibi ¢esitli hedeflere yiiksek spesifiklikte baglanma 6zelligine sahip, 15-40 baz
uzunlugunda kisa tek zincirli DNA veya RNA dizileridir. SELEX (Systematic
Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) teknolojisi ile in vitro ortamda
seleksiyon yontemiyle izole edilerek secimleri gergeklestirilir. Aptamerler, ilgili
hedeflere yiiksek afinite ve oOzgiilliik ile baglanma yeteneklerinden dolay1
kimyasal veya sentetik antikor olarak da adlandirilirlar. Aptamerler, antikorlar ile
kiyaslandiginda, baz1 avantajlart bulunmaktadir. Bunlar; in vitro ortamda
uretilmesi, ylksek baglanma afinitesi, kiigiik boyutlara sahip olmasi, kolay
iretilmesi, termostabil olmasidir. Aptasensorler, biyoreseptor kisminda
aptamerlerin kullanildig1 biyosensorlerdir. Aptasensorler giiniimiizde bakteri ve
virls, hiicre, ila¢ tayinlerinde kullanilmaktadir (Chambers et al., 2008; Xu et al.,

2009; Wu et al., 2015).



2.2.1.5 Niikleik asit tabanh biyosensorler (Genosensorler)

Niikleik asitler, kalittm materyali olan genleri olusturan ve kalitsal bilgiyi
depolayarak bir sonraki kusaga aktaran makromolekiillerdir. Yapilarinda bulunan
sekerin tipine bagl olarak adlandirilan iki tip niikleik asit bulunmaktadir. Bunlar,
deoksiriboniikleik  asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA) olarak
isimlendirilmektedir. DNA, hiicrenin genetik sifresini tasirken, RNA ise; bu
sifreyi proteinlerdeki amino asit dizisine tasiyan aract molekiildiir (Raven et al.,

2017).

Niikleik asitler, niikleotidlerin yap1 taslaridir. Cok sayidaki niikleotidin
(monomer) fosfodiester baglari ile birbirine baglanmasindan olusan poliniikleotid
zincirleridir. DNA ve RNA niikleik asitleri, ntikleotidlerin 3'- 5’ fosfodiester
baglar1 ile polimerize olarak meydana gelmektedir. Niikleik asit omurgasi,
fosfodiester bagi ile birbirine baglanan seker ve fosfat birimlerinden olusur.

Azotlu bazlar da, bu iki omurgayi bir arada tutmay1 saglar (Campbell and Reece,

2010).

Bir niikleotid {i¢ kistmdan olusur:

* Azotlu organik baz,

* Bes karbonlu seker (Pentoz),

* Fosfat grubu icermektedir.
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Sekil 2.2. Niikleotid yapis1 (bosterbio.com)

Azotlu Bazlar; Piirin (¢ift halka) ve Pirimidin (tek halka) olmak tizere iki
cesittir. Plirinler, alt1 {iyeli bir halka ile bes iiyeli bir bagka halkanin kaynagmasiyla
olusan, ¢ift halkali yapidir. Piirin ailesinin tiyeleri; Adenin (A) ve Guanin (G)’dir.
Pirimidinler ise, alt1 iiyeli tek halkali yapidan olugsmaktadir. Pirimidin ailesinin
iiyeleri; Sitozin (C), Timin (T) ve Urasil (U)’dir. Adenin, Guanin ve Sitozin
bazlari hem DNA’da hem de RNA’da bulunmaktadir. Fakat, Timin (T) sadece
DNA’da, Urasil (U) ise; sadece RNA’da yer almaktadir. Pentoz sekeri; riboz ve
deoksiriboz olmak iizere iki ¢esittir. Deoksiriboniikleik asitlerde (DNA);
deoksiriboz, Riboniikleik asitlerde (RNA) ise; riboz sekeri bulunmaktadir. Bu iki
seker arasindaki temel fark; deoksiriboz sekerinin 2’ konumunda H bulunurken,
riboz sekerinin 2’ konumunda OH grubu bulunmasidir. Fosfat grubu; biitiin
niikleik asitlerde bulunan fosfat gruplar1 ayni olup, fosforik asitten olugmaktadir.

Fosfat grubu, sekerin 5' karbonuna ester bagi ile baglanmaktadir (Snustad and

Simmons, 2008; Lodish et al., 2018).
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Sekil 2.3. DNA ve RNA molekiillerinin yapisinda bulunan bilesenler (canlibilimi.com)

DNA molekiilii, ¢ift sarmal (heliks) seklinde, eksen etrafinda sarilmis iki
tane poliniikleotid zincirine sahiptir. DNA’nin {i¢ boyutlu yapisinin ikili sarmal
seklinde oldugunu ilk kez 1953 yilinda Watson ve Crick one siirmiistiir. Iki adet
seker (deoksiriboz) ve fosfat omurgasi sarmalin dis kisminda yer alirken, piirin ve
pirimidin bazlar1 sarmalin i¢ kisminda birbiriyle eslesmektedir. Bu yerlesime
gore; sarmalin i¢ kismi hidrofobik, dis kismi ise; hidrofiliktir. Deoksiriboz ile
fosfat molekiilleri birbirine ester bagiyla baglidir. Fosfodiester baglar olarak da
bilinen bu baglar son derece kuvvetlidir. Fosfodiester bag1 sekerlerin 5'C ve 3'C
atomlarim1 bagladigi i¢in yap1 5’ —» 3’ yoniindedir. Cift zincirde karsilikli olarak
bulunan piirin ve pirimidin bazlar1 da spesifik bir sekilde baglanmaktadir. Bu
bazlar, hidrojen baglar ile birbirine baglanmaktadir. Adenin (A) ile Timin (T),
Guanin (G) ile Sitozin (C) baz giftleri olusturur. Adenin ve Timin baz ¢iftinde iki,
Guanin ve Sitozin baz ¢iftinde ise; li¢ Hidrojen bagi bulunmaktadir. Bu eslesmeler
sayesinde ¢ift sarmalin zincirleri birbirinin tamamlayicisidir. Piirin ve pirimidin
bazlarinda bulunan azot atomu ile deoksiriboz sekerinde bulunan karbon atomu

arasinda glikozidik bagi bulunmaktadir (Alberts et al.,2002).
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DNA Cift Sarmah

Sekil 2.4. a) DNA molekiilii, b) DNA ¢ift sarmal yapisi (biyolojiportali.com)

Cift sarmal yapidaki DNA, piirin ve pirimidin bazlar1 arasinda yer alan zayif
hidrojen baglar1 tarafindan bir arada tutulmaktadir. Zayif hidrojen baglari,
fosfodiester baglar kadar kuvvetli degildir. Bu ylizden, DNA ytiksek sicaklik veya
kimyasal ortama maruz birakildiginda, niikleotidler arasindaki baglarda kopma
olmaksizin, DNA ¢ift zincirli heliks yapisin1 kaybederek ikiye ayrilmaktadir. Bu
olaya denatiirasyon adi verilmektedir. Adenin ve Timin arasinda 2, Guanin ve
Sitozin arasinda 3 hidrojen bagi bulundugu i¢in, Guanin-Sitozin ¢ifti daha geg
ayrilmaktadir. Yiiksek sicaklik yontemi ile ayrilan cift zincirli heliks yapis
yavasca sogutularak, karsilikli hidrojen baglar1 kurulup, tekrar ¢ift sarmal hale

gecmektedir. Bu olaya ise; renatiirasyon denir (Lewin, 2004).
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Sekil 2.5. DNA’da meydana gelen denatiirasyon ve renatiirasyon Olaylari

Genosensorler;  biyoreseptdr olarak niikleik asitlerin  kullanildigi
biyosensorlerdir. Sensor ylizeyinde, niikleik asitlerin hibridizasyon islemine
dayanmaktadir. Genosensorlerin ¢alisma prensibi, sensor yiizeyinde aranan
hedefin belirli gen bdlgesini igceren 20-40 baz uzunluguna sahip tek sarmal prob
DNA dizisi (SSDNA) ile prob dizisinin tam karsiligi olan hedef DNA dizisinin
(ssSDNA) etkilesimine dayanmaktadir. Tek sarmal prob dizi ile tek sarmal hedef
dizinin etkilesmesi sonucu ¢ift sarmal DNA (dsSDNA) olusmasi islemine niikleik

asit hibridizasyonu ad1 verilmektedir.

Giintimiizde kalitsal ve infeksiyon hastaliklarin teshisi, mutasyon analizleri,
klinik aragtirmalarda, gida sanayisinde, patojenik bakteri ve viriis tayinlerinde sik
kullanilmaktadir. Cevirici kisim olarak elektrokimyasal c¢eviricileri kullanan
Elektrokimyasal Genosensorler, bulasici ve kalitsal hastaliklarin hizli ve erken
tanist i¢in hizla gelistirilmektedir. Patojenik bakteri ve virlis tayinlerinde,
infeksiyon ve kalitsal hastaliklarin tanisinda kullanilan konvansiyonel yontemlere
gore; daha hizli, ucuz ve kolay yontemlerdir (Tiwari and Turner, 2004;
Karunakaran et al., 2015).

Tipik bir elektrokimyasal genosensoriin tasarimi; prob immobilizasyonu,

hibridizasyonu ve tayini ile gergeklestirilmektedir.
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Prob immobilizasyonu: Sensor yiizeyine prob DNA dizisinin tutturulmasi

islemidir.

Hibridizasyon: Sensor yiizeyine tutturulan prob DNA dizisi ile bu dizinin

tam karsilig1 olan hedef DNA dizisinin hidrojen bagi kopriileri ile baglanmasi

sonucunda hibridizasyon islemi ger¢eklesmektedir.

Tayin: Sensor yilizeyinde olusan hibritin elektrokimyasal olarak algilanmasi

yontemleri ile tespitleri yapilmaktadir.

e DNA Hibridizasyonunun Elektrokimyasal Algilanmasi

indikatore Dayali DNA Dizi Algillama Yontemi

Hibridizasyon indikatorii olarak kullanilan madde, DNA bazlarindan biriyle,
ozellikle Guanin baziyla etkilesime girmektedir. Maddenin tek sarmal DNA
(ssDNA)’yla etkilesiminden sonra alinan madde sinyali, bazlar agikta oldugu icin
daha yiiksek, c¢ift sarmal DNA (dsDNA)’da ise; bazlar kapali oldugu i¢in madde
sinyali daha diisiiktiir (Kara vd., 2002).

indikatorsiiz DNA Dizi Algilama Yontemi

Indikatorsiiz DNA Dizi algilama ydntemi iki yonteme dayanmaktadir. Ilk
yontem Guanin sinyalinin oksidasyonuna dayali yontemdir. DNA’daki en
elektroaktif ve kararli baz Guanin bazi olup, +1.0 V civarinda
yiikseltgenmektedir. Sensor ylizeyine immobilize edilen tek sarmal DNA
(ssDNA)’daki bazlar agik oldugu i¢in Guanin yiikseltgenme sinyali yiiksek, ¢ift
sarmal DNA (dsDNA)’daki Guanin bazi hibridizasyon sonucu Sitozin bazi ile
baglanmasi nedeniyle bazlar kapali duruma gectigi icin Guanin yiikseltgenme

sinyali daha diisiiktir.

Ikinci yontem ise; impedimetrik yontem olan Elektrokimyasal Empedans
Spektroskopisi (EIS) ile sensor yiizeyinde olusan hibritin Rct verilerine bakilarak

tayinleri gergeklestirilmektedir.
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2.2.2 Cevirici sisteme gore biyosensorler

Cevirici sistem, biyoreseptoriin analit ile etkilesiminden kaynaklanan
biyokimyasal sinyali, fiziksel bir sinyal haline doniistiirmek i¢in kullanilmaktadir.
Uretilen sinyalin yogunlugu, analit konsantrasyonuyla dogrudan veya ters
orantilidir. Cevirici kisim, biyosensor yilizeyinde meydana gelen 1s1, 151k,
potansiyel, akim, titresim, basing, kiitle 6lgerek, biyokimyasal reaksiyon hakkinda
bilgi vermektedir. Cevirici sisteme gore biyosensorler; optik, piezoelektrik,
kalorimetrik ve elektrokimyasal sensorler olarak siniflandirilmaktadir (Lowe et

al., 2007; Sassolas et al., 2012).

2.2.2.1 Piezoelektrik biyosensorler

Piezoelektrik biyosensorler, kiitle bazli olglimlere dayanan sensorlerdir.
Ayrica, akustik prensibine (ses titresimi) dayandigi i¢in akustik biyosensorler
olarak da adlandirilirlar. Mekanik bir kuvvet uygulandiginda, elektrik sinyali

tiretirler (Malhotra et al., 2017).

Piezoelektrik sensorler, elektrik potansiyeli uygulandiginda elastik bir
deformasyona ugrayan kristalleri kullanirlar. Piezeoelektrik sensdrlerin prensibi;
bu kristallerin biyolojik tanima elemani ile kaplanarak, hedef analitin reseptore
baglanmas1 sonucunda frekans ve kiitlesinde meydana gelen degisiklikleri
Olcmesidir. Bu, biyosensordeki Kuvars Kristal Mikrobalansinin 6zel bir

uygulamasidir (Choudhary et al., 2015).

eKuvars Kristal Mikrobalans (QCM; Quartz Crystal Microbalance)

Piezoelektrik sensorlerin 6nemli uygulamalarindan biri olan Kuvars Kristal
Mikrobalans (QCM) tabanli biyosensorler, kiitleye dayali 6l¢iim yapan ve oldukca
hassas olan sensor sistemleridir (Cakir, 2017). QCM, sensor ylizeyine immobilize
edilen biyomolekiillerin etkilesimi sonucunda olusan kiitle degisimlerinin sebep
oldugu rezonans frekansindaki degisimlerin tespit edilmesi prensibine
dayanmaktadir. QCM, her iki yiizeyinde esit yar1 capl ince bir kuvars kesme
diskine kaplanmis elektrotlardan olugmaktadir. Elektrotlara elektriksel gii¢
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uygulandiginda elde edilen mekanik kuvvet, kuvars kristal dogal frekansinda bir
rezonans salmimi gergeklestirir. Molekiillerin  salinimli  kristalin  yiizeyine
adsorpsiyonu, frekansinin diismesine neden olur. Bu frekans degisimini 6lgerek,
ylizeyde biriken birim alan basma kiitle miktar1 biiyilk bir hassasiyetle
belirlenebilmektedir. Frekans degisimi (Af), birim alan basina adsorbe edilmis
molekiillerin kiitlesi (Am) ile dogru orantilidir. Bu frekans degisimi ve sensor
ylizeyine immobilize edilen molekiillerin kiitleleri arasindaki baginti Sauerbrey

denklemi ile agiklanmaktadir (Kimmel et al., 2011; Nyguven et al., 2019).

Af == 2 f 2 Am
_*1\/,0‘1 M,

Denklemde; fo rezonans frekansini, A kristalin aktif alanimi, Pq kuvarsin
yogunlugunu, Mq kuvarsin kesme katsayisin1 ve Am ise; kristal lizerindeki kiitle

degisimini gostermektedir (Pohanka, 2017).

Giinlimiizde, patojen bakteri ve viriis tayinleri, DNA etkilesimleri, antijen-

antikor etkilesimlerinde sik kullanilmaktadir.

2.2.2.2 Kalorimetrik biyosensorler

Kalorimetri, kimyasal veya biyokimyasal reaksiyona eslik eden 1s1
Olgimiidiir. Ist degisimleri, endotermik veya ekzotermik olabilmektedir
(Ramanathan et al., 1998). Bu 1s1 degisimleri bir biyokimyasal reaksiyon
sirasinda 1smin emilmesi veya olusmasi ile reaksiyon ortaminin degismesine
neden olmaktadir. Kalorimetrik Biyosensorler, biyokimyasal reaksiyon sonucu
ortaya ¢ikan 1smin igerigindeki degisikligin dlciilmesi prensibine dayanmaktadir
(Li et al., 2011). Pratik uygulamalarin c¢ogunda kalorimetrik biyosensorler
kullanilmistir; ¢ilinkii bunlar oldukca hassas, nispeten 6l¢iim devresinde kullanimi

ucuz ve kolaydir.
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Kalorimetrik biyosensorler ilk olarak enzim elektrodu ve enzim
reaksiyonlartyla ilgili mikrokalorimetrik ¢aligmalardan esinlenerek ortaya ¢ikip,
uzun siire enzim bazli sensorlere uygulanmistir. Gliniimiizde ise; gida sanayisinde,
DNA hibridizasyon tayininde, kozmatik, farmasotik ve bilesen analiz tayinlerinde

kullanilmaktadir (Monosik et al., 2012; Yakovleve et al., 2013).

2.2.2.3 Optik bivosensorler

Optik biyosensorler, sensor ylizeyinde olusan biyolojik veya kimyasal
reaksiyonun bir sonucu olarak gozlenen veya yayilan 1s18in 6l¢iimiine dayanan
sensorlerdir. Optik Olgiim; floresan, absorbans, kemiliiminesans, yansima, 1sik
sacilimi ve kirilma indisindeki degisikliklere dayanabilir. Optik biyosensorlerin
temel prensibi, sensor yiizeyine immobilize edilen biyomolekiiliin etkilesimi
sonucunda meydana gelen sinyalin 1s1k yansimasi, sagilimi ya da acisindaki
degisimi 6lgmektedir. Genellikle, en sik kullanilan optik biyosensorler, Yiizey
Plazmon Rezonanst (SPR) ve Floresan Tabanli Algilama sensorleridir (Garcia,

2009).

® Yiizey Plazmon Rezonans (SPR; Surface Plasmon Resonance)

Yiizey plazmon rezonans (SPR) teknigi, bir metal {lizerinde adsorbe edilen
cok ince malzeme katmanlarinin kirilma endekslerini 6l¢gmek i¢in kullanilan optik
bir yontemdir. SPR Biyosensorlerinde, sensor yiizeyindeki bir biyo tanima
eleman ile analit etkilesime girdiginde, yiizey plazmon dalgalarindaki degisimin
Olciimii gerceklestirilmektedir. SPR yontemi; belirli kosullarda, metalik bir film
tizerindeki ylizey plazmonlarinin fotonlar tarafindan uyarilabildigi, dolayisiyla bir
fotonun bir yiizey plazmonuna doniistiiriilmesi ve absorbantin kirilma endeksine

dayanmasi prensibine dayanmaktadir.

Giiniimiizde SPR Biyosensorleri, patojenik mikroorganizmalarin tayininde,
DNA ve protein etkilesimleri, antijen-antikor etkilesimlerinin saptanmasinda

kullanilmaktadir (Homola, 2003; Pattnaik, 2005; Mol and Fischer, 2010).
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¢ Floresan Tabanh Algilama

Floresan, segiciligi ve duyarlilifi nedeniyle biyosensér uygulamalarinda
yaygin olarak kullanilan optik bir yontemdir. Floresan tabanli algilamada, hedef
molekiiller veya biyolojik tanima molekiilleri floresan o6zellikteki boya gibi
maddeler ile -etiketlenmektedir. Floresan yogunlugunu, hedef molekiillerin
varligin1 ve hedef ile biyoreseptor arasindaki etkilesimi gostermektedir. Floresan
tabanli algilama, ¢ok diisiik analit konsantrasyonlarini tespit edebilme 6zellikleri
ile hassas bir yontemdir. Diisiik analit konsantrasyonlarinda, floresan emisyon
yogunlugu konsantrasyonla dogru orantilidir. Floresan tabanli algilamada,
floresan malzemeler ve yesil floresan proteini yaygin olarak kullanilmaktadir (Fan

et al., 2008; Garcia, 2009).

2.2.2.4 Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, sensor yiizeyinde bulunan biyolojik tanima
elemant ile bu elemana spesifik olan hedef molekiiliin etkilesmesiyle olusan
biyokimyasal reaksiyona, se¢ici ve tersinir bir sekilde cevap veren,
konsantrasyona bagimli elektriksel sinyaller olusturan kiiciiltiilmiis cihazlardir.
Yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarindan firetilen akim olc¢lilmektedir.
Uretilen bu akim, mevcut olan elektroaktif tiirlerin konsantrasyonuyla veya
tretim/tiketim  oramiyla iliskilendirilmektedir. Sensor yiizeyinde olusan
biyokimyasal reaksiyon sonucunda elektriksel sinyaller olusmaktadir. Boylece,
olusan elektriksel sinyaller sonucunda, analit konsantrasyonu ve igerigi analiz

edilebilmektedir (Perumal and Hashim, 2014).

Elektrokimyasal sensorler, 6zellikle hasta basi bakim noktasi gibi tibbi
cihazlara cesitli avantajlar saglar. Diisiik liretim maliyetleri ve minimum gii¢
gereksinimleri, hizli yanit alinabilmesi, basit tasarimlar, kolay kullanic1 ara
yiizleri, minyatiirlestirme kolayligi, saglam ol¢timler, diisiik tespit limitleri ve
kiigiik isletme hacimleri buna dahildir. Elektrokimyasal biyosensorler, 6zellikle
niikleik asit tanima yOntemlerine dayali biyosensorlerde sik kullanilmaktadir.

Gilinlimiizde; bakteri ve viriis tayinleri, mutasyon analizleri, DNA molekiilii ile
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diger maddeler arasindaki etkilesimler, ilag-DNA etkilesimleri, toksik madde

tayini, bulasici ve kalitsal hastaliklarin teshisinde kullanilmaktadir.

Elektrokimyasal Biyosensorler; Potansiyometri, Konduktometri,
Impedimetrik ve Amperometri gibi farkli ydntemler kullanilarak &lgiilen
elektriksel 6zelliklerin (direng, akim, potansiyel) tespitine dayanmaktadir (Higson,
2012). Maddelerin elektrokimyasal 6zelliklerinin Glgiilmesi ve Olgiilen sinyallere
gbre maddelerin analizine dayanan bu yontemlere ‘elektroanalitik yontemler’
ad1 verilmektedir. Bu yontemlerin diger analiz yontemlerine gore; duyarlilik,
hizlilik, secicilik ve diisiik maliyet gibi avantajlart bulunmaktadir. Elekroanalitik
yontemlerde en sik kullanilan yontemler; voltametrik ve impedimetrik

yontemlerdir (Yilmaz, 2016).

Voltametri tekniklerinden yaygin olarak Diferansiyel Puls Voltametrisi,
Kare Dalga Voltametri ve Dongiisel Voltametri kullanilirken, impedimetrik
yontemlerden de  Elektrokimyasal = Empedans  Spektroskopisi  (EIS)
kullanilmaktadir. Voltametri teknikleri, akimin oOlglilmesine dayali, EIS ise;
direncin 6lgiilmesine dayali yontemlerdir. Bu yontemler; tiglii elektrot sistemine
dayanmaktadir. Uglii elektrot sistemi ise; ¢alisma elektrodu, referans elektrot ve

yardimci elektrottan olusmaktadir.
e Diferansiyel Puls VVoltametrisi (DPV)

Diferansiyel Puls Voltametrisi uyarma sinyalleri; dogrusal bir tarama
esnasinda periyodik pulslarin olusturulmasiyla gerceklestirilen ¢ok duyarli bir
yontemdir. Calisma elektroduna uygulanan potansiyel pulslarin sonucu olarak
olusan akimin, uygulanan pulslarin émrii siiresince zamanin fonksiyonu olarak

Olclilmektedir. Tayin sinir1 ise; 107- 10® M arasindadur.

Sekil 2.6’da DPV uyarma sinyali ve voltamogram grafigi gosterilmektedir.
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Sekil 2.6. Analog cihazlarda kullamlan DPV uyarma sinyali ve DPV voltamogrami (Oner,
2013)

e Kare Dalga Voltametri (SWV)

Kare Dalga Voltametrisi, son derece hizli ve duyarli bir yontemdir. Tim
Slgiimiin yaklagik olarak 10 ms™ siirede gerceklestigi icin hizli, 107-10" tayin
sinirt bulundugu i¢in duyarhdir. ileri puls katodik akim ile geri puls anodik akim
arasindaki fark olan Ai’nin bulunmasi ile voltamogram grafigi elde edilmektedir

(Osteryoung, 1993).
¢ Dongiisel Voltametri (CV)

Dongiisel Voltametri (CV), elektrokimyasal reaksiyonlar hakkinda nitel
bilgi edinmek icin yaygin olarak kullanmilan tekniklerden biridir. CV yontemi,
diger tekniklerden farkli olarak tayin duyarliligimmi artirmak igin degil,

elektrokimyasal mekanizmanin aydinlatilmasi i¢in kullanilmaktadir (Uslu, 2011).

Dongiisel Voltametride, calisma elektroduna siirekli olarak degisen
potansiyel uygulanarak, gerilimin fonksiyonu olarak akim degeri olgiilmektedir.
Calisma elektroduna potansiyel uygulandiginda, uygulanmakta olan potansiyele
gore; pozitif veya negatif yonde bir karakter gostermektedir. Cevresindeki
cozeltiden elektron alip, elektron vererek Olgiilebilir bir akim olugmasina neden
olmaktadir. Potansiyel, standart indirgenme potansiyel degerine yaklasarak madde

indirgenmeye baslar. Elektrot yiizeyindeki maddenin hizina bagl olarak daha da
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madde indirgenecegi icin akim degeri artar. Bu artan akim degeri; katodik pik
degeridir. Indirgenme hizi artmaya basladikca akimi, difiizyonla gelen madde
miktar1 kontrol etmeye baglayarak akim azalmaya baslar. Bu azalan akim degeri
de anodik pik degeridir. Uygulanan potansiyel degerine karsilik gelen akim
piklerinin olusumu Sekil 2.7°de gosterilen voltomogramda verilmistir (Wang,

2006; Gover, 2011).
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Sekil 2.7. Doniistimlii voltametride akim-gerilim egrisini gosteren voltamogram

e Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS), elektrot ylizey
karakterizasyonuna dayali bir teknik olup, elektrokimyasal sistemleri karakterize
etmek i¢in kullanilan ve elektrotlarin ara yiizeyinde meydana gelen degisimleri
inceleyen giiglii bir tekniktir (Ciucci, 2019). Caligilan sistemin, elektrik akimi
cevabimi periyodik kiiciik genlik sinyali uygulayarak izlemek i¢in de
kullanilmaktadir. Empedansta, sistem yanitindan elde edilen bilgiler kapasitans ve
ara ylizey yik transfer direncini icerdigi i¢in, sinyaller elektrot yiizeyinde
meydana gelen farkli reaksiyonlar1 algilamak i¢in kullanilmaktadir. Sonug olarak;
bu teknik dogru verileri saglama kabiliyetinden dolayi, yiizey islemlerini

arastirmak i¢in kullanilmaktadir. (Boumya et al., 2017).
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Elektrokimyasal Empedans Spektroskpisi, faradayik ve faradayik olmayan
empedans Ol¢timii ad1 verilen redoks probu varliginda kullanilmaktadir. Bu redoks
problari; Fe(CNg)*"* veya Ru(NH3)e>** redoks ciftlerinden biri olabilmektedir.
(Halliwell et al., 2014).

EIS o6l¢iimlerinde, sinyal siireci igin alternatif bir akim kullanilmaktadir.
Alternatif akim (AC) devrelerinde, direncin esdegeri olarak Empedans kavrami
kullanilmaktadir. Empedans; karmasik direng dl¢iimii olup, kapasitor ve indiiktor
devre elemanlarindan olusan devrelerde kullanilmaktadir. Biri reel, digeri sanal

kisim olmak tizere iki bilesenden olusmaktadir.

Z=R+JX

Empedans, genellikle kiigiik bir genlige sahip potansiyel uygulanarak ve
mevcut cevabi tespit edilerek belirlenmektedir. Empedans Z, gerilim zaman
fonksiyonu V(t) ve elde edilen akim zaman fonksiyonu I(t)’nin bir kismidir. AC
devrelerinde, potansiyel ve akim arasinda zaman igerisinde bir faz kaymasi da
meydana gelmektedir. Bu akim (I), zamanin bir fonksiyonu olarak, siniizoidal

dalga seklindeki bir sinyaldir.

AU Vosin(211ft)
) I(t) Iosin (2ITft 4 @)

Yukaridaki denklemde, V, ve I, maksimum potansiyel ve akim sinyalleri
olup, f; frekans, t; zaman, ¢; potansiyel-zaman ve akim-zaman arasindaki faz

kaymasidir (Lisdat and Schafer, 2008; Uygun ve Ertugrul Uygun, 2014).
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Sekil 2.8. Empedans’in potansiyel (zaman) ve akim (zaman) biiyiikliiklerine bagli matematiksel

degisimi

Empedans, Ol¢limlerinin sonuclar1 iki sekilde gosterilmektedir. Bunlar;
Bode Egrisi ve Nyquist Egrisidir. Bode Egrisinde, frekans empedansa gore
cizilmekte olup, Nyquist Egrisinde ise; empedans bileseni yiiksek frekansta bir
yarim daire ve daha diisiik frekansta bir lineer bilesen elde etmek i¢in empedansin
gercek kismina gore ¢izilmektedir.

Nyquist Egrisi, Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisinin bir empedans
Olctim diyagrami olup, X ve Y ekseninde 2 boyutlu olarak insa edilmistir. Her
frekansta, X ekseni iizerinde empedans ger¢ek bileseni olan Zre ve Y ekseni
tizerinde empedans sanal bileseni olan Zim arasindaki iligskiyi gostermektedir.
Nyguist egrisi genellikle bir veya daha fazla yarim daire igermektedir. Bu yarim
daire bileseni, yar1 daire ¢apinin Olgiilmesiyle hesaplanan, elektrot yiizeyindeki
yiik elektron transfer sinirlama islemini temsil etmektedir. Bazen Nyquist Egrisi
%45°1ik acryla diyagonel ¢izgi icermekte olup, bu ¢izgi de Warburg Empedansini

temsil etmektedir.
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Sekil 2.9. Nyquist egrisi

Empedansa dayali elektrokimyasal dl¢iimler, bir elektrik devresi seklinde
gerceklestirilmektedir. Genellikle calisma elektrodu, referans elektrot ve yardimei
elektrottan olusan tg¢lii elektrot sistemi ile kullanilmaktadir. En yaygin olarak
kullanilan es deger devrelerden biri; Rs, Rct, Cdl ve Zw iceren Randles es deger

devresidir. (Brock, 2017).

Rs |
:I Rct ZW

Sekil 2.10. Randles Devresi’nin sematik gosterimi

Yukaridaki devrede gosterilen bilesenlere baktigimizda; Rs, yiliksek
frekanslarda olusan elektrotlar arasindaki ¢6zelti direncidir.  Rct, elektrot
yiizeyindeki elektron veya yilik aktarma transferine dayanarak aktarilan yiikiin
direncindeki artistir. Cift katmanli kapasitans olarak bilinen Cdl, elektrot ve
cozelti i¢indeki iyonlar arasindaki dis ylizey kapasitansidir. Zw ise, Warburg
empedansi olarak adlandirilan ve diisiik frekanslarda olusan lineer kisimdir. EIS,
bu bilesenlerle belirlenen ve bir frekans araliginda empedans taramasi
gerceklestirilerek elektrot yiizeyinde olusan yiik direncindeki artis olan Rct

degerindeki degisimlere bakilarak yorum yapilmaktadir.
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2.3 Biyosensorlerin Kullanim Alanlari

Biyosensorler, canlinin bulundugu her uygulamada kendine yer edinerek

¢esitli uygulama alanlarinda kullanilmaktadir. Biyosensorlerin kullanim alanlari;

Gida Giivenligi,
Mikroorganizma Tespiti,
Sanayi Atiklariin Kontrolii,
Cevre Kirleticilerinin Kontrolii,
Biyolojik Savunma (Askeri),
fla¢ Uretimi,

Tarim Uygulamalari,

Klinik Tan1 ve Biyotip (Kenar, 2010).

N N N N N

2.3.1 Klinik tamiya yonelik biyosensorler

Gilintimiizde klinik teshis ve izleme asamalar i¢in hizli ve dogru analizler
yapmak gerekmektedir. Cesitli kalitsal ve bulasict hastaliklarin teshisi ve
izlenmesi, kan 6rneklerinin rutin testleri ve diger ilgili biitiin testler i¢in biiyiik bir
caba sarf edilmektedir. Bu rutin teknikler igin; analitik teknikler, uzman personel,
zaman ve yiiksek ornek hacimleri gerekmektedir. Biyosensorler ise; analit tespiti
icin kolay, diisiik maliyetli, yiiksek hassasiyetli, hizl1 yanit verme gibi avantajlara
sahiptir. Bununla birlikte, biyosensorler ile maliyeti pahali ekipmanlar ve uzman
personel ihtiyacina gerek kalmamaktadir (Monosik et al, 2012; Bahadir ve

Sezgintiirk, 2015).

Gilinlimiize kadar genetik ve bulasic1 hastaliklar, kanser, kalp hastaliklar
gibi gesitli klinik taniya ydnelik birgok biyosensor gelistirilmistir. Ilk kez 1962°de
L.C. Clark tarafindan gelistirilen klinik taniya yonelik ticari biyosensor tipi glukoz
biyosensorleridir. Glintimiize kadar da gelistirilen ve basariya ulasilan gesitli ticari
biyosensorler mevcuttur. Bunlar arasinda; glukoz biyosensorleri, hamilelik
testleri, ¢esitli hastalik yapan patojen mikroorganizmalarin tespitine yonelik
biyosensérler (E. coli O157H7, Helicobacter pylori, Influenza A ve B viriisleri
vb.), timdr isaretleyici biyosensorler (PSA, CEA, AFP) bulunmaktadir.



26

2.3.2 Gida giivenligine yonelik biyosensorler

Gida endiistrisi, gidalarin kalitesini ve glivenligini kontrol etmek i¢in uygun
analitik yontemler gelistirmektedir. Gidadaki biyolojik ve kimyasal maddelerin
belirlenmesi 6nemlidir. Ciinkii, bu kirletici maddeler insan sagligi acisindan
tehlikeli olup, diinyadaki gida endiistrisinde de biiyiilk ekonomik kayiplara neden
olabilir. Gidalarda kalite, bu kirletici maddelerin fiziksel 6zellikleri ve kimyasal
yapilarinin miktar ile ilgilidir. Biyosensorler, bu kirletici maddelerin yani sira
aminoasitler, sekerler, alkoller gibi 6nemli analitler i¢in kullanilmaktadir. Gidada
giivenlik ise; patojenik mikroorganizmalarin ve onlarin toksinleri, alerjen ve
toksik maddelerin miktarlarin1 saptamaktir. Gida endiistrisinde biyosensdrler ile
temel olarak gida giivenligi analizine odaklanilmaktadir (Aykut ve Temiz, 2006;

Zhang et al, 2019).

Gida gilivenligine yonelik g¢esitli ticari biyosensorler gelistirilmistir. Bunlar
arasinda; Salmonella, Botulinum toxin A, Staphylococcus aureus, E. coli

O157H7, glukoz, etanol, laktat biyosensorleri bulunmaktadir.

2.4 Patojenik Mikroorganizmalar

Konakg¢1 bir organizma iizerinde ya da iginde yasayan, konakg¢iya zarar
veren organizmalara parazit denir. Bu mikrobiyal parazitlere ise; patojen adi
verilmektedir.  Protozoa, fungus, wviris ve bakteri gibi patojenik
mikroorganizmalar, bitki, hayvan ve insan hastaliklarma neden olan
mikroorganizmalardir. Konakci-patojen iligkisinin sonucu, mikroorganizmanin
patojenitesine baghidir. Konak¢inin patojene direncliligi ya da duyarliligr degistigi
gibi, patojenin konakg¢iyr zarara ugratma kabiliyeti de degisir. Patojenite, her bir
ayr1 patojen i¢in belirgin sekilde farklilik gostermekle birlikte, nicel Olgiiti
virlilenstir. Virlilens, belirli bir siirede konakg¢ida patojenik yanit1i saglayacak
hiicre sayisidir. En yaygin patojenik mikroorganizmalar arasinda, Plazmodium,
HIV viriisi, Escherichia coli ve Salmonella vb. bulunmaktadir. Patojenik

mikroorganizmalar, her yil insanlarin, hayvanlarin ve bitkilerin saglhigina biiyiik

zarar vermektedir (Madigan and Martinko, 2010; Yi-Xian et al., 2012).
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Bu calismamizda, model patojen mikroorganizma olarak Escherichia coli

bakterisi kullanilmistir.

2.4.1 Escherichia coli (E. coli)

1885 yilinda Bakteriyolog Theodor Escherich, yeni dogan bebek diskisindan
bazi mikroorganizmalar izole ederek, bunlara Bacterium coli commune adini
vermistir (Bell and Kyriakides, 2002). Bakterilerin fenotipik o6zellikleri iizerine
yapilan yogun c¢alismalarin ardindan, 1960 yillarinda Escherichia coli cinsi
tanimlanmistir (Blackburn and Mclure, 2002).

E. coli; Enterobacteriaceae familyasinda yer alan, Escherichia cinsi
icerisinde en 6nemli tiir olup, insanlar icin 6nemli firsat¢1 patojendir. Ortalama
1,1-1,5 p capinda ve 2,0-6,0 p boyunda, sporsuz, genellikle hareketli (flagella
hareketi gosteren), gram negatif basillerdir. Insan ve ¢ogu sicakkanli hayvanlarin
dogal bagirsak florasinda bulunan, fakiiltatif anaerob bir bakteridir (Torun, 2011;
Calis, 2012).

Mezofilik bir bakteri olan E. coli, 7-45°C arasinda {ireme 6zelligine sahiptir.
Fakat optimum tlireme sicakligi 37°C’dir. Sicakliga direng gdstermemekle beraber,
soguk ve donmus ortamda canliligin1 korur. E. coli’nin optimum pH degeri nétre
yakin olmakla birlikte pH degeri 4.4 gibi olduke¢a asidik ortamda iireyebilmektedir
(Ugar vd., 2016).

E. coli, karmagik ve c¢esitli antijen tiplerine sahip bir bakteridir. Somatik
(O), Flagellar (H) ve Kapsiiler (K) antijeni bulunmaktadir. Bu antijen tiplerine
gore, ilk kez Kauffman tarafindan gelistirilen serotip semasina gore
gruplandirilmistir. O antijenleri; somatik, lipopolisakkarit yapida, 1s1ya,
kaynatmaya ve alkole dayanikli fakat formale dayaniksiz antijenlerdir. H
antijenleri; protein yapida, 1s1iya, kaynatmaya ve alkole dayaniksiz fakat formale
dayanikli, hareketli tiirlerde bulunan antijenlerdir. K antijenleri; kapsiil antijeni
olup, bakterinin yiizeyinde bulunan genellikle asidik polisakkarit yapidaki
antijenlerdir (Nayir, 1998; Murray, 2003).
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E. coli, ozellikle ¢ocuklarda diyare, dizanteri, hemorojik kolit, bobrek ve
mesane hastaliklari, menenjit, septisemi, cerrahi yara enfeksiyonlar1 gibi
hastaliklara neden olup, bu hastaliklarin bazilar1 Oliime kadar neden
olabilmektedir. E. coli’nin enterotoksin, kapsiil, salgiladigi enzimler gibi ¢esitli
viriilans faktorleri bulunmaktadir. Bu farkli virilans faktorler, farkli E. coli
suslarinda farkli hastaliklara neden olmasini saglamaktadir. Patojenik E. coli
suslar; viriilans faktorler, patojenite 6zellikleri, O:H serotiplerine gére 6 ana alt
gruba ayrilmaktadir. Bunlar; Enteropatojenik E. coli (EPEC), Enterotoksijonik E.
coli (ETEC), Enteroinvaziv E. coli (EIEC), Enterohemorajik E. coli (EHEC),
Enteroadhesiv E. coli (DAEC) ve Entero-agregativ E. coli (EAggEC)’dir (Bell
and Kyriakides, 2002; Fratamico and Smith, 2005; Albayrak, 2018).

2.5 Patojenik Mikrooganizmalarin Tayininde Kullanilan Yontemler

Patojenik mikroorganizmalarin glinlimiize kadar ¢esitli tayin yontemleri ile
tanilar1 elde edilmektedir. Bu yontemler; Kkiiltiirel yontemler, immiinolojik

yontemler, molekiiler yontemler ve biyosensor temelli yontemler olarak

smiflandirilmaktadir (Aras, 2010).

2.5.1 Kiiltiirel yontemler

Patojenik mikroorganizmalarin 6zellikle de bakterilerin tayininde genellikle
kiiltiirel yontemler kullanilmaktadir. Kiiltiirel yontemler; hassas, ucuz,
mikroorganizmalarin sayisi ve niteligi hakkinda hem kantitatif hem de kalitatif
bilgi sagladiklari i¢in ‘altin standart’ olarak kabul edilmektedir. Fakat, tiim temel
zenginlestirme asamalari, mikroorganizma kolonilerinin gdriilmesinin uzun
zaman almasi ve uzman ihtiyacinin dogmasi gibi dezavantajlart bulunmaktadir

(Baraketi et al., 2018).

Kiiltirel yontemler, mikroorganizma kiiltiir yontemine dayali en eski
mikroorganizma saptama yontemleridir. Belirli mikroorganizma tiirlerini tespit
etmek amaciyla  farkli  segici  ortamlar  kullanilmaktadir.  Cesitli

mikroorganizmalarin  ihtiyag  duydugu ortamlar, c¢esitli besiyerler ile



29

saglanmaktadir. Bu farkli besiyerler ve teknikler ile mikroorganizma kiiltiirii

gerceklestirilmektedir.

Baslica patojenik mikrooganizmalarin tanmisinda kullanilan  kiiltiirel
yontemler; morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerin belirlenmesine gore, biyokimyasal
testlere gore, koloni sayimi, EMS yontemi, Membran Filtrasyon Yontemi,
Mikroskobik yontemler ile mikroorganizma tayinleri gercgeklestirilmektedir
(Halkman ve Tunail, 2000; Orlab On-Line Mikrobiyoloji Dergisi, 2006; Lazcka et
al., 2007; Torun, 2011).

2.5.1.1 Morfolojik veya fizyolojik ézelliklerin belirlenmesi

Mikroorganizmalarin morfolojik olarak incelenmesi mikroorganizma
tayininin 6nemli bir asamasidir. Bu islemin Onemi, sonraki testler i¢in bir
basamaktir. Cesitli boyama teknikleri ile mikroorganizmalar boyanarak,
mikroskop altinda mikroskobik incelemelerde tanilari gergeklesmektedir. Bu
boyamalar sayesinde, mikroorganizmanin morfolojisi ve grubu, gram reaksiyonu,
sporlu  olup olmadigi, flagellaya sahip olup olmadigi gibi 6zellikleri

belirlenmektedir.

2.5.1.2 Biyokimyasal testler

Her mikrooganizmanin  kendine 06zgii  biyokimyasal Ozellikleri
bulunmaktadir. Biyokimyasal testler, mikroorganizmalarin bu biyokimyasal
ozelliklerine bagli olarak gelisen testlerdir. Bu testler ile, mikroorganizmalarin
karbonhidrat basta olmak {izere ¢esitli besin maddelerini kullanabilme,
enzimlerinin faaliyetlerini ortaya koyabilme, yapim (anabolizma) ve yikim
(katabolizma) {irlinlerinin  belirlenmesi amaglanmaktadir. Yaygin olarak;
Fermantasyon testi, H,S olusumu ve IMVIC Testleri (indol Uretimi, Metil Red,

Voges-Proskauer ve Citrat) uygulanmaktadir.
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2.5.1.3 Koloni sayimi

Kat1 besiyerinde gelisen mikroorganizmalar gozle goriilecek sekilde koloni
olusturmaktadir. Bu koloniler sayilarak, gercek Ornekteki mikroorganizma
sayisinin hesaplanmasi gergeklesmektedir. Koloni sayimi; dokme plaka yontemi,
yayma plaka yontemi ve damlatma yontemi olmak {lzere i¢ sekilde

gerceklesmektedir.

2.5.1.4 En muhtemel say1 yontemi (EMS)

Genellikle mikroorganizma sayisinin az oldugu 6rneklerde kullanilmaktadir.
EMS yonteminde her diiliisyondan birden fazla sayida ekim yapilmaktadir.
Ornekten ardigik 3 diliisyondan 5’er adet sivi besiyerine ekim yapilarak, tiipler
inkiibasyona birakilmaktadir. Inkiibasyon sonrasi incelenen tiipler, gelisme
olanlar1 pozitif gosterilerek, istatiksel yontemlerle elde edilen tablolardan

yararlanilip hesaplama yapilmaktadir (Temiz, 2000).

2.5.1.5 Membran filtrasyon yontemi

Hem canli hem de toplam bakteri sayimi i¢in kullanilmaktadir. Yontem,
belirli bir hacimdeki bakteri siispansiyonunun genellikle 0,45 pm por ¢apina sahip
olan bir membran filtre yiizeyinden siiziilmesi islemine dayanir. Stizmeden sonra,

filtre uygun bir besiyere konularak, inkiibasyon sonucu koloniler sayilmaktadir.

2.5.1.6 Mikroskobik yontemler

Saymm teknigine dayanan mikroskobik yoOntemler, sayimi yapilacak
materyalin mikroskop altinda incelenmesi prensibine dayanmaktadir. Mikroskopta
olii ve canli mikroorganizmalar birlikte sayildigl i¢in bu sayim bir canli sayimi
degil, toplam sayim yontemidir. Bu amacgla ¢ok sayida sayim teknigi
gelistirilmistir. Ayrica, floresans boyayla mikroorganizmalar boyanarak canli ve
oli hiicrelerin ayrimi yapilip, mikroskobik yontemlerle tayini gerceklestirilen

teknikler de gelistirilmistir.
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2.5.2 immiinolojik yéntemler

Mikroorganizmalarin tanisinda yillardir antijen ve antikor reaksiyonu
uygulanmaktadir. immiinolojik ydntemler, antijen ve antikorun spesifik olarak
baglanmasi prensibine dayanan uygulamalardir. Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), lateks agliitinasyon testi, lateral akis immunoassay yontemi,
immunomanyetik ayirma (IMS) yontemi gibi immiinolojik yOntemler
kullanilmaktadir. En yaygin olarak kullanilan immiinolojik ydntem; ELISA

testidir.

2.5.2.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Antijen veya antikorlar1 tespit etmek i¢in dogru ve hassas bir yontem olan
ELISA, mikroorganizmalarin tanist i¢in yaygin olarak kullanilan immiinolojik
yontemlerden biridir. Bir biyolojik sivi numunesinde, diisiik konsantrasyonlarda
antijen veya antikor konsantrasyonlarini renk degisimi ile hissedebilen analitik bir
aragtir. ELISA tekniginde, hedef molekiillerin tespiti i¢in enzim etiketli antijenler
ve antikorlar kullanilmaktadir. ELISA tekniginin prensibi; tespit edilecek
antijenin yiizeye immobilize edilip, enzim isaretli antikor ile etkilesimine
dayanmaktadir. Bu enzim etiketli antijen-antikor reaksiyonu, enzimatik aktive
sonucu Olciilmektedir. ELISA i¢in kullanilan enzimler; peroksidaz, alkalen
fosfataz gibi substratlar1 renkli {rlinlere doniistirme kabiliyeti bulunan

enzimlerdir (Zhao et al., 2013; Hosseini et al., 2018; Afsarimanesh et al., 2019).

ELISA testlerinin genel olarak 4 farkli tipi bulunmaktadir. Bunlar; Direkt
ELISA, Indirekt ELISA, Sandvi¢ ELISA ve Kompetatif ELISA dur.
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Sekil 2.11. Farkli tiplerdeki ELISA sistemleri (Aslan, 2019)

2.5.2.2 Lateks agliitinasyon testi

Lateks agliitinasyon testi, bir antijen veya antikorun varligini belirlemek igin
kullanilmaktadir. ~ Agliitinasyon;  antijenler ile antikorlarin  baglanarak
kiimelesmesi islemine dayanmaktadir. Lateks agliitinasyon testinde partikiiler
antijen olarak lateks boncuklar kullanilmaktadir. Bu testin prensibi, spesifik
antijen igeren bir numunede lateks partikiillerinin yiizeyinde kaplanmig bir antikor
ile kanstirlldiginda, gozlemlenen kiimelesme yetenegindeki degisikligi
saptamaktir. Agliitinasyon reaksiyonu, lateks partikiilii iizerine kaplanmis spesifik
antijen ile ters cevrilebilir ve spesifik antikorlarin varligim1 belirlemek i¢in bir
numune {izerinde test yapilabilmektedir. Lateks boncuklarin kullanilmasi tutarlilik
ve stabilite gibi avantajlar sunmaktadir. Bu yontem, patojenik mikroorganizma

tayini ve genellikle de toksinlerin aranmasinda kullanilmaktadir (Wanger et al.,
2017).

2.5.2.3 Lateral akis immunoassay yontemi

Patojenik mikroorganizmalarin tayininde kullanilan ve antijen-antikor
reaksiyonuna dayanan immiinolojik yontemlerden biri de ‘Lateral Akis
Teknolojisi’dir. Lateral akis testleri, bir hedef analitin varligin1 veya yoklugunu
belirlemek i¢in tasarlanan testlerdir. Bu testlerin prensibi, ilgilenilen analiti igeren

bir stvi numunesi, dis kuvvetlerin yardimi olmadan (kilcal hareket) iizerine
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analitle etkilesebilen molekiillerin tutturuldugu ¢esitli polimerik serit bolgeleri
boyunca hareket etmesidir. Tanima i¢in kullanilan analit olarak antikorlar
kullanilmaktadir. Numune teste uygulandiktan sonra, hedef analite 6zgii olan ve
yaygin olarak renkli lateks veya altin nanopartikiillere konjuge olan konjuge
salma pedi i¢inden gegerek, serit boyunca tespit bolgesine tasinmaktadir. Bu,
cizgiler halinde immobilize edilmis spesifik antijen-antikor iceren gozenekli bir
zar olup (nitroseliilloz), farkli yogunluklarda goriilen ¢izgilerle okuma
gerceklestirilmektedir. Lateral akis immuassay testleri, 2-10 dakikada okuma
gerceklestirilecek sekilde tasarlanmistir (Posthuma et al., 2009; Lin et al., 2013;
Koczula and Gallotta, 2016).

N

-
——

Ornek Yatag: /Z;

Konjuge Yatagi  1est Gizgisi Absorbans Yatagi
Kontrol Cizgisi

Sekil 2.12. Tipik lateral akis immunoassay test kiti (Aydin, 2015)

2.5.2.4 immunomanvyetik ayirma yontemi (IMS)

Immunomanyetik ayirma  yénteminde (IMS); mikroorganizmalarin
tanimlanmasi i¢in immunomanyetik boncuklar (IMB) kullanilmaktadir. Antikorla
kapli olan bu paramanyetik boncuklar, patojen tespiti ve karmasik cevresel
numunelerden  elde  edilen  bakteri  hiicrelerinin  konsantrasyonunda
kullanilmaktadir. Bu yontemin prensibi, hedef olmayan (istenmeyen) patojenlerin
biiyiimesini bastirirken, hedef olan patojenlerin biiyiimesini saglayan secici bir
ortam saglamaktir. IMS yonteminde, hedef hiicreler immunomanyetik boncuklar
ile 1 saat inkiibe edilerek manyetik bir ayiragla ayrilir ve spesifik olmayan
etkilesimleri ortadan kaldirmak i¢in birka¢ yikama dongiisii izlenmektedir.
Immunomanyetik boncuklarin numune ile etkilesime girmemesi ve ¢esitli molekiil

araliklariin manyetik tanelere konjugasyonu gibi avantajlart bulunmaktadir.
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Immunomanyetik ayirma teknigi ile karmasik bir ortamdan istenilen patojenin
secici olarak ayrilmasit miimkiin olmaktadir (Zourob et al., 2008; Grumezescu,

2017).

2.5.3 Molekiiler yontemler

Mikroorganizmalarin gen sekanslarinin tanimlanmasi, farkli suslarin
belirlenmesi ve kisa siirede tayin gerceklestirilmesi amaciyla molekiiler
yontemlerin kullanilmasi onemlidir. Molekiiler Yontemlerin ¢ogu niikleik asit
bazli olup, hibridizasyon teknigine dayanmaktadir. Yaygin olarak kullanilan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), 16S rRNA temelli teknikler, izotermal
amplifikasyon teknikleri, niikleik asit hibridizasyonuna dayali teknikler gibi ¢esitli
molekiiler yontemler bulunmaktadir. En yaygin olarak kullanilan yontem;

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Yontemidir (Zourob et al., 2008).

2.5.3.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), 1980’lerde gelistirilen bir niikleik asit
amplifikasyon teknigi olup, mikroorganizmalarin tayininde yaygin olarak
kullanilan molekiiler yontemlerden biridir (Rajapaksha et al., 2019). 1980’lerin
basinda ilk kez bilim insan1 Kary Mullis tarafindan kesfedilen ve 1993 yilinda da
Nobel o6diiliinii kazandiran Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), hedeflenen bir
genin veya 0zgiil bir DNA dizisinin ¢ogaltilmasi islemidir. PCR ydnteminin
prensibi, DNA’nin istenilen bolgesine 6zgli DNA pargasinin, in vitro kosullar
altinda primer ad1 verilen bu bolgeyi icine alan oligoniikleotid dizisi kullanilarak

cogaltilmasi (amplifikasyon)’dir.

Bir PCR reaksiyonunun temel bilesenleri olarak; ¢ogaltilmasi istenilen bir
kalip DNA, bu DNA dizisinin istenilen bodlgeyi icine alan ve DNA dizisine
baglanacak olan primerler, 1siya dayanikli DNA Polimeraz enzimi, sentezde
kullanilacak olan dNTP’ler, uygun pH ve iyon kosullarini saglayan tampon gorevi
goren maddeler kullanilmaktadir. Tipik bir PCR prosediirii, tutarli sicaklik

degisimleri olan 20-40 tekrarli dongiiden olusan bir otomatik ‘termal
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dondistiirticii’ ad1 verilen PCR makinesinde gerceklesmektedir. PCR reaksiyonu, 3

asamadan olusmaktadir (Kubista et al., 2006; Delong and Zhou, 2015).

e Denatiirasyon (90-95°C): Cogaltilacak olan ¢ift zincirli DNA nun yiiksek
sicaklikta tek zincirli DNA haline getirilmesi islemidir. Cift zincirli DNA,
90-95°C sicaklik altinda denatiire edilerek, tek zincirli DNA haline getirilir.

e Primerlerin Baglanmas1 (50-70°C): Primerlerin hedef DNA’ya
baglanmasi islemidir. DNA zincirinin yeniden baglanmasi daha diisiik
sicakliklarda  gergeklesir.  Sicaklik  50-70°C  sicakliga diistiriilerek,
primerlerin DNA’ya baglanmasi saglanmaktadir. Primerler, 15-30 niikleotid
uzunlugunda sentetik oligoniikleotidler olup, DNA sentezi i¢in baslangi¢

noktasi olarak gorev yaparlar.

e DNA Sentezi (70-75°C): Isiya dayanikli DNA Polimeraz (Taq Polimeraz
formu), ortamda bulunan dNTP’leri kullanarak primerlerin hedef zincir
boyunca uzamasini saglar. DNA sentezi, 70-75°C sicakliklarda gergeklesir.
DNA Polimeraz (Taq Polimeraz), dNTP’leri 5' == 3’ yoniine dogru
baglayarak, primerlerin uzamasini saglar. Bu reaksiyon, hedef DNA’nin iki

zincirli kopyasini olusturmaktadir.

Denatiirasyon, primer baglanmasi ve DNA sentezi asamalar1 bir PCR
dongiisiinli olugturmaktadir. Her dongiiniin sonunda sentezlenen DNA zincirleri,
bir sonraki dongii i¢in hedef zincir olusturmaktadir. Tiim PCR dongiisii,
Denatiirasyon ile baslayip, bu ili¢ asamanin tekrarlanmasiyla devam etmektedir.
Hedef DNA’nin PCR ile ¢ogaltilmasinin ardindan elde edilen DNA’lar Agaroz Jel

Elektroforez yontemiyle belirlenmektedir (Somma and Querci, 2006).
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Clﬁ Zincirli DNA

l Denatiirasyon (90-95°C)

Primerlerin Baglanmasi
(50-70°C)

|
|

l DNA Sentezi (70-75°C)

Sekil 2.13. PCR asamalar1 (Cavus, 2017)

PCR yontemi, kalitsal hastaliklarin tanisinda, patojenik
mikroorganizmalarin tanisinda, problarin olusturulmasinda, DNA klonlamada,
DNA dizi analizlerinde, genlerin fonksiyonel analizlerinde, genetik parmak
izlerinin teshisinde, gen ekspresyon ¢aligmalarinda gibi bircok alanda yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Patojenik mikroorganizmalarin tanisinda standart PCR
yontemi disinda, Multipleks PCR, Kantitatift PCR ve Real Time PCR

yontemleriyle de tayinler gergeklestirilmektedir.

2.5.3.2 16S rRNA temelli teknikler

DNA dizisindeki farliliklar, mutasyon sonucu ortaya ¢ikan varvasyonlarin

tespiti i¢in spesifik genler mikrobiyolojik cesitliligin bir Slgiisiidiir. Daha ¢ok
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mikroorganizmalarin tiirlerini belirlemekte kullanilan yontemlerdir. 16S rRNA
temelli teknikler, PCR temeline dayali teknikler olup en yaygin kullanilan
yontemler; DGGE, RFLP, Ribotiplendirmedir (Cakir ve Cakmake1, 2005; Cokay,
2011).

e Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE)

Benzer genlerin ayrilmasi yontemidir. DNA, iire ve formamid gibi denatiire
edici ajan varliginda 60°C sicaklikta elektroforeze uygulanmaktadir. DNA,
denatiire edici ajan varliginda erimeye baglamaktadir. DGGE yoOntemi, erime
ozelliklerindeki farkliliklara dayanarak ayni boyuttaki genlerin ayrilmasini

saglamaktadir.

e Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

RFLP, DNA dizisindeki farkliliklarin endoniikleaz enzimleri ile kesilerek
tanimlanmasina yonelik en basit yontemdir. Her bir restriksiyon endoniikleaz
enzimi DNA’y1 belirli bir bolgeden kesmektedir. Kesim sonucu olusan DNA
pargaciklarinin sayist ve biiyiikliikleri her mikroorganizmada farklidir. Buna bagl
olarak, kesim sonrasi elde edilen DNA parcaciklari agaroz jel elektroforezinde

belirlenmektedir (Aydin ve Sudagidan, 2016).

e Ribotiplendirme (Ribotyping)

Ribotiplendirme, spesifik genleri (16S rRNA) kodlayan kromozomal gen
bolgeleri restriksiyon enzimleri ile kesilerek olusan iirlinlin bir ribozomal RNA
probu ile incelenmesidir. Ribotiplendirmede, dizi analizine gerek yoktur.
Mikroorganizmalarin ribozomal RNA’lar1 farkli oldugu igin, restriksiyon enzimi
ile kesildiginde restriksiyon deseni sadece bir mikroorganizma tiirline 0zgi
olmaktadir. Kesilen DNA, Agaroz Jelde ayrilarak isaretli RNA Probu rRNA’y1

kodlayan genlerin restriksiyon desenini gostermede kullanilmaktadir.
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2.5.3.3 izotermal amplifikasyon teknikleri

Izotermal kosullar altinda niikleik asitleri cogaltmak igin birgok yeni yontem
gelistirilmistir. Bu yOntemler arasinda dongli aracili izotermal amplifikasyon
(LAMP), niikleik asit sekans bazli amplifikasyon (NASBA), yuvarlanan daire
amplifikasyonu (RCA) ve iplik deplasmanli amplifikasyon (SDA) bulunur. En
yaygin olarak kullanilan yoOntem; niikleik asit sekans bazli amplifikasyon

(NASBA)’dur (Lin et al., 2013).

o Niikleik Asit Sekans Bazhh Amplifikasyon (NASBA)

NASBA, 90’li yillarin basinda PCR’daki gibi termal doniistiiriicti
kullanilmadan niikleik asitleri ¢ogaltmak icin gelistirilmistir. Izotermal,
transkripsiyon bazli amplifikasyon olup, niikleik asitlerin tespiti i¢in ayarlanan
hassas bir yontemdir. Bu reaksiyon, hedef DNA veya RNA molekiiliiniin
amplifikasyonu i¢in bir primer seti ile Avian Miyeloblastoz Viriisii (AMV) ters
transkriptaz, RNaz-H ve T7-RNA polimerazi kullanilarak amplifikasyon
gergeklestirilmektedir (Umesha and Manukumar, 2018).

2.5.3.4 Niikleik asit hibridizasyonuna dayali teknikler

Niikleik asit hibridizasyonuna dayali yontemler, tek iplikli niikleik asit
zincirinin (DNA veya RNA) kendisine komplementer olan diziler (DNA veya
RNA) ile baglanmas1 sonucu ¢ift iplikli niikleik asit olusturma prensibine dayanan
yontemlerdir. Problar olusan molekiillerin goriiniir hale gelmesi icin radyoaktif
olmayan veya radyoaktif bir maddeyle isaretlenmektedir. Isaretleyici prob ile

hedef dizi hibridizasyon sonuglarinin analizleri gerceklestirilmektedir.

e In Situ Hibridizasyon Teknigi (ISH)

In situ Hibridizasyon (ISH) teknigi, niikleik asit dizilerinin (DNA veya
RNA) kromozomlar, hiicreler veya doku kesitlerinden saptanarak tayinleri
gerceklestirilen ve niikleik asit hibridizasyonuna dayali bir yontemdir. Diger

yontemlerden farki, niikleik asitlerin kendi hiicresel ortaminda tayini
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gerceklestirilmesidir. Boylece niikleik asitin hiicredeki yeri belirlenebilmektedir.
Hibridizasyon yonteminde ilk olarak prob elde etmek amaciyla bir isaretleyici ile
prob isaretlenmektedir. Niikleik asitler tek zincirli hale getirilmek iizere denatiire
edilir. Ardindan isaretli prob ile hibridizasyona tabi tutulup, analizleri
gercgeklestirilmektedir (Kara, 2007).

e Floresan In Situ Hibridizasyon Teknigi (FISH)

Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) yontemi, molekiiler sitogenetik bir
teknik olup, bantlama ve boyama tekniklerinin gelismesiyle en yaygin olarak
kullanilan yontemdir. FISH, genleri ve kromozomlari boyamada kullanilan
floresan isaretli problarin kullanilarak in situ hibridizasyon yontemi ile
belirlenmesidir. FISH yonteminde ilk olarak hedef DNA’nin yiizeyde denatiire
olmasi saglanmaktadir. Ardindan filogenetik boyalar ile boyanan floresan problar
ile hibridizasyona tabi tutulmaktadir. Floresan problar hibridize oldugunda,
kromozomlar floresan boyadan yayilan 15181in dalga boyunda absorblanmasi ile

goriiniir hale gelip, analizleri gergeklestirilmektedir (Yildirim et al., 2015).

¢ Southern Blot Hibridizasyon Teknigi

Southern Blot Teknigi, jel elektroforeziyle ayrilan DNA zincirlerinin isaretli
problar ile hibridizasyonuna dayanmaktadir. Southern Blot Tekniginde ilk olarak
mikroorganizmalarin izole edilmis DNAlar1 restriksiyon enzimi ile kesilmektedir.
Ardindan agaroz jele tabi tutulup, jelde ayrilan DNA zincirleri denatiire edilip bir
membrana aktarilmaktadir. Son olarak da membran ylizeyindeki DNA’lar, isaretli
problar ile hibridizasyona tabi tutulup tayinleri gerceklestirilmektedir (Cavusoglu,
2012).

e Northern Blot Hibridizasyon Teknigi

Northern Blot Teknigi, Southern Blot Teknigine benzemektedir. Southern
Blottan farkli olarak membran ylizeyine DNA yerine RNA emdirilip, isaretli
problar ile hibridizasyona tabi tutulan tekniktir. Bu yontemde de agaroz jele tabi

tutulan RNA’lar, jelde ayrilmasi saglanarak bir membrana aktarilmaktadir.
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Membran ylizeyindeki RNA’lar ile isaretli problarin hibridizasyonu saglanip,

analizleri gergeklestirilmektedir.

2.6 Nanobiyosensorler

Nanoteknoloji, bir maddenin nanometre boyutunda fiziksel, kimyasal ve
biyolojik olaylarin anlagilmasi ve atomik, molekiiler, supramolekiiler yapilar
diizeyinde kontrolii ile liretimi amaciyla yeni 6zelliklerde malzeme ve cihazlarin
gelistirilmesini  kapsayan bilim dalidir. Son yillarda, biyolojik sistem ve
teknolojinin ortak iiriini olan biyosensorler, nanoteknolojinin dali olan
nanomalzemeler ile zenginlestirilmektedir. Nanomalzemeler, 1 ile 100 nm
arasindaki boyutlarda, farkli fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklere sahip olan
materyallerdir. Nanomalzemeler ile nano boyutlu yapilar haline gelen
biyosensorlere  nanobiyosensor adi  verilmektedir.  Nanomalzemelerin
kullanilmasi, biyosensorlerin performansinin ve hassasiyetinin artmasi, kiigiik
boyutlar1 ve yiizey/hacim orami sayesinde sensoOr yiizey alanlarinin artmasina
neden olmaktadir. Boylece nanobiyosensdrler ile secicilik ve hassasiyet artirilarak
patojenlerin belirlenmesi, ¢esitli hastaliklarin teshisi, ila¢ salinim sistemlerinde sik
kullanilmaktadir (Celep, 2007; Holzinger et al., 2014; Tiylek, 2017; Goktiirk ve
Denizli, 2018).

Nanobiyosensor tasariminda kullanilan nanomalzemeler; boyut ve sekil
(nanopartikiil vb), kimyasal yap1 (karbon temelli vb) ve fizikokimyasal (manyetik

vb.) ozelliklerine gore siniflandirilmaktadir.

2.6.1 Metal nanopartikiiller

Metal nanopartikiiller; benzersiz biyouyumluluk, optik, elektronik,
fizikokimyasal ve kataliz 6zellikleri nedeniyle biyosensorlerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Metal nanopartikiiller arasinda en yaygin olarak kullanilan

nanopartikiiller; altin nanopartikiillerdir.

Altin nanopartikiiller (AuNP), c¢oziiciilerin i¢inde pum biiyiikliigiindeki

siispansiyon halidir. Altin nanopartikiillerin kullanilma sebepleri arasinda hedef
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analitin varligin1 gosteren bir renk degisikligine neden olmasidir. 100 nm’den
kiiclik olanlar kirmizi, 100 nm’den biiyiik olanlar ise; sar1 renk halini almaktadir.
Ayrica, biyoreseptoriin sensor ylizeyine daha kararli baglanmasi ve sensor
yiizeyini daha iletken hale getirme gibi avantajlar1 da bulunmaktadir (Yeh et al.,
2012; Zeng et al., 2016).

Wang ve arkadaslar1 (2008), E. coli O157H7 tespiti i¢in Altin Nanopartikiil
(AuNP) modifiyeli bir QCM biyosensorii gelistirmislerdir (Wang et al., 2008).

2.6.2 Manyetik nanopartikiiller

Manyetik nanopartikiiller, uygulanan manyetik alana cevap gosteren metal
ve metal oksitlerden olusan nanopartikiillerdir. Genis yiizey alani, toksisite ve
biyouyumluk 6zelliklerinin yaninda, dnemli 6zelliklerinden biri yer ve tasinmanin
manyetik bir alan tarafindan kontrol edilebilmesidir. En yaygm kullanilan
manyetik nanopartikiiller; "Manyetit" (FesO,;) ve "Maghemite" (y-Fe,O3)’dir.
Bunlarin ortak 6zellligi toksik olmamasi ve biyouyumlu olmasidir (Zeng et al.,

2016; Ayata, 2018).

Gilinlimiizde, kanser teshisi, toksik madde tayini, patojen tayini gibi ¢esitli

uygulamalarda sik kullanilmaktadir.

2.6.3 Kuantum noktalar (QD)

Kuantum noktalar1 (QD), kuantum hapsetme etkileri nedeniyle benzersiz
ozelliklere sahip, kolloidal nanokristal yapida, yar1 iletken materyallerdir. Genelde
periyodik tablodaki grup 1l ve VI veya grup Il ve V elementlerinden
olusmaktadir. En ¢ok ftretilen kuantum nokta arasinda CdSe, CdS, CdTe, PbS,
PbSe, ZnS bulunmaktadir. Kuantum noktalarinin; boyut ayarli emisyon, dar ve
simetrik fotoliiminesans, genis ve gii¢lii uyarma spektrumlari, giiclii 151k yayma ve
saglam fotostabilite gibi Ozellikleri bulunmaktadir. Kuantum noktalarinin
toksisitesinin bulunmamasi sebebiyle o6zellikle biyolojik sistemlerde sik
kullanilmaktadir. Hedefe baglandiklarinda floresan (151k yayma) o6zelligi
gosterirler (Frasco and Chaniotakis, 2009; Morales-Narvaez et al., 2013).
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Liu ve arkadaslar1 (2017), Helicobacter pylori’nin tespiti i¢in Grafen Oksit
modifiyeli yeni bir floresan tabanli bir DNA biyosensorii gelistirmistir (Liu and
Su, 2017).

2.6.4 Karbon temelli nanomalzemeler

Dogada bulunan element olan Karbon, uzun siiredir insanlar tarafindan
taninmaktadir. Nanoteknolojinin de ilerlemesiyle makro 6lgekten nano olgege
kadar ilerlemistir. Glinlimiizde, nanoelektronik ve yiiksek frekans elektronigi,
enerji depolanmasi ve doniisiimii, biyolojik ve kimyasal sensorler gibi farkl
alanlarda 3 boyutlu (3D)’ye kadar karbon allotroplar1  bulunarak,

uygulanmaktadir.

2.6.4.1 Karbon nanotiipler (CNT)

Ik olarak 1991 yilinda lijima tarafindan kesfedilen CNT’ler, nano &lgekli
tiiplere sarilmig grafit levhalar olarak kabul edilmektedir. Karbon nanotiiplerde
esas malzeme karbon elementidir. Silindir yapida olup, hegzagonal karbon atom
ag1 seklindedir. Karbon nanotiipler, tek duvarli karbon nanotiipler (SWCNT) ve
cok duvarli karbon nanotiipler (MWCNT) olmak {iizere iki gruba ayrilmaktadir.
Tek duvarli karbon nanotiipler temel silindirik yapida olup, ¢ok duvarli nanotiipler
ise; tek duvarli nanotiiplerin i¢ ice gegmesiyle olusmaktadir. Karbon nanatiiplerin
essiz yapisal, elektronik ve kimyasal oOzellikleri sebebiyle biyosensor
sistemlerinde sik kullanilmaktadir. Coziniirliikklerini ve biyouyumluluklarini
artirmak i¢in karboksil veya amino gruplari ile fonksiyonel hale getirilebilir veya
polimer, iyonik s1vi ve metal nanopartikiil gibi diger malzemeler ile kombinasyon

olusturabilirler (Wang and Dai, 2015; Sekmen 2019).

Son yillarda, kalitsal ve bulasict hastalik teshisinde, mikroorganizma

tayinlerinde, kanser teshisi ve tedavisi uygulamalarinda kullanimi artmaktadir.
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2.6.4.2 Grafen ve grafen tiirevi nanomalzemeler

Grafen, karbon atomunun sp? hibritlesmesi yapan bal petegi orgiilii
yapilarindan bir tanesi olan iki boyutlu (2D) bir karbon tabakasidir. Karbonun
allotroplarindan biri olan grafitin 1 atom kalinlifindaki halidir. Grafenin, iistiin
fiziksel, kimyasal, optik, elektriksel ve termal olmak iizere ¢esitli Ozellikleri
bulunmaktadir. Bu o6zellikler arasinda yiiksek mekanik ve kimyasal stabilite,
yiiksek termal ve olaganiistii elektriksel-termal iletkenlik, genis yiizey alanina
sahip olmasi, hizl1 heterojenik elektron transferi, esneklik bulunmaktadir (Pumera,

2010; Escosura-Munica et al., 2018; Wu et al., 2018).

Grafen ve tiirevleri (Grafen Oksit ve Indirgenmis Grafen Oksit)
biyouyumluluk 6zellikleri nedeniyle son yillarda biyosensor iiretiminde sik
kullanilan nanomalzemelerdir. Grafen bazli nanomalzemeler, elektrot yiizey
islevselligi i¢in faydali olan fonksiyonel gruplar olarak ¢ok sayida oksijen
icermektedir. Farkli grafen elde etme yontemlerine bagh olarak olusan grafen ve
tirevlerinin ylizeyde olusan fonksiyonel gruplara bagli olarak farkli alan ve
uygulamalarda c¢alisilmaktadir. Grafen sentezinde genellikle kullanilan yontem
Hummers yontemi adi verilen kimyasal indirgenme yontemi ile
sentezlenmektedir. Bu yontem sirasinda Grafen Oksit elde edilmektedir. Grafen
oksitten elde edilen indirgenmis grafen oksitin (rGO) ise; oksijen gruplarinin
azligt nedeniyle yiiksek derecede elektriksel iletkenligi bulunmaktadir.
Indirgenmis grafen oksit eldesi genellikle elektrokimyasal, kimyasal, termal,

hidrotermal olarak ¢esitli yontemler ile saglanmaktadir.

Grafen tiirevi nanomalzemeler giiniimiizde biyosensor tasarimlarinda, siiper
kapasitorlerde, pillerde, elektronik cihazlarda olduk¢a yaygin olarak
kullanilmaktadir (Tung, 2017; Taniselass et al., 2019).
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GRAFEN GRAFEN OKSIT INDIRGENMIS GRAFEN
OKSIT

Sekil 2.14. Grafen ve tiirevlerinin sematik goriintiisii

2.6.4.3 Grafen oksit (GO)

Grafen Oksit (GO), grafitin oksidasyonu sirasinda elde edilen grafen
tiirevidir. Saf grafen elde etme yonteminde oncii bir malzeme olan GO, ¢ok sayida
oksijen grubu bulundurma sebebiyle, O6zellikle biyosensor ve biyoelektronik
alanlarda mikro ve nano ortamlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapisinda
karboksil, hidroksil, epoksi ve karbonil gruplari bulunmaktadir. Bu gruplar
sayesinde biyomolekiiller ve diger molekiiller ile kolaylikla baglanabilmektedir.
Grafen oksit, hidrofilik 6zelliktedir. Bu 6zelligi ile ¢ozelti ve organik ¢dziiciilerde
iyi bir sekilde c¢oziinlir hale gelmektedir. Genis yilizey alan1 saglamasi,
biyouyumlu olmasi, kararli yapida olmasi ve yiiksek elektron transfer hizina sahip
olmasi gibi istiin 6zellikleri ile cesitli biyomolekiillerin tespitinde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Morales-Norvaez et al., 2013; Taniselass et al., 2019).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1 Kullamilan Elektrokimyasal Sistemler

Tez kapsaminda kullanilan ana elektrokimyasal sistem; p-Autolab Type 111
(Eco Chemie- Hollanda) potensiyostat cihazidir. Impedimetrik 6lgiimler; NOVA
1.10 yazilimi ile birlikte kullanilmistir. Voltametrik Olgtimler ise; Autolab
PGSTAT 30 (Eco Chemie — Hollanda) potansiyostat cihazi ile GPES 4.9 yazilimi
birlikte kullanilmistir.

Elektrokimyasal Ol¢timler, {iglii elektrot sistemi yardimi ile dlgiilmektedir.
Kurulan diizenekte kullanilan {Giglii elektrot sistemi; ¢alisma (indikator) elektrodu,
referans (karsilastirma) elektrodu ve yardimer (karsit) elektrottan olusmaktadir.
Calisma elektrodu olarak tek kullanimlik kalem grafit elektrot (PGE), referans
elektrot olarak AgCl ile kaplanmis Ag telinden olusan Ag/AgCl referans elektrodu
ve platin telden olusan yardimci (karsit) elektrot kullanilmaktadir. Uglii elektrot
sisteminin i¢ine daldirilip, 6l¢iildiigii elektrokimyasal hiicrede tampon ¢ozeltisi

bulunmaktadir. Tampon ¢6zeltisinin hacmi 5 ml olacak sekilde ayarlanmustir.

e

POTENSIYOSTAT

[ Karsit (Platin) Elektrot ]

{ Calisma Elektrodu J

—
Ag/AgCl Referans 1 \/
Elektrodu J T

| —
[ 5 mM [Fe(CNe)J 7/ } -t [

¢ozeltisi

Sekil 3.1. Uglii elektrot sistemi semas1
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3.2 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tez calismasi boyunca kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik saflikta

olup, kimyasal maddelerin saglandig: firmalar Tablo 3.1’de gosterilmektedir.

Tablo 3.1. Caligma sirasinda kullanilan kimyasal maddeler ve bunlarin saglandig: firmalar.

MADDE ADI FIRMA ADI
Grafen Oksit (GO) Nanografi
Asetik Asit (CH3COOH) Merck
Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck
Hidroklorik Asit (HCI) Merck
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) Merck
Di potasyum hidrojen fosfat (K;HPO,) Merck
N-hidroksi siiksinimit (NHS) Merck

1-etil-3-(3-(dimetilamino)propil)karbodimid | Merck

hidrklorid (EDC)

Sodyum klortir (NaCl) Sigma
Trizma hidroklorik asit (Trizma-HCI) Sigma
Tri-sodyum Sitrat dihidrat Sigma
Sodyum dodecyl siilfat (SDS) Sigma

3.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmislar:

Tim tampon c¢ozeltilerin hazirlanmasinda 18.2 MQ Ultra saf su
kullamlmistir. Tampon ¢ozeltiler, +4°C’de saklanmustir. Hazirlanan tampon
cozeltilerine; 0,1 N NaOH ve 0,1 N HCI eklenerek, istenilen pH deger araligina

getirilmistir. Biitiin tampon ¢ozeltiler, taze hazirlanarak kullanilmistir.
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Tablo 3.2. Caligma asamasinda kullanilan ¢6zeltiler ve igerikleri.

Cozelti Adn

Icerigi

Asetat Tampon Cozeltisi
(ACB)

(pH: 4.8)

0.5 M Glasiyel Asetik Asit ve 20 mM NaCl

ultra saf su ile hazirlanmustir.

Fosfat Tampon Cozeltisi
(PBS)

(pH: 7.4)

10 mM KH,PQOy4, 40 mM K;HPO,4 ve 20 mM

NaCl ultra saf su ile hazirlanmustir.

Tris-HCI Tampon Cozeltisi
(TBS)

(pH: 7.00)

20 mM Trizma-HCI ve 20 mM NacCl ultra saf

su ile hazirlanmustir.

Hibridizasyon Tamponu
(Stok) (20XSSC)

(pH: 7.00)

0.3 M Sodyum Sitrat ve 3 M NaCl ultra saf

su ile hazirlanmustir.

Hibridizasyon Tamponu

5XSSC (0.075 M Sodyum Sitrat,

(5XSSC) 0.75 M NaCl)
(pH: 7.00)
Sodyum Dodecyl Siilfat %10’luk (100 g SDS/ 1L ultra saf su)
(SDS)

Kovalent Baglama Ajani

5 MM N-hidroksi siiksinimit (NHS) ve 5 mM
Etilkarbodiimid 1-etil -3-dietil aminopropil
karbodiimid hidrokloriir (EDC), Fosfat

Tampon Cozeltisi (PBS) ile hazirlanmstir.




48

Kovalent Baglama Ajani (2) | 5 MM N-hidroksi siiksinimit (NHS) ve 8 mM
Etilkarbodiimid 1-etil -3-dietil aminopropil
karbodiimid hidrokloriir (EDC), Fosfat

Tampon Cozeltisi (PBS) ile hazirlanmustir.

Grafen Oksit Cozeltisi 400 pg / ml Grafen Oksit, Dimetil Stilfoksit
(GO) (DMSO) ¢ozeltisi icerisinde 1 saat sonikator

islemi ile hazirlanmistir.

Elektrokimyasal Olarak 1000 pg / ml Grafen Oksit, Asetat Tampon

Indirgenmis Grafen Oksit | Cozeltisi (ACB) igerisinde 2 saat sonikator

Eldesi icin Grafen Oksit islemi ile hazirlanmistir.
Cozeltisi (rGO)
Yikama Tamponu 1XSSC + %0.2 SDS
Olciim Cozeltisi 5 mM [Fe(CNe)]*" ¢ozeltisi, Fosfat Tampon

Cozeltisi (PBS) ile hazirlanmustir.

3.4 Kullanilan DNA Dizileri

Bu tez kapsaminda, model mikroorganizma olarak kullanilan Escherichia
coli (E. coli) bakterisinin belirli bir gen bolgesini temsil eden sentetik prob DNA
dizisi, prob dizisinin tam karsiligi olan sentetik E. coli hedef DNA dizisi, E.
coli'nin PCR ile ¢ogaltilmis gen bdlgesi, tim bazlari hedeften farkli sentetik
Mycobacterium tuberculosis hedef DNA dizisi ve tim bazlar1 hedeften farkl

Klebsiella pneumoniae PCR iiriinii baz dizilimleri Tablo 3.3’de gosterilmektedir.

Calismada kullanilan, Escherichia coli bakterisine ait tim sentetik diziler,
liyofilize toz halinde Heliks Biyoteknoloji (Ankara, Tiirkiye) tarafindan,
Mycobacterium tuberculosis bakterisine ait hedef dizi ise; TIB Molbiol

(Almanya)’dan temin edilmistir. Ayrica, Escherichia coli bakterisine ait PCR
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tirtinii ve hedeften baz dizilimi tamamen farkli Klebsiella pneumoniae PCR fiiriinii

Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasdtik Mikrobiyoloji Anabilim

Dali’ndan saglanmaistir.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan DNA dizileri ve PCR {iriinleri.

DNA Dizisinin
Adi

Baz Dizilimi

Escherichia coli

Prob

5'-NH>-C6-GGC AGC GGT GAC TAT GGC ACC A -3’

Escherichia coli

Hedef

5'-TGG TGC CAT AGT CAC CGC TGC C-3'

Escherichia coli

5'AAAAGTGAAAGCGAACCGAATCTGTTAAATCAGCGA
GTTGAGATCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCC
GATTGCGGAAAAGCACGTCAATGGGACGATGTCACTG
GCTGAGCTTAGCGCGGCCGCGCTACAGTACAGCGATAA
CGTGGCGATGAATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCC
CGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGACAGCTGGGAGAC
GAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAA
CACCGCCATTCCGGGCGATCCGCGTGATACCACTTCAC
CTCGGGCAATGGCGCAAACTCTGCGGAATCTGACGCTG
GGTAAAGCATTGGGCGACAGCCAACGGGCGCAGCTGG
TGACATGGATGAAAGGCAATACCACCGGTGCAGCGAG
CATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTGTGGGGG
ATAAAACCGGCAGCGGTGACTATGGCACCACCAACGA
TATCGCGGTGATCTGGCCAAAAGATCGTGCGCCGCTGA
TTCTGGTCAC3'

PCR Uriinii

Tim Bazlari
Hedeften Farkli
Dizi

Mycobacterium
tuberculosis

Hedef

5'-CAG CCA GCT GAG CCA ATTCATGGA CCA GAA CAA
CCC GCT GTC GGGGTT GAC CCA CAA GCG CCG ACT
GTCGGC GCT GGG GC-3'
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Tum Bazlan

Hedeften Farkh
Klebsiella

pneumoniae PCR

Uriinii

S'ATGTTAAAAGTTATTAGTAGTTTATTGGTCTACATGAC
CGCGTCTGTCATGGCTGTAGCTAGTCCGTTAGCCCATTC
CGGGGAGCCGAGTGGTGAGTATCCGACAGTCAACGAA
TTCCGGTCGGAGAGGTCCGGCTTTACCAGATTGCTGAT
GGTGTTTGGTCGCATATCGCAACGCAGTCGTTTGATGG
CGCGGTCTACCCATCCAATGGTCTCATTGTCCGTGATG
GTGATGAGTTGCTTTTGATTGATACAGCGTGGGGTGCG
AAAAACACAGCGGCCCTTCTCGCGGAGATTGAGAAGC
AAATTGGACTTCCCGTAACGCGTGCAGTCTCCACGCAC
TTTCATGACGACCGCGTCGGCGGCGTTGATGTCCTTCG
GAAGGCTGGAGTGGCAACGTACGCATCACCGTCGACA
CGCCGGCTAGCCGAGGCAGAGGGGAACGAGATTCCCA
CGCACTCTCTAGAAGGACTCTCATCGAGCGGGGACGCA
GTGCGCTTCGGTCCAGTAGAGCTCTTCTATCCCGGTGCT
GCGCATTCGACCGACAATCTGGTTGTATACGTCCCGTC
AGCGAACGTGCTATACGGTGGTTGTGCCGTTCTTGCGT
TGTCACGCACGTCTGCGGGGAACGTGGCCGATGCCGAT
CTGGCTGAATGGCCCACCTCCGTTGAGCGGATTCAAAA
ACACTACCCGGAAGCAGAGGTCGTCATTCCCGGGCACG
GTCTACCGGGCGGTCTAGACTTGCTCCAGCACACAGCG
AACGTTGTCACAGCACACAAAAATCGCTCAGTCGCCGA
GTAG3’

Tim Bazlari

Hedeften Farkli
Klebsiella
pneumoniae PCR

Uriinii Primer Seti

5'-GTTTGGTCGCATATCGCAAC-3'
5" -AATGCGCAGCACCAGGGATAG-3'
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3.4.1 Kullanilan DNA dizilerinin hazirlamsi

Calismada kullanilan liyofilize halde olan diziler, stok ¢ozeltileri 1000
ug/ml olacak sekilde, 1000xg’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra, 18.2 MQ
ultra saf su igerisinde hazirlanmistir. Hazirlanan stok c¢dzeltiler -20°C’de

saklanmistir.

Istenilen konsantrasyonlardaki Prob DNA Dizileri, 0.5 M Asetat Tampon
Cozeltisi (ACB) ile, Hedef DNA Dizileri ve PCR iirlinleri ise; Hibridizasyon
Tampon Cozeltisi (5X Sodyum Salin Sitrat) igerisinde hazirlanmstir.

3.4.2 Kullamilan PCR iiriinii orneklerinin hazirlanmasi

Hedef molekiil olan Escherichia coli’nin gen bolgesini igeren PCR iiriinii
ornekleri ve tiim bazlar1 hedeften farkli non-spesifik Klebsiella pneumoniae PCR
{iriinii 6rnekleri, Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Mikrobiyoloji

Anabilim Dali’ndan temin edilerek, ¢alismalarimizda kullanilmistir.

PCR iriinii Ornekleri, hibridizasyon tamponu ile uygun derisimde

seyreltilerek, hibridizasyondan dnce denatiire edilmistir.

3.5 Kullanilan Yontemler

Bu ¢alismamizda; model mikroorganizma olarak Escherichia coli bakterisi
kullanilmis olup, patojenik mikroorganizmalarin tanisina yonelik elektrokimyasal
nanogenosensor tasarimi gerceklestirilmistir. Deney prosediirii iki basamakta
gerceklestirilmektedir. 1. Basamakta elektrot yiizeylerine Grafen Oksit (GO)
nanomateryali ile modifikasyonu gergeklestirilmistir. 2. Basamakta ise; Grafen
Oksit (GO) kapli elektrot yiizeylerine E. coli’nin belirli gen bélgesini i¢eren prob
DNA dizisi ile immobilize edilip, probun karsiligi olan E. coli hedef DNA dizisi
ve biyosensoriin segiciligi igin tiim bazlart hedeften farkli Non-spesifik
Mycobacterium  tuberculosis  hedef dizisi ile hibridizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Sonuglar, elektrokimyasal 6l¢iim ile degerlendirilmistir. Bu

basamaklar Sekil 3.2’de detaylh sekilde gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Patojenik mikroorganizmalarin tanisina yonelik gelistirilen nanogenosensoriin elektrot
yiizeyinde gerceklesen asamalari; a) GO modifikasyon, b) Biyolojik ve elektrokimyasal

kisim

3.5.1 Kalem grafit elektrotlarin (PGE) hazirlanmasi

Calismamizda; calisma elektrodu olarak kullanilan tek kullanimlik kalem
grafit elektrotlar (PGE), Tombo marka 0.5 mm kalem uclarindan olusmaktadir.
Elektrotlar, 0.5 mm ¢apinda ve 6 cm uzunlugunda olup, deney kosullarina uygun
olarak 3 cm olacak sekilde kesilerek hazirlanmistir. Her bir parametre i¢in farkl

grafit ylizeyler kullanilarak, tek kullanimlik elektrot sistemi gerceklestirilmistir.

3.5.2 Kalem grafit elektrodunun (PGE) aktivasyonu

Elektrot yiizeyleri, 0.5 M Asetat Tamponu (pH:4.8) igerisinde 60 sn siireyle
+1.4 V’luk potansiyel uygulanarak, elektrokimyasal aktivasyon islemi
gergeklestirilmistir.  Elektrokimyasal aktivasyon, grafit yiizeylerdeki tiim
fonksiyonel gruplarin, karboksilik (-COOH) gruplara yiikseltgenmesi islemidir.
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3.5.3 Elektrot yiizeylerinin kimyasal aktivasyonu

Elektrot ylizeylerinde olusturulan karboksilik (-COOH) gruplarin1 aktive
etmek amaciyla yiizeylere karbodimid kimyasi uygulanmistir. Vialler igerisinde,
150 pl 5SmM EDC ve 5 mM NHS iceren kovalent baglama ¢ozeltisi ile 1 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Kovalent baglama ¢ozeltisi, yilizeydeki karboksilik
gruplar1 aktive ederek, Grafen Oksitin (GO) ylizeye daha iyi baglanmasini
saglamaktadir (Sam et al., 2010; Isin vd., 2017).

3.5.4 Grafen oksit (GO) modifiyeli PGE’lerin hazirlamsi

Elektrot ylizeylerinin kimyasal aktivasyonu gerceklestirildikten sonra,
Dimetil Siilfoksit (DMSO) igerisinde hazirlanan Grafen Oksit (GO) ¢ozeltisi ile
modifikasyonu gergeklestirilmistir. Elektrotlar, 100 pl vialler igerisinde GO
cozeltisi ile 15 dakika boyunca modifiye edilmistir. Ardindan GO modifiyeli
elektrotlar 5 dakika boyunca kurutulmustur (Congur et.al., 2018). Kovalent
baglama c¢ozeltisi ile aktive edilmis PGE yiizeyinde bulunan amino (-NH))
gruplart ile GO yiizeyinde bulunan karboksilik (-COOH) gruplarin kovalent
olarak baglanmasiyla GO modifikasyonu gerceklestirilmistir (Roy et al., 2011).

3.5.5 Grafen oksit (GO) modifiyeli PGE yiizeyine prob DNA

tutturulmasi

Grafen Oksit (GO) modifiyeli elektrotlar, -NH, isaretli Prob DNA dizisi ile
kovalent yolla immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Escherichia coli bakterisinin
gen bolgesini igeren prob DNA dizisi Asetat tamponu (ACB; pH:4.8) igerisinde 1
ppm konsantrasyonda hazirlanarak, 100 pl olacak sekilde viallere dagitilmistir.
GO modifiyeli elektrotlar, E. coli prob DNA dizisini igeren ¢ozelti igerisinde 1

saat boyunca immobilize edilmistir.

3.5.6 Sentetik dizi ile hibridizasyon

E. coli prob dizisi ile kapli GO yiizeyler, prob dizinin karsiligi olan hedef
DNA dizisi ve tiim bazlar1 hedeften farkli non spesifik dizi (NC) ile
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hibridizasyona tabi tutulmustur. 100 pl olacak sekilde viallerde hibridizasyon
tamponu (5XSSC; pH: 7.0) igerisinde hazirlanmis olan 5 ppm konsantrasyonda
Escherichia coli hedef ile non-spesifik Mycobacterium tuberculosis hedef

icerisinde 30 dakika boyunca hibridizasyon islemi gergeklestirilmistir.
3.5.7 PCR iiriinii ile hibridizasyon

E. coli’'nin PCR ile ¢ogaltilmis gen bolgesi ve farkli mikroorganizmaya ait
(Klebsiella pneumoniae) non spesifik gen bolgesi 1:40 oraninda hibridizasyon
tamponu (5XSSC; pH:7.0) ile seyreltilerek hazirlanmistir. Cift sarmal halde olan
PCR iiriinleri, hibridizasyona uygun olabilmesi i¢in; su banyosunda 95°C
sicaklikta 8 dakika tutularak, denatiire edilip yani tek sarmal hale gelmesi
saglanmistir. Ardindan, tek sarmal hale gelen {iriinlerin tekrar baglanmamasi
amacityla 0°C buz banyosunda 2 dakika boyunca bekletilmistir. Boylece,
hibridizasyona uygun tek sarmal diziler elde edilmistir. Denatiirasyon igleminden
sonra, prob kapli GO ylizeyler ile 30 dakika boyunca hibiridizasyon islemi
gergeklestirilmistir.

3.5.8 Yikama

Hibridizasyon isleminden sonra, yiizeylere baglanmayan veya spesifik
olarak baglanmayan dizilerin uzaklastirilmas1 amaciyla 100 pl olacak sekilde
viallerde yikama tampon c¢ozeltisi (1XSSC + %0.2 SDS) igerisinde 2 dakika

boyunca yikama islemi gerceklestirilmistir.
3.6 Elektrokimyasal Ol¢iimler

Voltametrik ol¢iimler, Diferansiyel Puls Voltametrisi teknigi ile 0.5 M
Asetat tamponu (ACB) igerisinde 0.75-1.4 V potansiyel araliginda alinmistir. Bu
teknik sadece Elektrokimyasal Olarak Indirgenmis Grafen Oksit (rGO) ile dsSDNA

etkilesimini arastirmak i¢in kullanilmistir.

Impedimetrik dlgiimler, elektron tranferine dayali olup, 5 mM [Fe(CNG)]'3'/4'
cozelti icerisinde Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS) teknigi ile
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alinmistir. Bu teknik ile 6l¢timler; 10 kHz ile 5 mHz frekans araliginda, 10 mV
alternatif akim ve 0.24 V sabit potansiyel altinda alimnmustir. Olgiimler sonucunda
elde edilen Nyquist diyagramlari, Randles esdeger devresi kullanilarak analiz
edilmistir. Elde edilen sonuglar, ohm cinsinden elektrot yiizeyindeki artis olan Rct
degerlerine bakilarak yorum yapilmistir. Tasarlanan nanogenosensdriin dlgiimleri

EIS teknigi ile alinmis olup, nanogenosensoriin ¢aligma prensibinin basamaklari

ayrintili olarak Sekil 3.3°de gosterilmektedir.

GO

A

=12

PGE

EDC/NHS
¢Ozeltisi i¢inde 1
saat kimyasal
aktivasyon

GO modifiyeli
elektrotlarin 5
dakika kurutulmasi

Grafen Oksit (GO)
¢ozeltisi iginde 15
dakika modifikasyon

ACB tamponu
icinde 1 saat Prob
immobilizasyonu

I

Yikama tamponu
iginde 2 dakika yikama

5 mM [Fe(CNg)]P"™*
¢Ozeltisi icinde
impedimetrik 6l¢tim

Hibridizasyon tamponu
icinde 30 dakika hedef
ve NC hibridizasyonu

Sekil 3.3. Tasarim gergeklestirilen nanogenosensoriin ¢alisma basamaklarinin sematize halde

gosterimi

3.7 incelenen Parametreler

Yapilan calismalarin hepsi, patojenik mikroorganizmalarin tayini i¢in en

uygun kosullarin elde edilmesine yoneliktir.

Ik olarak, sensdr yiizeyine modifiye edilen nanomateryalin etkisini

arastirmak amaciyla dsDNA ile etkilesimleri incelenmistir.
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3.7.1 Grafen nanomodifiye yiizeylerde gerceklestirilen calismalar

3.7.1.1 Grafen tiirevlerinin dsDNA ile etkilesimi

Nanomateryalin etkisini arastirmak tiizere Grafen tiirevleriyle dsDNA

etkilesimi analiz edilmistir.

Grafen tiirevleri ile ilk denemeler Indirgenmis Grafen Oksit (rGO) ile
dsDNA etkilesimi ilizerinde denenmistir. Ardindan Grafen Oksit (GO) ile dsSDNA

etkilesimleri incelenmistir.

Gelistirilen nanogenosensor ¢alismasinda, Grafen Oksit yontemi ile devam

edilmistir.

Elektrokimyasal Olarak indirgenmis Grafen Oksit (rGO) ile
dsDNA Etkilesimi

PGE yiizeylerine, 60 sn siireyle 1.4 V potansiyel uygulanarak aktivasyon
islemi gergeklestirilmistir. Boylece, yiizeydeki fonksiyonel gruplar karboksil
gruplara yiikseltgenmistir. 1:1 oraninda, ACB tamponu igerisinde hazirlanan
Grafen Oksit, Dongiisel Voltametri (CV) teknigi ile PGE yiizeyine
elektrokimyasal olarak Indirgenmis Grafen Oksit (rGO) ile kaplanmustir.
Dongiisel Voltametri (CV) teknigi, (-1,1) - (+1,3) V potansiyel araliginda, 7
dongii ve 50 mVs™ tarama hizinda gerceklesmektedir (Pokpas et al., 2014).
Ardindan rGO kapl elektrotlar, 150 pl olacak sekilde viallerde 5 mM EDC ve 8
mM NHS iceren kovalent baglama ¢ozeltisi ile 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Karboksilik gruplarin aktive edilmesinin ardindan, ACB tamponu igerisinde 10
ppm konsantrasyonda hazirlanan dsDNA iceren c¢ozelti ile 1 saat boyunca
immobilize edilmistir. Immobilize isleminin sonrasinda, 2 sn siireyle ACB
tamponu ile yikama gerceklestirilmistir. Sonuglar, Voltametrik ve Impedimetrik

Olctimler ile alinmustir.
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Grafen Oksit (GO) ile dsDNA Etkilesimi

PGE yiizeylerine, 1.4 V, 60 sn siireyle elektrokimyasal aktivasyon islemi
gergeklestirilmistir. Karboksilik gruplar1 aktive etmek amaciyla, 5 mM EDC ve 5
mM NHS igeren kovalent baglama ¢ozeltisi ile 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.
DMSO ¢ozeltisi igerisinde hazirlanan Grafen Oksit (GO) ¢ozeltisi igerisinde 15
dakika boyunca modifiye edilip, 5 dakika boyunca kurutma islemi
gergeklestirilmistir. GO modifiyeli elektrotlar, 10 pmm konsantrasyonda ACB
tamponu igerisinde hazirlanan dsDNA ¢ozeltisi iginde 1 saat boyunca immobilize
edilmistir. Yiizeye baglanmayanlari uzaklastirmak i¢in 2 sn siireyle ACB

tamponuyla yikama yapilmistir. Sonuglar, impedimetrik dl¢tim ile alinmistir.

3.7.1.2 Nanomateryalin hibridizasyon iizerine etKisi

Nanomateryalin hibridizasyon iizerine etkisini ve hassasiyetini tespit etmek
amaciyla; GO modifiyeli elektrotlar ve GO modifiyesiz (yalin) elektrotlar, segilen
optimum kosullar altinda, 1 ppm prob dizi ile 5 ppm hedef dizi ve tiim bazlar
hedeften farkli dizi hibridizasyon islemine tabi tutulmustur. Sonuglarin Rct

degerleri karsilastirilip, degerlendirilmistir.

3.7.2 Tasarlanan nanogenosensoériin en uygun hibridizasyon

Kosullarimin saptanmasi

Yapilan calismalarin hepsi, patojenik mikroorganizmalarin tayini i¢in en

uygun hibridizasyon kosullarinin elde edilmesine yoneliktir.

En uygun hibridizasyon kosullarinin saptanmasinda amag, sensor ylizeyine
immobilize edilen E. coli prob dizisinin, hedef dizi (FM) ve tiim bazlar1 hedeften
farkli dizi (NC) ile hibridizasyonundan sonra alinan yanitlar arasinda bir
farklanma  olmasidir. Bu, tasarlanan nanogenosensoriin  se¢imliligini
gostermektedir. Hibridizasyondan sonra hedef dizi ile alinan yanitin daha yiiksek,
tim bazlart hedeften farkli dizi ile alinan yanitin daha diisiik olmasi
beklenmektedir. Bu farklanmaya bakilarak en uygun hibridizasyon kosullari

saptanmaktadir.
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3.7.2.1 Prob konsantrasyonunun etkisi

En uygun prob konsantrasyonunu belirlemek i¢in, artan konsantrasyonlarda
E. coli prob dizisi ile sabit 4 pg/ml E. coli hedef dizi (FM) ve tiim bazlar1 hedeften
farkli Mycobacterium tuberculosis hedef dizi (NC)’nin hibridizasyon ve yikama
isleminden sonra alinan sonuglar incelenmis ve en uygun prob konsantrasyonu

saptanmuigtir.

3.7.2.2 Hedef konsantrasyonunun etkisi

En uygun hedef konsantrasyonunu belirlemek i¢in, bir 6nceki ¢aligmada
belirlenen prob konsantrasyonu sabit tutularak artan konsantrasyonlarda hedef dizi
(FM) ve tiim bazlari hedeften farkli dizi (NC)’nin hibridizasyon ve yikama
isleminden sonra sonuglar incelenerek, en uygun hedef konsantrasyonu

belirlenmistir.

3.7.2.3 Hibridizasyon tampon cozeltisinin etkisi

Hibridizasyon tampon ¢ozeltisinin etkisini belirlemek i¢in, sabit prob dizi
ile sabit hedef dizi (FM) ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizi (NC), 5 farkli iyonik
denge icerigine sahip olan hibridizasyon tamponu ile hazirlanarak, hibridizasyon
ve yikama isleminden sonra sonuglar degerlendirilip, en uygun hibridizasyon

tamponu secilmistir.

3.7.2.4 Yikama tampon cozeltisinin etkisi

Yikama tampon ¢ozeltisinin etkisini belirlemek i¢in, secilen sabit prob dizisi
ile sabit hedef dizi (FM) ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizi (NC)’nin
hibridizasyon isleminden sonra 5 farkli iyonik denge igerigine sahip olan yikama
tamponlar1 ile yikama islemini gergeklestirdikten sonra sonuglar incelenip, en

uygun yikama tamponu saptanmistir.
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3.7.2.5 Prob tutturma (immobilizasyon) siiresinin etkKisi

En uygun prob tutturma siiresinin etkisini belirlemek ig¢in, sabit
konsantrasyondaki prob dizisi farkli siirelerde immobilizasyon isleminden sonra
sabit hedef dizi (FM) ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizi (NC) ile hibridizasyona
tabi tutulmustur. Sonuglar degerlendirilip, en uygun prob tutturma siiresi

secilmistir.

3.7.2.6 Yikama siiresinin etkisi

Yikama siiresinin etkisini belirlemek i¢in, sabit prob dizi ile hedef dizi (FM)
ve tim bazlar1 hedeften farkli dizi (NC) arasindaki hibridizasyondan sonra farkli

stirelerde yapilan yikama isleminin ardindan alinan sonuglar degerlendirilmistir.

3.7.2.7 Grafen oksit (GO) modifikasyon siiresinin etkisi

Grafen Oksit modifikasyon siiresinin etkisini saptamak i¢in, farkli siirelerde
sensor yiizeyine Grafen Oksit (GO) modifikasyonu gergeklestirilmistir. Ardindan,
prob dizi ile hedef dizi (FM) ve tim bazlar1 hedeften farkli dizi (NC)
hibridizasyona tabi tutulup, yikama islemi gergeklestirilmistir. Sonuglar

degerlendirilip, en uygun Grafen Oksit modifikasyon siiresi se¢ilmistir.

3.7.3 PCR iiriinleri kullamlarak patojenik mikroorganizmalarin tanisi

Sentetik hedef dizilerin kullanilmasiyla belirlenen en uygun hibridizasyon
kosullar1 saglandiktan sonra bu kosullar altinda, E. coli Prob ile E. coli’nin PCR
ile ¢ogaltilmis gen bdlgesi hibridizasyona tabi tutulmustur. Biyosensoriin
seciciligini elde etmek amaciyla farkli bir mikrooganizmaya ait tiim bazlarn
hedeften farkli PCR iiriinii (Klebsiella pneumoniae) ve PCR Blank (Kor)

kullanilarak hibridizasyona tabi tutulup, analizleri gerceklestirilmistir.
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3.8 Tasarlanan Nanogenosensorii Dogrulama Amaciyla Incelenen

Parametreler
3.8.1 Hedef dizi ve PCR iiriiniiniin secicilige olan etkisi

Prob dizi ile hedef dizi ve PCR {iriiniiniin etkilesiminin spesifikligini
dogrulamak amaciyla, Grafen Oksit modifiyeli elektrotlar E. coli prob dizisiyle
immobilize edilmemistir. Direkt olarak, optimum kosullar altinda GO kapl
elektrotlar, 5 ppm hedef dizi, 5 ppm tiim bazlar1 hedeften farkli dizi, 1:40 oraninda
hazirlanan hedef PCR iiriinii (E. coli PCR) ve tiim bazlar1 hedeften farkli PCR
uriinii (Klebsiella pneumoniae PCR) ile etkilestirilmistir. Sentetik diziler ve PCR
iriinlerinin sensor ylizeyindeki etkilesimleri incelenmistir. Sonuglarin Rct

degerleri karsilastirilmistir.

3.8.2 Olusturulan nanosensoriin taramal elektron mikroskobu (SEM)

ile incelenmesi

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), mikroyapt morfolojisi ve kimyasal
bilesim karakterizasyonlarinin incelenmesi ve analizi i¢in ¢ok yonlii araglardan
biridir. Ug boyutlu bir yapida, biiyiik ¢dziiniirliik ve alan derinligine sahiptir.
Taramali Elektron Mikroskobu’nun prensibi, incelenen Ornegin yiizeyi ile
elektron demetinin yapmis oldugu fiziksel etkilesimlerin sonucunda ortaya ¢ikan

sinyallerin toplanip, incelenmesidir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) gériintiileri, izmir Katip Celebi
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarlart Uygulama ve Arastirma

Merkezi’nde gergeklestirilmistir.

Yalin PGE, 5 mM EDC/NHS modifiyeli PGE ve GO modifiyeli PGE
elektrotlarin  mikroskobik karakterizasyonu 2 um ¢oziiniirlikte (6lgek)

goriintiilenmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Niikleik asit tanima yontemlerine dayanan elektrokimyasal genosensorler,
kalitsal ve infeksiyon hastaliklarin tanisi i¢in hizli, ucuz ve kolay yontemlerdir.
Nanoteknolojinin son yillarda hizla gelismesiyle birlikte, nanomateryaller ile
zenginlestirilen genosensor tasarimlar: hiz kazanmistir. Bu yeni nanogenosensor
tasarimlar ile yiizey alanlar1 ve hassasiyetlerini artirarak daha giivenilir ve daha

diistik tayin sinirhi analizler yapmak miimkiin olmaktadir.

Tez kapsaminda, patojenik mikroorganizmalarin 6zellikle klinik analizlere
yonelik tanisinda  kullanilmast amaciyla bir nanogenosensor tasarimi
gerceklestirilmistir. Tasarlanan nanogenosensoérde model mikroorganizma olarak
Escherichia coli (E. coli) bakterisi kullanilmis olup, Grafen Oksit (GO)
nanomateryali ile zenginlestirilmis ve grafen nanomodifiye sensor yiizeyleri elde
edilmistir. Nanomateryal modifikasyonunun hassasiyet ve segicilige etkisini
incelemek amaciyla grafen modifiye edilmis ve edilmemis yiizeylerde ¢aligsmalar

gerceklestirilmistir.
4.1 Grafen Nanomodifiye Yiizeylerde Gergeklestirilen Calismalar
4.1.1 Grafen tiirevlerinin dsDNA ile etkilesimi

Indirgenmis Grafen Oksit ve Grafen Oksit ile dsDNA etkilesiminin
yontemleri Boliim 3.7.1°de anlatildign gibi uygulanmustir. Indirgenmis Grafen
Oksit ile dsDNA etkilesimi sonuglar1 voltametri ve impedimetrik 6l¢iimler ile,
Grafen Oksit ile dsDNA etkilesimi ise; impedimetrik oOl¢iim ile analizleri

gergeklestirilmistir.

Elektrokimyasal Olarak indirgenmis Grafen Oksit (rGO) ile
dsDNA Etkilesimi

Indirgenmis Grafen Oksitin yiizeye kaplanmasi ve dsDNA ile olan

etkilesiminin yontemi Boliim 3.7.1°de anlatildig1 gibi uygulanmustir.
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Voltametrik Olgiimler, sensér yiizeyine immobilize edilen DNA’ya yonelik
Ol¢timler olup, Guanin bazinin yaklasik +1,0 V potansiyelde yiikseltgenme sinyali
vermesi esasina dayanmaktadir. Olgiimler, Diferansiyal Puls Voltametrisi (DPV)

yontemiyle ACB tamponu igerisinde gerceklestirilmistir.

Sekil 4.1’de goriildiigii tizere, yiizeyde aktiflestirilen -COOH gruplarina
kovalent olarak dsDNA baglanmistir. PGE yiizeylerindeki dsDNA ile rGO kaph
yiizeylerdeki dSDNA’lara baktigimizda 4 kat kadar daha fazla dSDNA baglandig:

goriilmektedir.

5000,0
g 4000,0
E 3000,0
=

2000,0

1000,0 '

0,0 -
PGE rGO PGE dsDNAPGE  rGO dsDNA
PGE

Sekil 4.1. Yalin PGE ve yalin rGO PGE yiizeyler ve bu ylizeylere dsSDNA baglandiktan

sonra DPV yontemiyle elde edilen akim degerlerinin histogram grafigi

Impedimetrik yontemler, Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS)
ile analizler gerceklestirilmistir. Sekil 4.2’de goriildigi iizere, rGO PGE’de elde
edilen direng PGE yiizeyde elde edilen direngten daha diisiiktiir. Bunun sebebi;
Indirgenmis Grafen Oksit iletken ve yiizey alam genisligi 6zelligi sebebiyle
direncinin azalmasidir. Iletkenlik ve elektron transfer hizi arttiginda direng
diismektedir. Boylece, ylizeye kaplandig1 saptanmaktadir. Sensor yiizeylerindeki
dsDNA baglanmalara bakildiginda ise; rGO ylizeylerde daha yiiksek Rct degerleri
elde edilmistir. tGO PGE’de olusturulan -COOH gruplar sayesinde, yalin
yiizeydeki dSDNA’ya oranla daha fazla dSDNA baglandigi saptanmaktadir.
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Sekil 4.2. Yalin PGE ve yalin rtGO PGE yiizeyler ve bu yiizeylere dsDNA baglandiktan

sonra EIS yontemiyle elde edilen Rct degerlerinin histogram grafigi

Grafen Oksit (GO) ile dsDNA Etkilesimi

Grafen Oksit ile dsDNA etkilesimleri Boliim 3.7.1°’de anlatildigi gibi
uygulanmistir. Grafen Oksit ile dSDNA etkilesiminin analizleri Elektrokimyasal
Empedans Spektroskopisi (EIS) ile gerceklestirilmistir. Sekil 4.3’e baktigimizda,
GO PGE’nin, PGE’ye gore daha diisiik direnci bulunmaktadir. Rct degerlerinin
diisiisii sensOr ylizeyinin iletken hale geldigini ve elektron transfer hizinin
artmasindan kaynaklandigini gostermektedir. Bu sonuca gore, grafen oksitin
sensor ylizeye modifiye edildigi belirlenmektedir. Sensor yiizeylerine immobilize
edilen DNA’lara bakildiginda da bir farklanma bulunmaktadir. GO dsDNA PGE
ile dsDNA PGE karsilagtirildiginda, GO dsDNA PGE’de; GO yiizeylerde
olusturulan -COOH gruplarindan daha fazla DNA’nin baglandigi gortilmektedir.
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Sekil 4.3. Yalin PGE ve yalin GO PGE yiizeyler ve bu yiizeylere dsDNA baglandiktan

sonra EIS yontemiyle elde edilen Rct degerlerinin histogram grafigi
4.1.2 Nanomateryalin hibridizasyon iizerine etkisi

Bu ¢alismada, Grafen Oksit nanomateryalinin hassasiyetinin belirlenmesi,
hibridizasyona olan etkisini ve nanomateryal ile elde edilen daha diisiikk tayin
siirini incelemek amaciyla yiizeylere Grafen Oksit modifiyesiz (yalin yiizey) ve
Grafen Oksit modifiyeli yilizeyler ile hibridizasyon islemi gergeklestirilmistir.
Yalin ve GO modifiyeli yiizeylerde, tiim belirlenen optimum kosullar altinda 1
ppm prob dizi ile 5 ppm hedef dizi (FM) ve 5 ppm tiim bazlar1 hedeften farkli dizi
(NC) Boliim 3.7.1.2°de anlatildig: gibi hibridizasyona tabi tutulup, Rct degerleri

analiz edilmistir.
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Sekil 4.4. Yalin ve GO kaph yiizeylerin E. coli prob ile baglanmasi (hibridizasyondan 6nce) ve
E. coli prob ile sentetik hedef dizi (FM) ve tiim bazlari hedeften farkli dizi (NC)’nin

hibridizasyondan sonra alinan Rct verilerinin histogram grafigi

Sekil 4.4°de goriildiigli lizere, yalin yiizeylerde hibridizasyon gerceklestigi
goriilmiis fakat FM’de daha diisiik Rct degerleri elde edilmistir. Genosensor
secimliligi i¢cin 6nemli olan FM/NC ayrimi ise gozlenememistir. GO modifiyeli
yiizeylerde ise; daha yiliksek FM Rct degerleri elde edilmistir. FM/NC ayriminda
ise; daha yiiksek ayrim elde edilmistir. Boylece, gelistirilen nanogenosensor ile

daha iyi sonuglarin elde edildigi goriilmiistiir.

4.2 Patojenik Mikroorganizmalarin Tamsina Yonelik Gelistirilen

Nanogenosensoriin Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Gelistirilen nanogenosensor tasarimi ile hibridizasyon tayinleri sentetik
diziler ile saglanmistir. Hibridizasyon tayini, E. coli prob, E. coli hedef ve
genosensor se¢imliligi i¢in tiim bazlar1 hedeften farkli Mycobacterium
tuberculosis hedef dizisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Yapilan g¢alismada,
sensOr ylizeyinde olusan hibridizasyon oncesi ve sonrasi analizler Elektrokimyasal
Empedans Spektroskopisi (EIS) ile gercgeklestirilmistir. Kullanilan Randles
esdeger devresi elemanlarindan elektrot ylizeyinde olusan yiik direncindeki artis
olan Rct’nin degerlerindeki degisimler yorumlanmaktadir. EIS, redoks probu

[Fe(CN)g;]'3/'4 varliginda kullanilip, Ret degerlerinin analizi yapilmaktadir. Redoks
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probu, elektron transferi araciligiyla elektrot ylizeyiyle etkilesime girmektedir.
Elektrot yiizeyi iletken oldugunda, elektron transfer hiz1 yiiksek oldugu i¢in direng
disiik, yiizey yalitkan hale gelmeye basladiginda ise; elektron transfer hizi
yavaslayip, diren¢ artmaktadir. Sekil 4.5°de gelistirilen nanogenosensoriin 5 mM
[Fe(CN)g] ¥ iceren redoks c¢ozeltisi icerisinde gergeklestirilen Sl¢iim degerlerinin

Nyquist diagram1 gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS) yontemi ile gelistirilen
nanogenosensor tasariminin incelenmesi a) Yalin GO PGE, b) Escherichia coli
Prob (Hibridizasyon Oncesi), ¢) Escherichia coli Prob ve Escherichia coli Hedef
(Hibridizasyon sonrast), d) Escherichia coli Prob ve Mycobacterium tuberculosis
Hedef (Hibridizasyon sonrasi) etkilesiminden sonra elde edilen Rct degerlerinin

Nyquist diyagrami1

Sekil 4.5°deki Rct verileri degerlendirildiginde; a) GO PGE’deki Rect
degerleri ylizey iletken oldugu icin diisiik ¢ikmistir. Bdylece, sensor ylizeyine
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nanomateryalin modifiye edildigi saptanmaktadir. b) GO kapl elektrodun {izerine
prob dizinin immobilize edilmesi sonucunda Rct degerlerinde artis
gozlenmektedir. Bu durum, prob lizerinde bulunan negatif fosfat gruplar ile
redoks probu arasindaki etkilesim sonucunda, yiizeyin yalitkan hale gelerek,
elektron transfer hizinin yavaslamasi sebebiyle artis gozlenmesidir. ¢) GO kapli
Prob dizi ile hedef dizinin hibridizasyon sonucunda sensor yiizeyi kalinligi
artarak, yliksek Rct degerleri elde edilmistir. Rct degerlerinin artmasiyla, birbirine
komplementer olan diziler arasinda hibridizasyonun gerceklestigi goriilmektedir.
d) GO kapli Prob dizi ile tiim bazlar1 hedeften farkli dizinin hibridizasyonu
sonucunda diisilk Rct degerleri elde edilmistir. Prob dizi ile NC dizi birbirine
spesifik olmadigi i¢in yiizeye baglanamamistir. Prob diziye yakin bir sonug elde
edilmistir. Bu sonuglar ile birlikte, en uygun optimum kosullar altinda patojenik
mikroorganizmalarin ~ tayinine  yonelik  nanogenosensor  gelistirildigi

belirlenmektedir.

4.3 Tasarlanan Nanogenosensoriin En Uygun Hibridizasyon

Kosullarinin Saptanmasina Yonelik Sonuclarin Degerlendirilmesi

4.3.1 Prob konsantrasyonunun etkKisi

En uygun prob konsantrasyonunu se¢cmek amaciyla, Bolim 3.7.2.1°de
anlatildig1 gibi ¢aligma gergeklestirilmistir. Artan prob konsantrasyonlarinda, sabit
4 ug/ml hedef dizi (FM) ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizinin (NC) hibridizasyon
sonuglarina bakilarak, en uygun prob konsantrasyonu belirlenmistir. Bu
calismada, hibridizasyon tamponu 2XSSC, yikama tamponu olarak ise;

1XSSC+%0.1 SDS kullanilmastir.
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Sekil 4.6. GO yiizeylerde artan prob konsantrasyonlarinda sentetik hedef dizi (FM) ve tiim bazlar

hedeften farkli dizi (NC) ile hibridizasyon sonrasi elde edilen Rct verilerinin histogram

grafigi

Sekil 4.6’daki histogram grafiginde, artan konsantrasyonlarda prob dizi ile
kapl elektrotlar, sabit hedef dizi (FM) ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizi (NC) ile
hibridizasyona tabi tutulmustur. En uygun prob konsantrasyonunun seg¢ilmesi
amaciyla; probun ylizeye en iyi bi¢cimde kaplanip, en iyi hibridizasyon
secimliliginin  saglandigt (FM/NC orant ayrimi) prob konsantrasyonu
secilmektedir. Ret verileri incelendiginde, 1 ppm’e kadar FM degerleri ve FM/NC
arasindaki ayrim artmaya baslamistir. 1 ppm’den sonra ayrim tekrar azalmaya

baslamustir.

Tablo 4.1°de; FM/NC oranlari verilmistir. Bu tablo degerlendirildiginde; en
iyi ayrimin 1 ppm’de oldugu gozlenmistir. Prob konsantrasyonu 1 ppm olarak

secilmistir.
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Tablo 4.1. Optimum prob konsantrasyonu saptanmasina yonelik ¢alisma sonucunda elde edilen

FM/NC oranlart.
Prob Konsantrasyonu FM /NC
0.1 ppm 1.2
0.2 ppm 1.3
0.5 ppm 1.4
1 ppm 1.6
2 ppm 1.3
5 ppm 1.3
10 ppm 1.5

4.3.2 Hedef konsantrasyonunun etkisi

En uygun hedef konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, belirlenen sabit
prob konsantrasyonu (1 ppm) ile artan konsantrasyonlarda hedef dizi (FM) ve tim
bazlari hedeften farkli dizi (NC)’nin hibridizasyon tayini Bolim 3.7.2.2°de
anlatildig1 gibi uygulanmistir.

M ENC
1000,0

800,0
600,0
400,
200,0
0,0
0 ppm 1 ppm 2 ppm 4 ppm 5ppm 10 ppm 20 ppm
Hedef Konsantrasyonu (ng/mL)

Rct (Ohm)
=

Sekil 4.7. Sabit (1 ppm) E. coli Prob kapli GO yiizeylerde artan hedef konsantrasyonlarinda
sentetik hedef dizi (FM) ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizi (NC) ile hibridizasyon

sonucunda elde edilen Rct verilerinin histogram grafigi
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Sekil 4.7°de goriildigl ilizere, hibridizasyondan 6nce (0 ppm) diisilk Rct
degerleri alinirken, artan hedef konsantrasyonu ile birlikte 5 ppm
konsantrasyonuna  kadar  degerlerin  arttign = gOriilmiistiir.  Fakat  bu
konsantrasyondan sonra Rct degerlerinde azalma meydana gelmeye baslamistir.
Bunun sebebi de, prob ve hedefin bu konsantrasyonda doygunluga ulagsmasidir.
Ayrica, artan hedef ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizi konsantrasyonu ile

nanogenosensor se¢imliligi de artmistir.

Tablo 4.2. Optimum hedef konsantrasyonu saptanmasina yonelik ¢alisgma sonucunda elde edilen

FM/NC oranlart.
Hedef Konsantrasyonu FM /NC
0 ppm 1.0
1 ppm 1.1
2 ppm 1.3
4 ppm 1.6
5 ppm 1.9
10 ppm 1.1
20 ppm 1.4

Tablo 4.2°deki verilere baktigimizda en iyi ayrimin 5 ppm’de oldugu
gozlenmektedir. En iyi ayrim; FM’in Rct deger yanitinin en yiiksek oldugu,
NC’nin ise en diisiik oldugu degerdir. Optimum hedef konsantrasyonu 5 ppm

olarak se¢ilmistir.

4.3.3 Hibridizasyon tampon cézeltisinin etkisi

Hibridizasyon tampon ¢dzeltisinin etkisini belirlemek amaciyla, sabit 1 ppm
konsantrasyonda prob dizi ile 0.5XSSC, 1XSSC, 2XSSC, 3XSSC ve 5XSSC
olmak tiizere 5 farkli iyonik dengeye sahip hibridizasyon tamponu igerisinde
hazirlanan 5 ppm hedef dizi (FM) ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizi (NC) Boliim
3.7.2.3°de anlatildig1 gibi hibridizasyona tabi tutulmustur.
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Sekil 4.8. E. coli prob kapli GO yiizeylerde, farkli iyonik dengeye sahip hibridizasyon tamponlari
kullanilarak sentetik hedef dizi (FM) ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizi (NC) ile

hibridizasyon sonrasi elde edilen Rct verilerinin histogram grafigi

Sekil 4.8’de goriildiigii ilizere, hibridizasyon sonucu elde edilen Rect
degerlerine bakildiginda, en yiiksek FM degeri ve en diisik NC degeri 5XSSC
hibridizasyon tamponu ile saglanmistir. Ayrica tekrarlanabilirlik de géz Oniine

aliarak en uygun hibridizasyon tamponu belirlenmistir.

Tablo 4.3. Farkli hibridizasyon tamponlar kullanilarak elde edilen FM/NC oranlari.

Hibridizasvon Tamponu FM /NC

0,5XSSC 1,3
1XSSC 1,3
2XSSC 1,8
3XSSC 1,8

5XSSC 1,9
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Tablo 4.3’de, FM/NC deger oranlar1 verilmektedir. Bu oranlar da gz 6niine
alindiginda en iyi ayrimin 5XSSC hibridizasyon tamponunda gozlendigi analiz

edilmistir. En uygun hibridizasyon tamponu, SXSSC olarak segilmistir.
4.3.4 Yikama tampon cozeltisinin etkisi

Yikama tampon ¢Ozeltisinin  etkisini  belirlemek i¢in, 1 ppm
konsantrasyonda prob dizi ile 5XSSC hibridizasyon tamponu igerisinde hazirlanan
5 ppm hedef dizi (FM) ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizi (NC) Bolim 3.7.2.4°de
anlatildigt  gibi  hibridizasyona tabi tutulmustur. 1XSSC+%0.05 SDS,
1XSSC+%0.1 SDS, 1XSSC+%0.2 SDS, 1XSSC+%0.5 SDS ve 1XSSC+%1 SDS
olmak tizere 5 farkli iyonik dengeye sahip yikama tamponu ile yikamanin

ardindan Rct degerleri incelenmistir.
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1XSSC+%0.05 1XSSC+%0.1 1XSSC+%0.2 1XSSC+ %05 1XSSC+%1SDS
SDS SDS SDS SDS

Yikama Tamponu

Sekil 4.9. E. coli prob kapli GO yiizeylerde, sentetik hedef dizi (FM) ve tiim bazlar1 hedeften
farkli dizi (NC) ile hibridizasyonun ardindan farkli iyonik dengeye sahip yikama

tamponlart ile etkilesiminden sonra elde edilen Ret verilerinin histogram grafigi
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Sekil 4.9°de goriildiigii iizere, hibritin (FM) en yiiksek, NC’nin ise; en diigiik
ciktig1r yikama tamponu 1XSSC+% 0.2 SDS tamponudur. Bu tampondan sonra
Rct degerleri azalmaya baslamistir. Tablo 4.4’de FM/NC verilerin oranlarina
bakildiginda ise en iyi ayrimin 1XSSC+ 9%0.2 SDS ve 1XSCC+%0.5 SDS
tamponunda elde edildigi gozlenmektedir. Fakat tekrarlanabilirlik géz Oniine
alindiginda en iyi sonucun 1XSSC+%0.2 SDS yikama tamponunda gerceklestigi
goriilmektedir. En uygun yikama tamponu 1XSSC+%0.2 SDS secilmistir.

Tablo 4.4. Farkli yikama tamponlari kullanilarak elde edilen FM/NC oranlari.

YikamaTamponu FM/NC
1XSSC +%0.05 SDS 1,2
1XSCC + %0.1 SDS 1,9
1XSSC + %0.2 SDS 2,1
1XSSC + %0.5 SDS 2,1

1XSSC + %1 SDS 1,5

4.3.5 Prob tutturma (immobilizasyon) siiresinin etkisi

Prob tutturma siiresinin etkisini belirlemek igin, 1 ppm konsantrasyonda
prob dizi ile 5XSSC hibridizasyon tamponu igerisinde hazirlanan 5 ppm hedef
dizi ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizi, Boliim 3.7.2.5’de anlatildig1 kosullarda
hibridizasyonlar1 gerceklestirilmistir. 1 ppm prob dizisi sensor yiizeye 15 dakika,
30 dakika, 45 dakika, 60 dakika, 75 dakika ve 90 dakika olmak iizere 6 farkli
zaman diliminde immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Ardindan, 5 ppm hedef
dizi ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizi ile hibridizasyona tabi tutularak Rct

degerleri analiz edilmistir.
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Sekil 4.10. GO yiizeylere farkl: siirelerde immobilize edilen E. coli prob dizisinin, sentetik hedef
dizi (FM) ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizi (NC) ile hibridizasyon sonrasi elde edilen

Rect verilerinin histogram grafigi

Sekil 4.10°daki histogram grafigi incelendiginde, yiiksek FM degeri ve
diisitk NC degeri 60 dakikada elde edilmistir. 60 dakikadan sonra FM degerleri
doygunluga ulasip, sabitlenmeye baslamistir. Ayrica, 60 dakikadan sonra FM/NC

arasindaki ayrimda da azalma goriilmektedir.

Tablo 4.5. Farkli prob tutturma siireleri ile ¢alisma sonucunda elde edilen FM/NC oranlari.

Prob Tutturma Siiresi FM/NC
15 dakika L5
30 dakika 1,4
45 dakika 1,9
60 dakika 2,1
75 dakika 1.9
90 dakika 1,0
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Tablo 4.5’deki FM/NC degerlerine de bakildiginda, en iyi ayrimm 60
dakikada gerceklestigi goriilmektedir. En uygun prob immobilizasyon siiresi 60

dakika olarak secilmistir.
4.3.6 Yikama siiresinin etkisi

Yikama siiresinin hibridizasyona olan etkisini tespit etmek i¢in, Ippm prob
dizi ile 5 ppm hedef dizi (FM) ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizi (NC) Bo6lim
3.7.2.6’da anlatildigr gibi hibridizasyona tabi tutulmustur. Hibridizasyonun
ardindan 1XSSC+%0.2 SDS yikama tamponu igerisinde 0 saniye, 30 saniye, 1
dakika, 2 dakika, 5 dakika, 10 dakika ve 15 dakika olmak {izere 7 farkli zaman

dilimindeki yikama isleminden sonra Rct degerleri incelenmistir.

B FM ENC

1171}

2000,0

[—
n
S
=

[—]

Rct (Ohm)
[—
[—]
=

500,0

0,0
Osanive 30saniye 1dakika 2dakika S5dakika 10dakika 15 dakika

Yikama Siiresi

Sekil 4.11. E. coli prob kapli GO yiizeylerde, sentetik hedef dizi (FM) ve tiim bazlar1 hedeften
farkli dizi (NC) ile hibridizasyonun ardindan farkli siirelerde uygulanan yikama islemi

sonrasi elde edilen Rct verilerinin histogram grafigi

Sekil 4.11°de goriildigii iizere, yikama yapilmadiginda yiikksek FM degerleri
elde edilip, FM/NC ayriminda bir fark elde edilememistir. Yikama zamaninin

artmasiyla FM degerlerinde bir azalma goriiliip, nanogenosensor sec¢imliligi
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artmaya baslamistir. 2 dakika yikama siiresinden sonra, FM/NC ayrim1 azalmaya

baslamistir.

Tablo 4.6. Farkli yikama siireleri ile ¢alisma sonucunda elde edilen FM/NC oranlart.

Yikama Siiresi FM /NC
0 saniye 1,1
30 saniye 15
1 dakika 1,5
2 dakika 2,1
5 dakika 1,5
10 dakika 1,7
15 dakika 1,4

Tablo 4.6’daki verilere bakildiginda ise; en iyi ayrimin 2 dakikada

gergeklestigi goriilmektedir. Yikama siiresi 2 dakika se¢ilmistir.

4.3.7 Grafen oksit (GO) modifikasyon siiresinin etkisi

Grafen Oksit modifikasyon siiresinin etkisini belirlemek i¢in, hibridizasyon
islemleri gergeklestirilmeden 6nce sensor yiizeye 5 dakika, 10 dakika, 15 dakika,
30 dakika ve 60 dakika olmak iizere 5 farkli zaman diliminde Grafen Oksit
modifikasyonu gerceklestirilmistir. Ardindan 1 ppm prob ile 5 ppm hedef dizi
(FM) ve tiim bazlar1 hedeften farkli dizi (NC) ile Boliim 3.7.2.7°de anlatildig: gibi

hibridizasyon islemi ger¢eklestirildikten sonra Rct degerleri analiz edilmistir.
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Sekil 4.12. Yalin yiizeylere farkli siirelerde uygulanan Grafen Oksit (GO) nanomateryali sonrasi
E. coli prob ile hedef dizi (FM) ve tiim bazlari hedeften farkli dizi (NC)’nin

hibridizasyon sonrasi elde edilen Rct verilerinin histogram grafigi

Sekil 4.12°de goriildigi gibi, 15 dakikaya kadar FM degerleri ve FM/NC
arasindaki ayrim artmaya baglamaktadir. 15 dakikadan sonra FM degerleri diistip,
nanogenosensor se¢imliligi de azalmaktadir. Grafen oksitin modifikasyon siiresi
arttikca sensor yiizeyi daha cok kaplandigi i¢in hibridizasyon daha az
gerceklesmektedir.

Tablo 4.7. Farkli Grafen Oksit modifikasyon siireleri ile ¢aligma sonucu elde edilen FM/NC

oranlari.

Grafen Oksit FM /NC
Modifikasyon Siiresi
5 dakika 1,3
10 dakika 15
15 dakika 2,1
30 dakika 15
60 dakika 1,3




78

Tablo 4.7°deki FM/NC oran degerlerine baktigimizda, en iyi ayrim 15
dakikada gerceklesmektedir. Grafen Oksit modifikasyon siiresi 15 dakika olarak

belirlenmistir.

4.3 Tayin Simirinin (LOD) Belirlenmesi

Optimum  hedef konsantrasyonu  belirlendikten sonra, patojenik
mikroorganizma tayini edilebilecegi en diisiik konsantrasyonu hesaplamak igin,
Sekil 4.13 ‘de gosterilen grafikte 1 ppm ile optimum segilen 5 ppm hedef dizi
araliginda almman Rct verileri gosterilmistir. LOD asagidaki formiile gore

hesaplanmustir;

LOD = 3s/m

Bu formiilde s, standart sapmayi; m, kalibrasyon egrisinin egimini; 3 ise bir

sabit olan Sinyal/Gliriiltii (S/N) oranin1 gostermektedir.

Elde edilen veriler dogrultusunda, tayin sinir1 (LOD) 206 nM (1.37 ppm)

olarak bulunmustur.

80

70 y =10,105x + 16,395
R2=0,9589

ARct (%)
S

20

10

1 ppm 2 ppm 4 ppm S ppm

Sekil 4.13. Tayin sinirinin hesaplanmasinda olusturulan % ARct degerlerinin kalibrasyon egrisi
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4.4 PCR Uriinleri Kullanmlarak Patojenik Mikroorganizmalarin Tanisi

Patojenik mikroorganizmalarin tayinine yonelik tasarlanan
nanogenosensoriin - segiciligine ait tim optimum kosullar sentetik dizilerle
gerceklestirildikten sonra, bu optimum kosullar altinda E. coli PCR, PCR Blank
ve tiim bazlar1 hedeften farkli Klebsiella pneumoniae PCR {iriinii ile hibridizasyon
islemi gergeklestirilmistir. PCR iiriinleriyle hibridizasyon islemi Boliim 3.5.7°de
anlatildig1 gibi uygulanmastir.

400,0
200,0 i

Prob PCR Blank PCR FM PCR NC

Sekil 4.14. Optimum kosullar altinda GO yiizeylere E. coli prob baglanmasi (hibridizasyon
oncesi) ve E. coli prob kapli GO yiizeyler ile PCR Blank, E. coli PCR (FM) ve tim
bazlar1 hedeften farkli Klebsiella pneumoniae PCR iiriini (NC) hibridizasyon

sonrasi elde edilen Ret verilerinin histogram grafigi

Bu ¢alisma sonucunda, E. coli PCR iirliniiniin (FM) Rct degerlerinin arttig
ve prob diziye baglandigi goriilmektedir. Nanogenosensoriin segiciligi i¢in
kullanilan farkli bir mikroorganizmaya ait Klebsiella pneumoniae PCR iiriinii
(NC)’nin ise; Rct degerlerinin diisiik geldigi gozlenmektedir. NC PCR f{irliniiniin,
prob’a spesifik olmadigi i¢in yiizeye baglanamamistir. Ayrica, yiizey incelemesi
ve ortama ne kadar etki ettigini saptamak amaciyla PCR iiriinii yerine PCR Blank
(Kor) kullanilarak, hibridizasyona tabi tutulmustur. PCR Blank (kor) de ylizeye

baglanmayip, sonuclara etki etmedigi saptanmustir.



80

4.5 Tasarlanan Nanogenosensorii Dogrulama Amaciyla Incelenen

Parametreler
4.5.1 Hedef dizi ve PCR iiriiniiniin secicilige olan etkisi

Bu calismada, E. coli Prob dizisinin, E. coli hedef dizi ile E. coli PCR
tirtintine spesifik oldugunu kanitlamak i¢in, prob icermeyen GO kapl yiizeylerde
hedef ve PCR iiriinli, tiim bazlar1 hedeften farkli dizi ve tiim bazlar1 hedeften
farkl1 PCR iiriinii hibridizasyon islemi Boliim 3.8.1°de anlatildig1 gibi uygulanip,

sonuclar degerlendirilmistir.

700,0
600,0

500,0

200,0
100,0 I

0,0
Prob PCRBlank PCRFM PCRNC
Grafen Oksit Modifiyeli Yiizey

Rct (Ohm)
oY
=
2
[—]

]
=]
=
=

Sekil 4.15. GO kaph yiizeylere E. coli prob baglanmasi ve GO kapl yiizeylerde sentetik hedef dizi
(FM), sentetik tim bazlar1 hedeften farkli dizi (NC), PCR blank, E. coli PCR {iriinii
(FM) ve tim bazlar1 hedeften farkli Klebsiella pneumoniae PCR iiriinii (NC)

etkilesimi sonrasinda elde edilen Rct verilerinin histogram grafigi

Sekil 4.15°de, probsuz GO kapli yiizeylerin E. coli hedef dizi, tiim bazlari
hedeften farkli dizi, E. coli PCR, tiim bazlar1 hedeften farkli PCR iiriinii ve PCR
Blank etkilesimi sonucunda elde edilen Rct degerleri gosterilmistir. Bu degerlere
bakildiginda, hedef dizi ile PCR fiiriinliniin GO kaph yiizeylerde diisiik Rct
degerleri elde edildigi goriilmiistiir. Bu degerler ile GO kapli yiizeylere hedef dizi
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ve PCR iiriiniiniin baglanamadigi sonucu elde edilmektedir. Boylece, E. coli Prob

dizisinin E. coli hedef dizi ve E. coli PCR iiriiniine spesifik oldugu kanitlanmistir.

4.5.2 Olusturulan nanosensoriin taramal elektron mikroskobu (SEM)

ile goriintiilenmesi

Yalin PGE, 5 mM EDC/ NHS PGE ve EDC/NHS-GO PGE’lerin SEM
gorlintiileri Sekil 4.16°da gosterilmektedir. SEM goriintiilerinde sensor yiizeyine
Grafen Oksitin modifiye edildigi dogrulanmistir.

Sekil 4.16. Sensor yiizeylerinde SEM goriintiileri a) PGE, b) EDC/NHS PGE, c) EDC/NHS-GO
PGE
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4.6 Sentetik Hedef Dizi ve PCR Uriinii ile Yapilan Hibridizasyon

Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Patojenik mikroorganizmalarin tanisina yonelik gelistirilen nanogenosensor
tasariminda ilk olarak sentetik diziler ile hibridizasyon iglemi gerceklestirilmistir.
Hibridizasyon i¢in en uygun kosullar sentetik diziler ile saglanmistir. Sentetik
diziler ile saglanan optimum kosullar belirlendikten sonra, bu optimum kosullar
alinda PCR  driinleri  (gercek  oOrnekler) ile  hibridizasyon islemi

gerceklestirilmistir.

Boliim 3.5°de anlatildigr gibi belirlenen optimum kosullarda; Grafen Oksit
kapli elektrot yiizeylere E. coli Prob dizisinin immobilize edilmesinin ardindan,
hibridizasyondan o6nce ve E. coli hedef dizi, tim bazlart hedeften farkli
Mycobacterium tuberculosis hedef dizi, E. coli PCR fiiriinii ve tim bazlar
hedeften farkli Klebsiella pneumoniae PCR iiriinii ile hibridizasyondan sonra
alman Rct degerlerinin ii¢ boyutlu histomogrami Sekil 4.17°de sematik olarak

gosterilmektedir.

Sekil 4.17°deki histogram grafigine bakildiginda, hibridizasyondan once
yalnizca GO yiizeyde prob kapli yiizeylerin Rct degerleri diisiik oranda
gozlenmistir. E. coli hedef ve E. coli PCR iiriinii ile hibridizasyon sonucunda ise
yiiksek Rct degerleri elde edilmistir. Bu durum hibridizasyonun gergeklestigini
gostermektedir. Genosensoriin se¢imliligi i¢in kullanilan NC dizi ve NC PCR
irlinlinde de diisiik Rct degerleri elde edilmistir. Bunun sebebi prob dizi ile
spesifik olmadiklar1 ic¢in ylizeye baglanmamalarindan kaynaklanmaktadir. Bu

durum da, nanogenosensoriin se¢imliligini kanitlamaktadir.
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Sekil 4.17. GO yiizeylere E. coli prob baglanmasindan sonra (hibridizasyondan 6nce), E. coli prob
yiizeylere sentetik E. coli hedef sentetik dizi (FM) - E. coli PCR {iriinii (FM) ve tim
bazlar1 hedeften farkli Mycobacterium tuberculosis hedef sentetik dizi (NC) - tiim
bazlar1 hedeften farkli Klebsiella pneumoniae PCR fiiriinii (NC) ile hibridizasyondan

sonra alman Rct verilerinin 3D histogrami
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5. GENEL SONUCLAR

Bu tez caligmasinda, niikleik asit tanima ydntemi kullanilarak patojenik
mikroorganizmalarin  tayinine yoOnelik Grafen Oksit nanomateryali ile
zenginlestirilmis  bir  genosensOr  tasarimi  gerceklestirilmistir.  Model
mikroorganizma olarak hakkinda en ¢ok bilgiye sahip olunan, mikroorganizmalar
arasinda en sik bulunan patojenik mikrooganizma olan Escherichia coli bakterisi
kullanilmistir. E. coli bakterisinin hem sentetik DNA dizisiyle, hem de PCR
iiriintiyle ¢alisilmistir. Tasarlanan nanogenosensoriin se¢imliligi i¢in farkli bir
mikroorganizmaya ait sentetik dizi (Mycobacterium tuberculosis), farkli
mikroorganizmaya ait PCR Uriinii (Klebsiella pneumoniae) ve PCR Blank

kullanilmastir.

En uygun hibridizasyon kosullar1 sentetik DNA dizileri kullanilarak elde
edilmigtir. Bu optimum kosullarin saptanmasinda temel amag; prob dizinin
karsiligt olan hedef dizi ile tiim bazlarn hedeften farkli dizi arasindaki
farklilanmadir. Hibridizasyon ©ncesi ve sonrast biitlin veriler yiizey
karakterizasyonu yontemine dayanan Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi
(EIS) ile alinmistir. EIS sonucunda elde edilen Rct verileri yorumlanip, uygun

optimizasyon kosullar1 se¢ilmistir.

Calismanin  optimizasyon  kosullari; prob  konsantrasyonu, hedef
konsantrasyonu, hibridizasyon tamponu, yikama tamponu, prob immobilizasyon
siiresi, yikama siiresi ve Grafen Oksit modifikasyon sliresi parametreleriyle

saglanip, belirlenmistir.

Sentetik diziler ile elde edilen tiim optimum kosullar belirlendikten sonra,
bu kosullar altinda E. coli’ nin ger¢ek Ornekleri ile hibridizasyon islemi
gergeklestirilmistir. PCR iirlinleri ve sentetik diziler ile elde edilen sonuglarin

birbirine yakin sonuclar verdigi belirlenmistir.

Calisma kapsaminda ilk olarak; nanomateryal modifikasyonunun hassasiyet
ve segicilige etkisini incelemek amaciyla grafen modifiye edilmis ve edilmemis

yilizeylerde caligmalar gercgeklestirilmistir. Ardindan gelistirilen nanogenosensorii
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dogrulayici caligmalar gerceklestirilmistir. ilk olarak; prob dizinin hedef dizi ve
PCR iriiniine spesifik oldugunu kanitlamak i¢in EIS veri sonuglari
yorumlanmistir. Bu veriler sonucunda, prob dizinin hedef dizi ve PCR iiriiniine
spesifik oldugu belirlenmistir. Ikinci olarak da, nanomateryalin yiizeye
baglandigin1 kanitlamak amaciyla Grafen Oksit (GO) ve yalin yiizeylerin SEM

goriintiileri degerlendirilmistir.

Bu tez ¢alismasi sonucunda, nanomateryalle zenginlestirilmis genosensor ile
ylizey alanlar1 ve hassasiyetlerini artirmig olan bu yeni nanogenosensorler ile daha
diistik tayin, hassas ve giivenilir analizler yapmak miimkiin olmaktadir. Mikrogip
teknolojilerinin temelini olusturan elektrokimyasal genosensorler ile kalitsal ve
infeksiyon hastaliklarin tanist i¢in kullanilan diger yontemlere gore daha kolay,
hizli ve ucuz ydntemler oldugu belirlenmistir. Ileriki ¢aligmalarda, bu
nanogenosensdrlerle patojenik mikroorganizmalarin 6zellikle klinik analizlere

yonelik tanisinda kullanilmast hedeflenmektedir.
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