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OZET

GRAFEN OKSIT MODIFIiYE ELEKTROTLARIN GELISTIRILMESI VE
VOLTAMETRIK miRNA TAYININE YONELIK UYGULAMALARI

ISIN, Deniz

Yiiksek Lisans Tezi, Malzeme Bilimi ve Miihendisligi Anabilim Dali
Danismant: Prof. Dr. K. Arzum ERDEM GURSAN
Ekim 2017, 105 sayfa

mikroRNA’lar (miRNA), 19-25 niikleotit uzunlugundaki RNA dizileridir.
miRNA’larin ekpresyonlarindaki degisimler, insan sagligini tehtid eden kanser,
Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklar ve diyabet gibi metabolik hastaliklarla
iliskilendirilmektedir. Bu nedenle miRNA’larin kisa stirede, duyarli ve se¢imli bir
sekilde analizini yapabilen, ayni zamanda kullanimi pratik, hazirlanis1 kolay,
minyatiirize edilebilmeye uygun biyosensor platformlarinin gelistirilmesine

yonelik caligmalar yapilmaktadir.

Grafen, Sp2 hibritlesmesine sahip karbon atomlarmin bal petegi oOrgiisii
olusturmasiyla meydana gelen iki boyutlu diizlemsel yapidaki nanomalzemedir.
Yakin bir gegmiste kesfedilen grafen; kusursuz fiziksel, kimyasal, elektriksel,
termal ve optik ozelliklere sahiptir. Grafen oksit (GO), kimyasal gruplarca aktif
grafenin biiylik kapasiteyle ve en ucuz sekilde iiretilebildigi formudur. Genis
yiizey alant sundugundan modifiye edildigi ylizeyin immobilizasyon ve

adsorpsiyon kapasitesini arttirir.

Calismamizda gelistirdigimiz GO modifiye tek kullanimlik voltametrik
temelli biyosensorler ile secimli ve duyarli bir sekilde elektrokimyasal miRNA
analizleri yapilmistir. Bu kapsamda kullan-at tipi elektrot olan kalem ucu grafit
(PGE) yiizeyler GO ile modifiye edildikten sonra, analiz platformu olarak
kullanilmistir. Bu ¢alismada hedef miRNA dizisi olarak sectigimiz Alzheimer ile
iliskilendirilen miRNA-34a’ya spesifik DNA probu ve hedef miRNA-34a dizisi

arasinda gergeklestirilen DNA-mIRNA hibridizasyonu, voltametrik yontemle
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tayin edilmistir. GO modifiye PGE yiizeyi taramali elektron mikroskobisi (SEM),
elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ve doniisiimlii voltametri (CV)
teknikleri ile karakterize edilmistir. miRNA tayinine yonelik gelistirilen GO
modifiye  biyosensér tasariminda, GO  konsantrasyonu, DNA prob
konsantrasyonu, hedef miRNA konsantrasyonundaki degisimin yanita etkisi
incelenmis, deneysel kosullar optimize edilmis ve optimum kosullarda miRNA-

34a’ya spesifik biyosensoriin se¢imliligi test edilmistir.

Gelistirdigimiz elektrokimyasal biyosensorler, PGE’lerin kullaniminin
kolay olmasi, GO ile PGE yiizeyinin modifikasyonunun kisa zamanda ve ekstra
kimyasal madde kullanimini gerektirmeden yapilabilmesi agisindan Onemli
avantajlara sahiptir. Calismamizda herhangi bir elektrokimyasal indikatore gerek
kalmaksizin hedef miRNA'nin se¢imli ve duyarh bir sekilde voltametrik yonteme
dayali analizini miimkiin kilan GO modifiye -elektrokimyasal biyosensor

gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Grafen oksit, Kalem grafit elektrot, miRNA, niikleik

asit hibridizasyonu, elektrokimyasal biyosensorler.



ABSTRACT

THE DEVELOPMENT OF GRAPHENE OXIDE MODIFIED
ELECTRODES AND ITS APPLICATION TO VOLTAMETRIC
DETECTION OF miRNA

ISIN, Deniz

MSc in Material Science and Engineering
Supervisor: Prof. Dr. K. Arzum ERDEM GURSAN
October 2017, 105 pages

microRNAs (miRNA) are small RNA molecules, that contains 19-25
nucleotides. The abnormal expression of miRNA causes different type of cancer
and neurodegenerative diseases such as Alzheimer, and metabolic diseases as
diabetes. Therefore, the studies have been performed in order to investigate
practical, easy-to-prepare, miniaturize biosensor platforms which can detect

miRNAs rapidly, sensitively and selectively.

Graphene is a crystalline allotrope of carbon with 2-dimensional properties.
Graphene was discovered in the recent past and it has perfect physical, chemical,
electrical, thermal and optic properties. Graphene oxide (GO) is a form of
chemically active graphene that can be produced cost effectively. Due to its large
surface area, GO also increases the immobilization and adsorption capasity of the

surfaces.

GO modified disposable electrodes were used in our study for sensitive and
selective voltametric detection of miRNAs. Disposable pencil graphite electrode
(PGE) surfaces were modified by GO and used as a platform for analyzing of
miRNA. The detection of specific recognition of miRNA-34a, which has been
related to Alzheimer disease, was performed according to DNA-RNA
hybridization by using GO-PGEs. The characterization of the GO-PGEs was
investigated by using electrochemical impedance spectroscopy (EIS), cyclic

voltammetry (CV), and scanning electron microscopy (SEM) techniques. The



effect of the changes at GO concentration, DNA probe concentration, miRNA-34a
concentration upon to biosensor response on detection of hybridization between
miRNA-34a target and its complementary DNA probe was explored and
optimized, and then, the selectivity of miRNA-34a biosensor was tested under the

optimum conditions.

GO-PGEs were developed in our study that presented important advantages
such as, being cost-effective, easy to use without requiring any extra chemicals,
and surface modification in a short time. In this study selective and sensitive GO
modified electrochemical biosensor was developed for miRNA analysis by using
voltametric techniques without using any electrochemical indicator.

Keywords: Graphene oxide, pencil graphite electrode, miRNA, nucleic acid

hybridization, electrochemical biosensor.
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1. GIRiS

20. yiizyllda Richard Feynman’in nanomalzeme tanimini yapmasiyla
birlikte, nanomalzemelere dayali yeni bir bilim ¢ag1 baslamistir. Ustiin fiziksel ve
kimyasal ozelliklere sahip oldugu kesfedilen ve nanopartikiillerle baslayan bu
donemde fullerenler, nanotiipler, nanogubuklar ve nanokablolar gibi pek ¢ok farkli
formda nanomalzeme sentezlenerek fiziksel ve kimyasal yapilar1 anlasilmaya
calisilmis, nanomalzemeler elektronikten savunma sanayisine kadar oldukga genis
bir alanda yer edinmislerdir (Wang, 2005; Erdem, 2007; Willner and Willner,
2010; Marin and Merkogi, 2012).

Grafen, sz hibritlesmesine sahip karbon atomlarnin bal petegi Orgiisii
olusturmasiyla meydana gelen iki boyutlu diizlemsel bir yapidaki bir
nanomalzemedir (Geim and Novoselov, 2007; Bonanni et al., 2012). U¢ boyutlu
yapidaki karbon nanotiipler ve fullerenin sentez mekanizmasi 1960’11 yillarda
anlasilabilmisken, grafitin tek katmanli hali olan grafen 2004 yilina kadar
sentezlenememistir. Iki boyutlu grafen malzemesine iliskin cigir acan
calismalarma ydnelik "2010 Nobel Fizik Odiilii", Andre Geim ve Konstantin

Novoselov'a verilmistir.

Biyosensorler, analite spesifik olarak tasarlanmis bir algilama elementi
sayesinde hedef analiti algilayabilen ve bu algiyr okunabilir bir sinyale
dontistiirebilen analitik cihazlardir. Protein, toksin, ilag veya niikleik asit gibi
farkli biyokimyasal yapidaki analit; enzim-substrat, antijen-antikor, avidin-biotin
gibi spesifik ve secimli etkilesim mekanizmalari ile algilanabilecegi gibi; DNA ve
RNA gibi niikleik asit formlari ile de algilanabilir. Algilayici reseptor olarak
niikleik asitler kullanilarak tasarlanan biyosensorler, niikleik asit biyosensorleri
olarak tanimlanmakta ve oldukga 6zel bir baslik altinda incelenmektedir. Niikleik
asit biyosensorleri; kalitimsal ve bulagict hastaliklarin tayininde, ilag ve protein
gibi (biyo)molekiiller ile niikleik asit etkilesim mekanizmalarinin anlagilmasinda,
toksin ve patojenlerin tayininde kullanilmaktadirlar. Bir niikleik asit olan algilama
elementi ile analitin algilanmasi ve bu alginin elektrokimyasal yontemlerle
okunabilir bir sinyale doniistiiriilmesi sonucunda elektrokimyasal niikleik asit

biyosensérleri tasarlanmig olur (Palecek and Bartosik, 2012). Elektrokimyasal



yontemler hizli sonu¢ vermeleri, diisiik maliyetli ve kolay uygulamaya sahip
olmalarinin yant sira, se¢imli ve duyarl bir sekilde analiz yapilmasini sagladiklar
icin klasik yontemlere gore avantajlidir (Palecek and Bartosik, 2012; Wang, 2005;
Erdem, 2007; Willner and Willner, 2010; Marin and Merkogi, 2012).

Calismamizda, grafen oksit (GO) modifiye edilmis tek kullanimlik
elektrotlarin gelistirilmesi ve bu biyosensorlerle Alzheimer ile iliskilendirilen
miRNA-34a biyobelirtecinin  voltametrik tayinine yo6nelik uygulamalar
hedeflenmistir. GO ile modifiye edilmis elektrot yiizeyleri, mikroskobik ve
elektrokimyasal ~ yontemlerle (taramali  elektron  mikroskobisi (SEM),
elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ve doniisiimlii voltametri (CV)
teknikleriyle) karakterize edilerek miRNA analizine yonelik se¢imli ve hassas

elektrokimyasal biyosensor tasariminin gergeklestirilmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1 Elektrokimya

Maddelerin elektriksel davranislarini ve kimyasal tepkimeler ile maddelerin
elektriksel davraniglart arasindaki iligkiyi inceleren bilim dalidir (Skoog et al.
1996). Yiikseltgenme ve indirgenme tepkimeleri elektron aktariminin s6z konusu
oldugu siireglerdir ve daima bir arada vyiiriirler. Elektrokimyasal tepkimeler
elektrokimyasal hiicre denilen diizeneklerde gerceklesir ve bu tepkimelerin
gerceklesebilmesi icin, incelenmek iizere ele alinmis maddeyi igeren bir ¢ozelti,
bu maddenin kimyasal doniisiime ugradig: ikili veya t¢li elektrot sistemi ve bu
elektrotlar1 birbirine baglayan transducer, yani cevrim sistemi gerekir. Ikili
elektrot sistemlerinde, ikinci elektrot polarlanmayan bir elektrottur ve
karsilastirma elektrodu olarak bilinir. Uglii elektrot sistemindeki iigiincii elektrot

ise yardimc1 elektrottur.

POTENSIYOSTAT
[ ] o
REFERANS CALISMA
ELEKTROT ELEKTRODU
YARDIMCI ) L
ELEKTROT ——  FLEK TR({A IMYASAL
HUCRE

Sekil 2.1. Uglii elektrot sistemi.

2.1.1 Elektrokimyasal tabakalar

Elektrokimyasal olgiimler gergeklestirilirken, elektrodun kendisine yapisik
olan ¢ozelti tabakasinda bulunan bir tiirle arasinda olan elektron aktarimindan

dolay1 heterojen tabakalalar meydana gelmektedir (Skoog et al. 1996).



Tiirbiilent akis tabakasi: Elektrottan uzakta kalan ¢ozelti yigininda gézlenir.

Laminer akis boélgesi: Laminer akisa gecis ylizeye yaklasildiginda gergeklesir.
Bu bolgede s1vi tabakalar1 birbiri lizerinden kayarak elektrot yiizeyine paralel bir

yon izler.

Nernst difiizyon tabakasi: Laminer akiminin hizi elektrot yiizeyinden & cm
uzakta, sivi ile elektrot arasindaki siirtinme nedeniyle sifira yaklasir ve bunun
sonucunda da elektrot gevresinde ince, durgun bir ¢ozelti tabakasi olusur. Bu

cozelti tabakasi, 102 — 102 cm kalinliginda olabilir.
2.1.2  Voltametri ve esaslari

Voltametri, alan1 ¢ok kiigiik olan bir ¢alisma elektrodunun polarize oldugu
sartlar altinda akimm, uygulanan potansiyele bagli bir fonksiyonu olarak
ol¢tilmesidir. Analit hakkinda bilgi edinilmesine yarayan elektroanalitik metotlara
verilen isimdir (Skoog et al. 1996). Uygulanan potansiyelin 6l¢iilen akim degerine

karsi ¢izilen grafigine voltamogram denir.

Tarihsel olarak voltametri Cekoslavak kimyaci Jaroslav Heyrovsky
tarafindan 1920’lerin basinda uygulama alanina giren ve voltametrinin 6zel bir
tipi olan polarografiden gelistirilen bir yontemdir. Polarografinin diger voltametri
tiplerinden farki, ¢alisma elektrodu olarak damlayan civa elektrodu

kullanilmasidir.

2121 Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri

Kullanilan c¢alisma elektrotlari, ylizey alanlart ¢ogunlukla birkag
milimetrekare ve bazi uygulamalarda ise birka¢ mikrometrekare veya daha kiiclik
olan elektrotlardir. Yiizey alani kiigiildiikge polarizasyon artacagindan mikro
elektrotlar kullanilir. Bir mikroelektrot iceren elektrokimyasal hiicreye
degistirilebilir bir potansiyel uyarma sinyali uygulanir. Bu uyarma sinyali
yonteme bagli karakteristik bir akim cevabi1 olusturur (Skoog et al. 1996).

Voltametride en ¢ok kullanilan dort uyarma sinyalinin goriintiisti, Sekil 2.2°de



verilmigtir. Bunlar; dogrusal taramali, diferansiyel puls, kare dalga ve iicgen

dalgadir.
. Woltametrinin
isim Dalga Sekli tipl
{a) Degrusal POLAROGRAFI
taramall E
HIORODIMNAMIEK
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Zaman —§
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Sekil 2.2. Voltametride kullanilan potansiyel uyarma sinyalleri (Skoog et al., 1996)

21.2.2 Voltametride kullanilan calisma elektrotlari

Caligma elektrotlari, potansiyeli zamana bagli dogrusal olarak degisen,
analitin ylizeyde yiikseltgendigi veya indirgendigi mikro elektrotlardir. Bunlara
ornek olarak, civa, platin, altin, bizmut, karbon bazli kat1 elektrotlar ve modifiye

elektrotlar verilebilir.

Bu tip elektrotlarin her birinin potansiyel c¢aligma araligi farklidir ve bu
aralik elektrot tiiriine, ¢oziiciiye, kullanilan elektrolit tiirtine ve pH’ye bagli olarak
degisir. Potansiyel araliginin tespiti ¢ok Onemlidir Pozitif potansiyel sinirlari
genellikle molekiiler oksijen verecek sekilde, suyun yiikseltgenmesi sonunda
olusan biiyilk akimlarca belirlenir. Negatif potansiyel smirlar1 yine suyun

indirgenmesi sonunda olusan hidrojen kaynakli olarak belirlenir.



Karbona dayal elektrotlar:

Genis bir potansiyel aralifinda c¢alismaya olanak sagladiklarindan ve
maliyetlerinin diisiik olmasindan dolay elektrokimyasal analizlerde en sik tercih
edilen elektrotlardir (Erdem ve Ozsoz, 2001a; 2001b; Wang vd., 1996). Karbona
dayali elektrotlara ornek olarak; karbon pasta elektrodu (CPE), camsi karbon

elektrot (GCE), kalem grafit elektrot (PGE), perde baskil1 karbon elektrot (SPCE)

verilebilir.
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\ REFERANS ELEKTROT

Sekil 2.3. Karbona dayali elektrot gesitleri. (A) Karbon pastasi elektrodu (CPE), (B) Camsi karbon

elektrot (GCE), (C) kalem grafit elektrot (PGE), (D) perde baskili elektrot (SPE)

Civa Elektrot

Civa elektrot her damlada yenilenen elektrot yiizeyine sahip olmasi ve her

Olcimden sonra kontamine olmamis yilizey saglamasi sebebiyle elektrokimyasal

analizlerde oldukc¢a yaygin kullanilmaktadir.




Metal elektrotlar:

Platin ve altin gibi inert ve iletken metallerden yapilmis elektrotlardir. Bu
elektrotlar genis bir potansiyel araligina sahiptir (Liu et al., 2010; Karadeniz et al.,
2006).

2.1.2.3 Voltametride kullanilan referans (karsiastirmali)

elektrotlar:

Elektrokimyasal uygulamalar sirasinda potansiyeli dig ortamdan
etkilenmeyerek sabit kalan ve tamamiyla galisan ¢6zeltinin bilesimine duyarsiz
olan elektrotlardir (Skoog vd., 1996; Evans, 1991; Pietrzyk and Frank, 1979;
Yildiz ve Geng, 1993; Service, 1998).

Standart Hidrojen Elektrot (SHE)

Potansiyeli bilinmeyen herhangi bir elektrodun standart potansiyelini
saptamak i¢in soz konusu elektrot ve elektrot potansiyeli sifir kabul edilen

Standart Hidrojen Elektrot (SHE) kullanilir (Tural vd., 2006).

Uygun sartlar altinda hidrojen elektrot elektrokimyasal olarak tersinirdir. Bir
tuz kopriisii araciligiyla birlestigi yari-hiicreye bagl olarak anot veya katot olarak
davranir. Elektrot anot oldugunda hidrojen, hidrojen iyonlarina yiikseltgenir;

elektrodun katot olmas1 durumunda ters reaksiyon gerceklesir.

Genel olarak bu elektrodun potansiyeli tiim sicakliklarda sifir volt olarak
kabul edilir. Hidrojen gaz elektrotlar, elektrokimyasal calismalarda sadece
referans elektrotlar olarak degil, ayn1 zamanda pH tayinlerinde indikator elektrot
olarak da yaygin bicimde kullanilmistir. Hazirlanmasi zor bir elektrot oldugundan

fazla kullanigh degildir (Tural vd., 2006).



Kalomel Elektrot

Kalomel elektrot, referans elektrot olarak olduk¢a yaygin olarak kullanilan

elektrotlardan biridir. Laboratuarda kolaylikla hazirlanabilir.

Elektrotta gerceklesen;

Hg.Cl; + 2e- < 2Hg + 2CI'

reaksiyonunun potansiyeli ortamdaki klor iyonu konsantrasyonuna baglidir.
Dengeye gelmesi i¢in birkag giin bekletilmelidir. Sicaklik degisimlerinden kolay

etkilenen bir elektrottur.

Giimiis—Giimiis Kloriir Referans Elektrot

Bu elektrot hazirlanirken; bir tiipiin en alt kisminda cam veya plastikten
yapilmis gozenekli bir tipa, bunun istiinde ¢ozelti sizmalarini Onlemek icin
potasyum kloriirce doymus bir kdprii, onun iistiinde kat1 potasyum kloriir ve en
iistte de icine 1-2 damla glimiis nitrat damlatilmis doymus potasyum kloriir
cozeltisi bulunur. Bu c¢ozeltinin i¢ine ucu AgCl ile kaplanmis glimiis bir tel

daldirilir.

Glimiis-giimiis klortir elektrodu,

AgCl +e- - Ag+CI

reaksiyonuna dayanir. Guimis-glimiis kloriir referans elektrotlar1 da oldukca
yaygin kullanilirlar. Bu elektrot doygun kalomel elektroda gore daha yiiksek

sicakliklarda kullanilabilir ve daha az analitle reaksiyona girer.



Civa—Civa (I) Siilfat Referans Elektrot

Elektrot potansiyeli siilfat iyonlarinin aktifligi ile bulunur. Doygun kalomel

elektrot ile benzerlikler icermektedir. Reaksiyon su sekildedir:
Hg,S04 (K) + 2e- — 2Hg (k) + SO4 ©

21.2.4 Yardimei elektrot

Bu clektrot, c¢alisma elektrotu ile bir ¢ift olusturur ancak olgiilen
potansiyelin bliylikliigiiniin belirlenmesinde rol oynamayan bir -elektrottur.
Genellikle helezon seklinde bir platin tel veya bir civa havuzu seklinde olan ve
elektrigin ¢ozelti iginden ¢alisma elektrotuna iletilmesini saglayan karsit

elektrottur.

2.1.25 Voltamogramlar

Dogrusal taramali voltamogramlar genellikle voltametrik dalga olarak
bilinen sigmoidal egriler (S seklinde) verir. Keskin artistan sonra sabitlenen akima
sinir akimu, is denir. Clinkii akim, analizlenecek maddenin kiitle aktarim islemiyle
elektrot yiizeyine tasinma hiziyla sinirhidir. Sinir akimlart genellikle analizlenecek

madde konsantrasyonuyla dogru orantilidir ve bu yiizden

is = kCA

seklinde yazilabilir. Burada Ca analit konsantrasyonu ve k ise bir sabittir.
Kantitatif dogrusal taramali voltametri bu iliskiye dayanir (Skoog vd., 1998;
Pietrzyk ve Frank, 1979).

Yari-dalga potansiyeli, akimin sinir akiminin yarisina esit oldugu
potansiyele denir ve Ejj ile gosterilir. Yari-dalga potansiyeli, yari-reaksiyonun

standart potansiyeli ile yakindan ilgilidir fakat genellikle ona esit degildir.
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Cozelti veya elektrodun siirekli hareket i¢cinde oldugu dogrusal taramali
voltametriye Hidrodinamik Voltametri adi verilir. Damlayan civa elektrodunun

kullanildig1 voltametriye Polarografi denir.

Elektrot sistemine potansiyel uygulandiginda kapasitif akim ve faradayik

akim olmak iizere 2 ¢esit akim olusur.

1-Kapasitif akim (ic) : Bir elektrot bir elektrolit ¢ozeltisine daldirildiginda ve
negatif yiikle yiiklendiginde ¢ozeltideki pozitif yiikli iyonlar elektroda dogru
cekilir. Boylece ara yiizeyde bir potansiyel farki olusur. Ters isaretli yiikler ara
yiizeyin iki tarafinda biriktiginden dolayr bu bolgede bir elektriksel ¢ift tabaka
olusur. Olusan bu ¢ift tabaka, bir kapasitor gibi davranir. Bu kapasitorii yliklemek
icin ortamda yiikseltgenecek veya indirgenecek madde olmasa dahi bir akim
olusur. Bu akim sistemden kaynaklanir, reaksiyona bagli degildir, bu akima

kapasitif akim denir. Ne kadar diistik olursa, o kadar dogru 6l¢iim yapilir.

2-Faradayik akim (i) : Reaksiyondan kaynaklanan (analiz edilecek maddeden)

akimdir.
i = it + i oldugundan i; azalirsa duyarlilik artar.

Genellikle 10° M ve istiinde; ic<i¢ dir ve c¢alisilabilir. 10™* M da kismen iyi

sonug alinir. 10 M ve iistiinde; ic>> ir oldugu i¢in duyarlilik azalir ve ¢alisilamaz.

2.1.2.6 Voltametrik akimlar

Bir elektroliz isleminde akim, analitin difiizyon tabakasinin dis kismindan
elektrot yilizeyine taginma hizi ile kontrol edilir ve bu hiz 0CA/oX ile ifade edilir.
Burada X, elektrottan olan uzakligi cm cinsinden gostermektedir. Diizlemsel bir

elektrot i¢in, akim;

i = NFDA (6Ca/ 0X )

seklinde gosterilebilir.
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Burada:

| : Amper cinsinden akimi,

N : Analitin molii basina elektronlarin mol sayisini,

F : Faraday sabiti ( 96487 Coulomb / mol),

A : cm? cinsinden elektrot yiizey alanini,

Da : A' nin cm?s™ cinsinden difiizyon katsayisini,

Ca : mol/cm?® cinsinden A'min konsantrasyonunu gostermektedir.

Olusan difiizyon akimmnin zamana karsi fonksiyonu COTTRELL

denklemini verir.

~ nFACDY?
T /212

21.2.7 Elektrokimyasal bir olayda faradayik islemler

Cozelti ve elektrot arasindaki yiizeyden akim iletilirken, elektrotlardan
birinde yiikseltgenme reaksiyonu olurken, digerinde indirgenme reaksiyonu

meydana gelir. Bu reaksiyonlarda;
O+ne—R

O ve R sirasiyla, redoks ¢iftinin yiikseltgenmis ve indirgenmis seklini ifade
eder. Termodinamik kurallarla kontrol edilen sistemlerde, elektrot potansiyeli,
elektroaktif tiiriin elektrot yilizeyindeki derisiminin [Co(0,t) ve Cgr(0,t)], Nernst

Denklemine gore saptanmasinda kullanilabilir.

2,3RT G,

E=E°+ —
nF o9¢,
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E®: Redoks tepkimesi igin standart potansiyel
R : Gaz sabiti (8.314 JK'mol™)

T : Sicaklik (K)

n : Reaksiyonda transfer edilen elektron sayisi
F : Faraday sabiti (96487 Coulomb/mol)

Elektrot ara ylizeyinde meydana gelen redoks tepkimesi sirasinda akim,
elektronlarin dogrudan aktarimi yoluyla iletilir. Bir elektrottaki kimyasal madde
miktarinin gegen akimla dogru orantili oldugunu ifade eden bu islemlere,

faradayik islemler, bu sekilde olusan akimlara da faradayik akimlar ad1 verilir.
2.1.3 Polarografi

Polarografi, ilk bulunan ve elektrot olarak damlayan civa elektrodunun
kullanildig1 voltametri tipidir. Destek elektrolite ait polarogramin incelenmesi ile
ortamda analizlenecek madde yokken bile hiicrede artik akim adi verilen kiigiik

bir akimin olustugunu gosterir.

Akimin biyiikliigi, analizlenecek maddenin elektrot yiizeyine tasinma hizi
ile sinirhi oldugu zaman sinir akimlar1 gozlenir. Kiitle aktarimi difiizyonla oldugu
icin polarografik sinir akimlarina genellikle difiizyon akimlari denir ve iq ile
gosterilir. Bu, difiizyon akimi ile artik akimlar arasindaki farktir. Difiizyon akimi

analizlenecek madde konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Artik akimlarin olugma sebepleri olarak safsizliklarin indirgenmesi ve bu
safsizliklarin i¢inde az miktarda ¢6ziinmiis oksijen, damitik sudan gelen agir metal
iyonlart ve destek elektrolit olarak kullanilan tuzdaki safsizliklar 6rnek

gosterilebilir.

Polarografik yontemlerde dogruluk ve duyarlik, faradayik olmayan artik

akimin biyiikliigiine baglidir ve dogru bir sonu¢ elde etmek icin artik akimin
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etkisi giderilmeye c¢alisilir (Skoog vd., 1996; Tural vd., 2006; Yildiz ve Geng,
1993).

Polarografide pH’nin etkisi:

Bazi1 organik ve inorganik madde reaksiyonlar1 asagidaki gibi ifade edilir:

R+nH* +ne” & RH,

R, analitin yiikseltgenmis sekli ve RH, de indirgenmis seklini
gostermektedir. Bu tip bilesiklerin yari-dalga potansiyelleri denklemden de
anlasilacag1 gibi onemli Ol¢lide pH degerine baglidir; pH’nin degisimi, reaksiyon
sonucunda olusan {riiniiniin degismesine bile sebep olabilir. Bu nedenle analit
cozelti ¢ok iyi sekilde tamponlanmazsa, elektrot yiizeyindeki ¢ozeltinin pH degeri
biiyilk oranda degisebilmektedir. Bu degisimler, reaksiyonun indirgenme
potansiyelini etkiler ve polarogramlarda iyi bir goériinimii olmayan yayvan
egrilerin olusmasina neden olur. Ayrica, 6zellikle organik maddelerle yapilan
polarografide tekrarlanabilir yari-dalga potansiyelleri ve difiizyon akimlari elde

etmek icin iyi bir tamponlama yapmak olduk¢a énemlidir.

2.1.4 Voltametrik teknikler

2141 Doniisiimla voltametri

Bu teknikle, akim, gerilime bagli bir fonksiyonu olarak olgiiliir. Siirekli
degisen potansiyel degerlerine kars1 belirli bir araliktaki akim degisimi grafige
gegirilerek doniisiimlii voltamogram elde edilir. Doniisiimlii voltametride
durgun sistemde ve tglii elektrot sistemiyle calisilir ve hiz1 difiizyon tayin eder.
Analitin yiikseltgenmesi ve indirgenmesi voltamogramda gozlenebilir. Ilk olarak,
potansiyel bir maksimuma kadar artar, daha sonra baslangic degerine yine

dogrusal olarak geri doner.
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Sekil 2.4. (a) Doniisiimlii voltametride elektroda uygulanan gerilimin zamana karsi grafigi; (b)

Déniigtimlii voltametride elde edilen akim-gerilim egrisi.

Dontigiimlii voltametri dogru akimdaki gibi kapasitif akimin en kiigiik
oldugu bolgede calisilir. Duyarlilik 10° M ile sinirhidir. Déniisiimlii voltametri,

analizlenecek maddenin hangi potansiyelde nasil davrandig1 hakkinda bilgi verir.

Doéniistimlii  voltamogramlarin sekli ve yapisinda, segilen potansiyel

araliginin yaninda, segilen tarama hizinin ve tarama sayisinin da etkisi vardir.

Elektrot yiizey alan1 hesabi asagidaki denklem (Cummings and Elving,
1978) kullanilarak yapilir:

I,= 2,687 * 10° * n ¥2*A * DY2* C * 12
lp: pik akimi
n: transfer edilen elektron sayis1 (n=1)
A: elektrot yiizeyi
C: Redoks prob ¢ozeltisinin konsantrasyonu (2 mM)
V: tarama hiz1 (0,05 V/s)

D: Difiizyon katsayisi (sabit: 7,6%107)
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Bir doniisiimlii voltamogramdaki indirgenme ve yiikseltgenme arasindaki

gerilim farki AEp ile ifade edilir.

AEp bu degere ne kadar yakin ise, tepkime tersinir; ne kadar uzaksa

tersinmez olarak adlandirilir (Skoog vd., 1998).

21.4.2 Diferansiyel puls voltametrisi

DPV teknigiyle, yari-dalga potansiyelleri 0,04 — 0,05 V kadar farkli olan
maddeler i¢in bile birbirinden farkli konumlarda pik maksimumlar1 elde
edilebilmektedir. Diferansiyel puls polarografisi, ¢cok duyarli bir yontemdir ve

tayin sinir1 107-10® M arasindadir.

10 mV'luk veya 50 mV'luk bir puls civa damlasina uygulanir. Uygulanan
pulsun belli bir zaman Oncesi ve sonrasinda, puls basina elde edilen akimdaki fark
(A1), dogrusal olarak artan potansiyelin fonksiyonu olarak kaydedilir. Gézlenen

diferansiyel egri pik seklinde olup, yiiksekligi konsantrasyonla dogru orantilidir.
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Sekil 2.5. Diferansiyel puls polarografisi i¢in uyarma sinyalleri; (&) Analog cihazlarda diferansiyel
puls voltametrisi i¢in kullanilan uyarma sinyali; (b) Diferansiyel puls voltametrisinde
elde edilen bir voltamogram.

Faradayik akimin yiiksek, faradayik olmayan yilikleme akiminin ise diisiik
degerde olmasi duyarliligm artmasiyla agiklanabilir. Ornegin potansiyel aniden
50 mV arttirlldiginda, elektrodun cevresindeki yiizey tabakasinda, elektroaktif bir
tir varsa, analizlenecek madde konsantrasyonunu yeni potansiyel tarafindan
istenen seviyeye diisiirmek ic¢in bir akim artis1 gézlenir. Ancak bu potansiyel i¢in
gerekli olan denge konsantrasyonuna ulasildiktan sonra akim, difiizyonu
karsilayacak bir seviyeye diiser ve buna difiizyon kontrollii akim denir. Puls
polarografisinde akim artig1 tamamen sona ermeden Once akim Ol¢iimi yapilir.
Toplam akim, diflizyon akimindan biiytiktiir. Damla degistiginde, ¢ozelti yeniden

analizlenecek madde yoniinden homojen hale gelmektedir.
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Gerilim pulsu ilk uygulandigr zaman damla iizerinde yiik artis1 meydana
geldiginden faradayik olmayan akimda da bir dalgalanma olusur. Bu akim
zamanla azalirken yiizey alaninin ¢ok az degistigi damla 6émriiniin sonuna dogru
geldikge sifira yaklagir. Dolayisiyla akimi bu anda 6lgmek suretiyle faradayik
olmayan artik akim biiyiik oranda azaltilir ve sinyal/giiriiltii oran1 artar. Bunun

sonucunda duyarlilik da artar (Skoog vd., 1998; Tural vd., 2006).

2.1.5 Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ve

esaslarn

Siwvi/kati  ara ylizeylerin karakterizasyonu amactyla kullanilan bir
elektrokimyasal yontem olan elektrokimyasal empedans spektroskopisi, ara
yiizeylerin dielektrik ozellikleri ile ilgili bilgi saglamaktadir. Bununla birlikte,
elektrokimyasal reaksiyonlar meydana gelirken olusan yiik transfer degerleri

hakkinda da bilgi sunmaktadir (Monk, 2002).

Bir elektrokimyasal hiicrede, potansiyelin zamana bagh sintizoidal degisimi

sonucunda olusan alternatif akima kars1 bir direng meydana gelir.

denkleminde Z empedansi ifade ederken, potansiyel (V) ve alternatif akim (I)

zamana bagl olarak degismektedir.. Devrede olusan diren¢ (R) ve Z’nin birimi

Ohm (Q) ile ifade edilir.

Empedans, gergek ve zahiri olmak tizere iki bilesenden olusur;
7=7’-7> (i=N-1)

Z : empedans

7’ : gergek empedans,

7’ : zahiri empedans
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Gergek empedansin x ekseninde, zahiri empedansin y ekseninde oldugu

grafik Nyquist egrisi olarak tanimlanmaktadir (Monk, 2002).

-Z (Ohm)

-

Rs Rct

es o 2z o |

Z (Ohm)

Sekil 2.6. Bir elektrokimyasal hiicrede empedimetrik 6l¢iim sonucu olusan Nyquist egrisi.

Sekil 2.6’da gosterilen Nyquist egrisinde, dl¢iimiin ilk asamasinda yiiksek
frekanslarda meydana gelen ¢ozelti direnci (Rs), bu direnci takiben meydana gelen
yarim daire, elektrota transfer edilen yiike karsi olusan direng (R¢) ve diisiik
frekanslarda olusan linecer kisim ise Warburg empedanst (Ry) olarak
tanimlanmaktadir. Sistemin ylik depolama 6zelligi ise kapasitans olarak
gosterilmektedir. Bu teknikle belirlenen bir frekans araliginda empedans taramasi
gergeklestirilir ve elektrot yiizeyinde meydana gelen olaylar incelenirken R

degerindeki degisimler yorumlanir.

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi, ylizey kaplama, baglanma
sabitleri, hiz sabitleri ve ylizey reaktivitesi gibi biyolojik molekiillerin
etkilesimlerinin incelenerek bu islemlerin karakterizasyonu hakkinda bilgi veren

ve giiniimiizde oldukga popiiler olan bir yontemdir.

Elektrokimyanin pek ¢ok uygulama alani bulunmaktadir, bunlardan biri

Biyosensorlerdir.
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2.2 Biyosensorler

Biyosensorler, biyoloji, fizik, kimya, biyokimya, miihendislik gibi pek ¢ok
bilim alaninin bir araya getirilerek, multidisipliner bir anlayis c¢ergevesinde
biyolojik molekiillerin veya sistemlerin seg¢imlilik 6zellikleri ile modern
elektronik tekniklerin islem yeteneginin birlestirilmesiyle gelistirilen biyoanalitik
cihazlardir. Birbiri igine ge¢mis biri biyokimyasal, digeri elektrokimyasal
Ozellikteki iki ¢eviriciden olugmaktadir. Biyokimyasal kisim; analizlenecek
maddeyle etkileserek onun taninmasini saglarken, biyosensoriin ikinci kismi olan
elektrokimyasal kisim ise bu tanima olaymi Olgiilebilir bir sayisal degere

cevirmekle gorevlidir (Coulet, 1991).

Elektroaktif

madde mmmjpme-— Elektrot

o . Yari iletken pH
phieatsi elektrotu
Sicakhk

i mmjiee- Termistor
degigimi

Isik mmjine-- Foton sayaci

Kiitle Piezoelektriksel
degigimi cihaz

Biyolojik Fiziksel kisim
kisim

Sekil 2.7. Biyosensorlerin yapist.

Biyosensorler, diger tayin yontemlerine kiyasla, yiiksekn algilama hiz1 ve
esneklik gibi bircok avantaja sahiptirler. Hizli, gercek zamanli analizler sayesinde,

kullanicilara aninda interaktif bilgiler sunulur.
2.2.1 1deal biyosensorde olmasi gereken ozellikler
Ideal bir biyosensor asagidaki dzelliklere sahip olmalidr.

Secicilik: Secicilik, ideal bir biyosensorde bulunmasi gereken en Onemli
ozelliklerden biridir. Biyosensor yeteri kadar secici degilse bu eksikligi ortadan
kaldirmak i¢in bagka islemlerin ilave edilmesi gerekmektedir ve bu da islemin

stiresini uzatir.
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Tekrarlanabilirlik: Ayni deneysel kosullarda, ard arda yapilan o6lgiimlerde,
elektrodun birbiriyle tutarli degerler okumasi istenir. Bu durum teoride kolayca
ulagilabilir  gibi  goziikse de, pratikte pek miimkiin olmamaktadir.
Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa, biyosensoriin uygulamalarinin o denli iyi ve
giivenilir oldugundan soz edilebilir. Bu nedenle yapilan deneysel c¢aligmalarda

tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka ayrintili olarak incelenmelidir.

Kararhhk: Ideal bir biyosensorde elektrot kararliliginin yiiksek olmasi istenir.
Elektrot kararliligini etkileyen etmenler kullanilan biyolojik materyalin fiziksel
dayanikliligi, 1s1, nem, pH, ortamdaki oksijen konsantrasyonu gibi

parametrelerdir.

Kullanim émrii: Biyosensoriin kullanim Omriinii kisitlayan en 6nemli faktor,
biyolojik ¢eviricinin zamanla aktivitesinde azalma meydana gelmesidir. Bu durum
biyosensoriin, kalibrasyon sikligi, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi diger

parametreleri de etkilemektedir.

Kalibrasyon gereksinmesi: Teoride ideal bir biyosensoriin kalibrasyona hig
gerek duymamasi ya da ¢ok az ihtiyag duymasi beklenir. Ama bu pratikte
saglanamadigindan biyosensorler kullanim Omiirleri boyunca sik araliklarla

kalibre edilmelidirler.

Yiiksek duyarhhk: Biyosensore immobilize edilmis biyolojik materyalin yalniz

belirli maddelere kars1 duyarli olmasi, biyosensdriin idealitesini arttirmaktadir.

Genis olciim aralhi@i: Biyosensorlerden alinan akim-konsantrasyon egrilerinin

lineer oldugu konsantrasyon aralig1, 6l¢tim aralig1 olarak adlandirilmaktadir.

Yeterli diizeyde tayin smmiri: Tayin sinirini, elektrot yilizeyinin biyiikligi,
biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye segiciligi, immobilize edilen madde
miktar1 etkiler. Tasarlanan bir biyosensdriin tayin smirinin belli bir konsantrasyon

degerinin altinda olmas1 gerekmektedir.
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Hizhh cevap siiresi: Akim-zaman grafigi incelenerek biyosensor elektrodunun
cevap siiresi anlasilmaktadir. Eger, elde edilen egride basamaklarin sekli basik ve

genigse cevap siiresi uzun (yavas), tersi s6z konusu ise cevap siiresi kisa (hizli)'dir.

Hizh geriye donme siiresi: Ornegin amperometrik ¢alismalarda, ilk drnekten ne
kadar siire sonra ikinci 6rnegin Slciilebilecegini belirler. ilk 6rnegin ilavesinden
sonra sabit akim degerleri kisa siirede gézlenebiliyorsa, ikinci drnek de bu siire

gectikten sonra ilave edilebilecektir.

Basitlik ve ucuzluk: Ideal biyosensor taniminda basitlik ve ucuzluk da dnemli
etkenlerdir. Basit, ucuz ve kullanimi rahat olan biyosensorler ideal biyosensorler
olarak tanimlanir. Bu nedenle ilk biyosensorlerdeki karmasik ve de pahali olan
yapilar, her gecen gilin basitlestirilmekte ve miimkiin oldugunca maliyet

diisiiriilmeye calisilmaktadir.

Kiiciiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Biyosensor yapisina giren biyolojik
materyalin  fiziksel dayanikliligi, sterilizasyonu kisitlayan en Onemli
parametrelerden birisidir. Ama biyosensor tasariminda elektrotlarinin boyutlarinin

kiiciiltiilmesi ve sterilize edilebilmesi 6nem arz etmektedir.

2.2.2 Niikleik asitler

Niikleik asit molekiillerinin yap1 taglarina, niikleotit ad1 verilir. Niikleotitler,
bir azotlu baz, bir pentoz sekeri ve bir fosfat grubundan olusmaktadir ve azotlu
bazlar, piirinler ve pirimidinler olmak iizere ikiye ayrilirlar (Sekil 2.8). Piirinler,
dokuz atomlu, iki halkali, adenin (A) ve guanin (G), pirimidinler alt1 atomlu tek,
halkali, sitozin (S), timin (T) ve urasildir (U). DNA’da bu niikleotitlerden,
A,T,G,S, RNA’da ise A,U,G,S bulunmaktadir (Dervan, 1986, 1998; Plambeck ve
Lown, 1984; Brett vd., 1997, Erdem ve Ozsoz, 2011).
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Sekil 2.8. Piirin ve pirimidin bazlarinin yapisi.

2221 DNA (Deoksiriboniikleik Asit)

Deoksiriboniikleik asit veya kisaca DNA, tiim organizmalar ve bazi
viriislerin canlilik islevleri ve biyolojik gelismeleri icin gerekli olan genetik
talimatlar1 tagiyan bir niikleik asittir. DNA'nin baslica rolii bilginin uzun siireli
saklanmasidir. DNA molekiillerine ait X-1sinlart difraksiyon verileri ve Chargaff
tarafindan DNA molekiiliinde adenin (A) ve timin (T) miktarlar1 ile guanin (G) ve
sitozin (C) miktarlarinin esit oldugu belirlenmistir. Buna dayanarak Watson, Crick
ve Wilkins tarafindan 1950 yillarinda DNA vyapist icin ¢ift zincirli heliks

seklindeki yapt modeli 6nerilmistir.
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Sekil 2.9. DNA'nin yapisi.

Cift sarmal DNA molekiiliinlin iki zincirini bir arada tutan yapi bazlar
arasinda yer alan hidrojen baglardir. Cift zincirli sarmalda bazlar sarmal i¢
kisimda yer aldig1 igin sarmalin i¢ kismi hidrofobik, fosfat ve seker omurgasi ise
dis kisimda yer aldig1 i¢in dis kismi ise hidrofilik 6zelliktedir. Piirin ve pirimidin
niikleotitleri arasindaki eslesmeler son derece spesifiktir (A-T ve G-C seklinde).
Bu sayede, DNA yapisinda yer alan bir poliniikleotid zinciri daima ikinci zincirin
tamamlayicist oldugundan, bir zincirdeki baz dizisi verildiginde, ikinci zincirdeki

baz dizisi kolayca belirlenebilmektedir.

DNA’nin iki gorevi vardir. Bunlardan birincisi hiicre boliinmesinin
hazirliklart sirasinda kendini kopyalamasidir, buna duplikasyon denir. DNA’nin
kendini eslemesi esnasinda, iki sarmal ipligi bir arada tutan hidrojen baglar bir
fermuar gibi agilir ve agikta kalan piirin ve pirimidin niikleotitlerin uglarina,
hiicrede 6nceden sentezlenmis niikleotitler baglanir. Boylece birbirinin ayni olan
iki DNA meydana gelmis olur. Ikinci gorevi ise, kendinde olan bilgiyi RNA’ya

(Riboniikleik asit) aktarmasidir. Bu isleme transkripsiyon denir. Bu islem
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sonucunda RNA’da toplanan bilgi ribozomlarda protein, enzim gibi maddelerin

sentezinde kullanilir.

2222 miRNA

RNA tiim yasam formlarinda oldugu bilinen, yasamsal faaliyetlerin
stirdiiriilmesi i¢in gerekli olan aminoasit ve proteinlerin genomik DNA’dan
kodlanarak iiretilmesini saglayan bir temel yapitasidir. RNA’lar, haberci RNA
(mRNA), transfer RNA (tRNA), kiiciik niikleer RNA (snRNA) gibi gorevlerine
gore siniflandirilmis olmakla birlikte; insan genomunda islevi halen bilinmeyen,
herhangi bir protein kodlanmasinda gérev almayan RNA’lar da (non-coding
RNA, ncRNA) bulunmaktadir. Bu RNA’larin anormal ekspresyonu insan
viicudunda kanserli dokularin olusmasina neden olmaktadir (Cheng et al., 2005;

Washietl et al., 2007).

ncRNA’larin bir grubu olan mikroRNA’lar (miRNA), 19-25 niikleotit
uzunlugundaki kisa RNA dizileri olup, tiim Okaryotik hiicrelerde
bulunmaktadirlar. miRNA’lar mRNA’nin transkripsiyon iirlinline baglanarak
post-transkripsiyonel regiilasyonu saglarlar (Xu et al, 2016). Cogunlukla
islevlerini bu sekilde gosteren miRNA’lar, sik olmamakla birlikte gen
susturulmasi ve translasyonel baskilamada da gorev alirlar (Yin and Ai, 2013).
Insan genomunda yaklasik 1000 miRNA’nm oldugu ve bunlarin % 60’min pek
¢ok farkli hiicrede goriildiigii rapor edilmistir (Friedman et al., 2009).

2.2.2.3  PNA (Peptit Niikleik Asit)

Peptid niikleik asitleri (PNA) oligoniikleotid analoglaridir, burada seker
fosfat omurgas: yalanci peptid iskeletiyle degistirilir. PNA’lar DNA ve RNA’y1
yiiksek segicilik ve ozgiilliik ile baglayarak kendilerine karsilik gelen niikleik asit
komplekslerinden daha kararli PNA-RNA ve PNA-DNA hibritleri meydana
getirirler. PNA-DNA ve PNA-RNA komplekslerinin termal kararliliklar1 da
DNA-DNA ve DNA-RNA duplekslerinden daha yiiksektir.

PNA'lar niikleazlara ve proteazlara direnglidir ve proteinler i¢in diisiik afiniteye
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sahiptirler. Bu 06zellikler PNA'lar1 biyolojik ve tibbi uygulamalarda cekici bir
biyomolekiil yapmaktadir (Sugiyama et al., 2017).
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Sekil 2.10. PNA ve DNA’nin kimyasal formiilii

PNA, genetik teshis ve PCR sikistirma, plasmit vektor etiketleme gibi ¢esitli
molekiiler biyoloji tekniklerinde ¢ok yonlii bir ara¢ olarak kullanilmaktadir.
PNA’lar DNA taklit etme Ozelliklerinden dolayt DNA ve mRNA’ya siki
baglanarak genlerin transkripsiyonunu ve translasyonunu engelledikleri icin gen
terapisi ve ilag¢ tasariminda da kullanilmaktadirlar. Ayrica peptitleri, ilaglar1 veya
molekiiler izleyicileri plasmit vektorlere baglamak amaciyla da kullanilan
PNA’lar baglanma alanina gore plasmitteki genlerin transkripsiyonunda veya
plasmidin fizyolojik aktivitesinde hicbir etkiye sahip degildir. Bu yaklasim, gen
transferinde ve ilaglarin plasmitlere baglanmasinda meydana gelen engelleri
ortadan kaldirmaya yardimci oldugundan gen iletimi veya dokuya spesifik

hedeflemeyi gelistiren bir yaklagimdir (Braden et al., 1999).
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2.2.24  LNA (Kilitli Niikleik Asit)

LNA’lar, furanoz halkasinda ikinci oksijeni halkadaki doérdiincii karbonu
baglayan metilen kopriisii igeren suni niikleik asit analoglaridir. Bu modifikasyon
onlar1 niikleazlara karsi direncli hale getirir ve dupleksin erime sicakligin

arttirarak tamamlayict RNA dizilerine afinitelerini arttirir.

RNA LNA phosphorothioate
\/\/IVV \/\/IVV
Os== T—- o O== T— s
0 0
0. Base 0. Base
e gl
O OH 0 —o0
s .

Sekil 2.11. RNA ve LNA’nin kimyasal formiilii

LNA’larin yiiksek termodinamik kararlilik ve yiiksek niikleik asit tanima
ozelligi sergiledigi goriilmektedir. LNA erime sicakligi ile ilgili (Ty) bir
calismada, erime sicakliklarinda LNA’ya karsilik gelen DNA ve RNA
oligoniikleotitlerine kiyasla LNA monomeri bagina sirastyla 3-5 °C ve 4-8 °C artig
gozlenmistir (McTigue et al., 2004).

2.3 Niikleik Asit Biyosensorleri

DNA Biyosensorleri

Niikleik asit analizlerinde elektrokimyasal DNA biyosensorleri, pratik olma,
secimli ve duyarl sonuglar1 verebilme, ekonomik olma, hizli ve tekrarlanabilir
sonuglar alma gibi ozellikleriyle 6ne ¢ikmaktadir (Palecek et al Fojta, 2001;
Erdem, 2007). Tanima yiizeylerini niikleik asit dizilerinin olusturdugu bu tip

biyosensorlerde hedefin algilanmasi, DNA hibridizasyonu gibi oldukg¢a spesifik
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olan bir mekanizmaya dayalidir. Bu nedenle yiiksek secimlilikte tayinlere imkan

tanimaktadir (Palecek, 1961).

Giliniimiizde ilagc-DNA, DNA-DNA, DNA-RNA ectkilesimlerinin tayini
elektrokimyasal DNA  biyosensorleri  kullanilarak  basarili  bir  sekilde
gerceklestirilebilmektedir. (Ozkan et al., 2004; Erdem et al., 2007; Havran et al.,
2009). Kullanilan yontem, kolay ve diisiik maliyetli olup, hizli ve segimli bir
sekilde, DNA ile etkilesme tiirii incelenen ve hedeflenen maddenin az

miktarlarinda ¢alismay1 miimkiin kilmaktadir.

miRNA biyosenorleri

miRNA’lar lizerine yapilan arastirmalar sonucunda, miRNA’larin pek ¢ok
kanser tiiriinde (Cho et al. 2010; Ruan et al., 2009), kalp hastaliklarinda (Cai et al.,
2010), diyabette (Pandey et al., 2009) nérodejeneratif hastaliklarda (Eacker et al.,
2009; Kocerha et al., 2009) bobrek (Liang et al., 2009) ve Kkaraciger
hastaliklarinda (Chen, 2009) rol oynadiklari saptanmistir. Tim hayati risk
tehlikesi teskil eden hastaliklarin regiilasyonunda goérev alan miRNA’lar,
elektrokimyasal niikleik asit biyosensorleri alaninda da oldukca ilgi ¢ekici bir
konu haline gelmistir ve literatiirde miRNA’larin elektrokimyasal niikleik asit
biyosensorleri ile tayinine yonelik yapilan pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Yin et
al., 2012a). Bu calismalardan bazilar1 Tablo 2.1°de verilmistir. Ornegin; Gao ve
arkadaglar1 tarafindan miRNA let-7b tayinine yonelik bir amperometrik
biyosensor gelistirilmistir. Total RNA’dan izole edilen miRNA’lar OsO,
nanopartikiilleri ile isaretlenmis, ITO calisma elektrodu yiizeyinde miRNA let-
7b’ye spesifik DNA probu ile miRNA let-7b hibridizasyonu sonrasinda hidrazinin
amperometrik olarak algilanmasiyla analizler gergeklestirilmistir. Gelistirilen
biyosensoriin miRNA-106’ya kars1 se¢imliligi test edilmis, miRNA let-7b’ye ait
tayin smir1 (DL) 80 fmol/L olarak hesaplanmistir (Gao and Yang, 2006). Baska
bir calismada yine miRNA let-7b tayini i¢in empedimetrik biyosensor
gelistirilmistir (Ren vd., 2013). Altin elektrot yiizeyine tiyol ile isaretli miRNA
let-7b’ye spesifik DNA probu immobilize edilmis, miRNA let-7b ile
hibridizasyon Oncesi ve sonrasinda empedimetrik Olglimler gerceklestirilmis ve

transfer edilen yiike karsi olusan direng (R¢) deki farklanmaya dayali olarak
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MIRNA let-7b varligi/yokluguna dair yorumlar yapilmistir. miRNA let-7
ailesindeki diger miRNA dizilerine kars1 se¢imliligi test edilen bu elektrokimyasal

biyosensor ile miRNA let-7b’ye ait DL 1 fM olarak bulunmustir.

Baska bir calismada (Tran et al., 2013), ¢ok duvarli karbon nanotiip
(MWCNT) ile modifiye GCE yiizeyinde miRNA-141" e spesifik DNA probu ile
MIiRNA-141 arasinda hibridizasyon gerceklestirilmis ve bu hibridizasyon CV
teknigi ile tayin edilmistir. MWCNT modifikasyonu sayesinde daha duyarh
analizlerin gerceklestirilebildigi bu biyosensor platfomunun miRNA-103 ve
MIRNA-29b-1¢ kars1 se¢imliligi test edilmis; miRNA-141"¢ ait DL 8 fM olarak

saptanmigtir.

MIRNA-15a’nin tayin edildigi bir ¢alismada (Erdem et al., 2013),
streptavidin kapli manyetik partikiillerin (MB) yiizeyine biotin ile isaretli DNA
probu immobilize edilmis ve miRNA-15a ile MB yiizeyinde hibridizasyon
gerceklestirilmistir. Olusan DNA : miRNA hibritine streptavidin alkalen fosfataz
(SALP) enzimi immobilize edilmis ve siibstrati olan a-naftil fosfat ile
gergeklestirilen enzimatik reaksiyon sonucu aciga ¢ikan a-naftol’lin yiikseltgenme
sinyalinin 16 grafit ¢alisma elektrodu iceren coklu Olgiim sistemleri (MUX-
SPE16) yiizeyinde dogrusal taramali voltametri (LSV) yontemi ile Olgiilmesi
sonucunda miRNA-15a tayin edilmistir. miRNA-15a tayinine yonelik gelistirilen
elektrokimyasal ¢oklu 6l¢iim sisteminin hedef miRNA’dan farkl rastgele miRNA
varliginda se¢imliligi test edilmis, miRNA-15a’ya ait DL 34,20 fmol olarak
hesaplanmistir. miRNA-15a, mMIRNA-660, mMiRNA-16’nin elektrokimyasal
tayinine yonelik olarak tek kullanimlik kalem grafit elektrot (PGE) ve MUX-
SPEI16 ile gergeklestirilen bir diger calismada (Erdem et al., 2014a), her bir
miRNA’ya spesifik biotin ile igaretli inosin substituye DNA probu MB yiizeyine
immobilize edilmis, hedef miRNA’lar ile hibridizasyon sonrasinda olusan hibrit
formlarin alkali muamele ile MB yiizeyinden koparilmasi ve elektrot yiizeyine
immobilizasyonu sonrasinda guanin bazinin yiikseltgenme sinyali DPV yontemi
ile Ol¢iilmiistiir. Bu calismada her bir DNA probunun diger miRNA dizilerine
kars1 se¢imliligi test edilmistir. miRNA-16’ya ait DL, PGE ile ile 230 pmol,
MUX-SPE16 ile 4,3 pmol olarak hesaplanmistir. Diger bir c¢alismada,

gelistirdigimiz manyetik partikiillere dayali biyosensor sistemi ile miRNA-34a,



miRNA-

29

181b, miRNA-155 analizleri de yapilmigtir (Erdem et al, 2014b). Tek

kullanimlik PGE’lerin kullanildigi bu ¢alismada, miRNA-34a’ya ait DL

0,026 nmol olarak hesaplanmustir.

Tablo 2.1

. miRNA tayinine yonelik gelistirilen elektrokimyasal niikleik asit biyosensérleri. Analiz

platformlarina ait kisaltmalar: ITO elektrot: indiyum kalay oksit elektrot, PAN
nanokablolarla kaph Auw/ Ti mikroelektrotlar: Poli (anilin) nanokablolarla kapli
altin/titanyum mikroelektrotlar, SPE: Perde baskili elektrot, SPGE: Perde baskili altin
elektrot, MWCNT/GCE: Cok duvarh karbon nanotiip modifiye cams1 karbon elektrot,
Den/Au/Grafen/GCE: Dendritik altin nanoyapilar ve grafenle modifiye camsi karbon
elektrot, PGE: Kalem grafit elektrot, MUX-SPE16: 16 calisma elektrodu igeren ¢oklu
olgiim sistemi. RGO:indirgenmis grafen oksit, AUNP: Altin nanopartikiilleri,
PAMAM: Poliamido amin, CoTCPP: kobalt tetra (4-karboksifenil) porfirin.
Kullanilan elektrokimyasal dl¢iim yontemlerine ait kisaltmalar: CV: Doniistimli
voltametri, DPV: Diferansiyel puls voltametrisi, EIS: Elektrokimyasal empedans

spektroskopisi, LSV: Dogrusal taramali voltametri, SWV: Kare dalga voltametrisi.

Gozlemle-
miRNA | Analiz platformu Olciim yontemi nebilme Kaynak
sinir1 (DL)
miRNA
. Bartosik
-261, Damlayan civa
) DPV 10 nM etal.,
miRNA elektrodu
2014
-522
. . Bartosik
MIiRNA Damlayan civa
DPV 2nM etal.,
-522 elektrodu
2013
miRNA
Gao et
let7 ITO elektrot EIS 2 M
o al., 2013
ailesi
miRNA ) Geetal.,
Altin elektrot Amperometri 10 aM
-122b 2014
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MiRNA Meng et
Altin elektrot DPV 6 fM
-21 al., 2013
_ PAnN nanokablolarla
MIRNA . Fan et
kapli Au/ Ti Iletkenlik dl¢timleri 5fM
let-7b _ al., 2007
mikroelektrotlar
miRNA Lusi et
SPE DPV 0,01 uM
-122 al., 2009
_ Gao and
miRNA
Altin elektrot Amperometri 0,10 nM Yu
let-7b
2007a
_ Gao and
miRNA ]
ITO elektrot Amperometri 0,20 pM Yu
let-7b
2007b
] Gao
mMIRNA 4
ITO elektrot Amperometri 80 fmol/L and.,
let-7b
2006
P6hlman
mMiRNA ) n and
Altin ¢ipler Amperometri 2 pM )
-16 Sprinzl
2010
miRNA Ren et
Altin elektrot EIS 1fM
let-7b al., 2013
miRNA Tran et
MWCNT/GCE CVv 8 fM
-141 al., 2013
MIiRNA | Bi,S; nanocgubuklarla ] Wang et
- Elektrofotometri 1,67 fM
-21 modifiye ITO elektrot al., 2014
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MiRNA Xia vet
Altin disk elektrot CV, DPV 45 fM
-21 al., 2013
Yin et
miRNA _
’1 Den/Au/Grafen/GCE | Kronoamperometri 0,06 pM al.,
2012b
miRNA Kilic et
PGE DPV 1 uM
-21 al., 2012
MiRNA Kilic et
PGE EIS 3,12 pmol
-21 al., 2014
miRNA Erdem et
MUX-SPE16 LSV 34,20 fmol
-15a al., 2013
mMiRNA
PGE ile
-15a3,
) 230 pmol, | Erdem et
MiRNA
560 PGE, MUX-SPE16 DPV MUX- al.,
7 SPE16ile | 20l4a
miRNA
4,3 pmol
-16
miRNA
-34a, Erdem et
MIRNA PGE DPV 0,026 I "
,026 nmo
-181b, 2014b
miRNA
-155
MiRNA Peng et
Altin elektrot DPV, EIS 99,2 fM
Let-7b al., 2014
miR- Tran et
RGO-CNT/SPGE CV, swv 30 fM
141, al., 2013
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miR-
26b-1
_ Bettazzi
miR-
SPE DPV 7 pM etal.,
222
2013
miRNA Cheng et
Pd, Pt, GO/SPGE CV, DPV 8 fM
Let-7b al., 2014
) CHIT/GRP )
miR- Liu et
tabakalari/PAMAM/ CV, DPV 0,79 fM
126 al., 2015
GCE
Hsa-
miR-
21, hsa- .
_ Labib et
miR- AuNPs/SPE SWV, EIS 0,4 fM
al., 2013
32, hsa-
miR-
122
miR
29b-1, Souza et
) CoTCPP/RGO/GCE CV, SWV -
miR- al., 2014
141
) Wen et
miR-21 Altin elektrot CVv 10 fM
al., 2013
miR-
343 Congur
PGE CV, EIS - etal.,
miR- 2015

15a




33

miR-
155
miR-
660
miR-
34a
miR- Erdem et
CNF/SPE DPV, EIS 54 pmol
15a al., 2015
miR-
660
miRNA
-let-7b
Gao et
miR-92 ITO elektrot CcVv 0,2 pM al.,
2007b
miR-
320
miR-21
PGE DPV 6 | Kilic et
] mo
miR- P al., 2012
192
Ma et al.,
miR-21 SPCE DPV 9 fM
2016
PNA Biyosensorleri

Peptit niikleik asitler, DNA biyosensorleri i¢in heyecan verici firsatlar
sunmaktadir. Cozelti fazindaki PNA, essiz yapisi, hibridizasyon ve teshis etme

Ozellikleri sayesinde DNA biyosensorleri tasariminda doniistiiriicii ylizeylere
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kolaylikla modifiye edilebilir. PNA tabakalarinin yiizey-kaplama araci olarak
kullanilmas1 DNA biyosensorlerine olaganiistii dizi spesifikligi kazandirir.

DNA benzerlerinin bu sekilde kullanimi DNA tanilarinda biiyiik avantajlar
sunar. PNA problar1 birbirine yakin diziler arasindaki ayrimi gérmeyi saglarken,
spesifik olmayan adsorpsiyon etkilerinin de ortadan kalkmasinda ve biiyilk DNA
parcalarindaki dizilerin saptanmasinda rol oynar. PNA ve DNA arasindaki yiik
farklilig1 spesifik olmayan DNA eslesmelerinin de asgariye indirilmesi konusunda

yardimci olabilmektedir (Wang, 1999).

LNA Biyosensorleri

LNA’lar oligoniikleotidlere dayali bir¢ok molekiiler biyoloji tekniginin
hassasiyetini ve 6zgiilliigiinii arttirmaya yardime1 olmaktadir. LNA’lar dsDNA ile
hibridize oldugunda diisiik toksisite, niikleaz sindirimine direng, gelismis tripleks
olusumu ve standart kimyasal yoOntemlerle sentezi gibi biyolojik sensor

gelistirilmesine yonelik birgok mitkemmel 6zellige sahiptir.

LNA problarinin yiiksek kimyasal kararliligi ve enzimatik bozunmaya
direngleri, LNA tabanli biyosensorlerin genis biyolojik numuneler yelpazesinde
kullanilmasina olanak saglar. Bu 6zellikler mevcut bazt DNA biyosensorlerinin
biyoteknoloji ve tibbin farkli disiplinlerinde uygulanabilirligini saglayacak
analitik araglarin olusturulmasinda biiyiik rol oynamaktadir (Briones and Moreno,
2012).

2.3.1 Elektrokimyasal niikleik asit biyosensorlerinin

tasariminda kullanilan nanomalzemeler

Nanoteknoloji, maddenin nanometre boyutunda, yani atomsal, molekiiler ve
supramolekiiler yapilar diizeyinde denetlenmesi yoluyla yeni malzeme, cihaz ve
sistemlerin tasarlanmasint ve iretilmesini konu alan bir teknoloji dalidir.
Giliniimiizde bir¢cok sektorde devrim niteliginde bir potansiyele sahip olan ve
heyecan verici bir hizla gelisen nanoteknoloji baska bir ifadeyle, ¢esitli araglarin,
malzemelerin ve yapilarin molekiiler diizeyde islenmesi, diizenlenmesi ve

tasarlanmasi olarak tanimlanmaktadir. Nano birimi ile 100 — 0.1 nanometre (nm)



35

(10-7 metre ile 10-10 metre) arasindaki herhangi bir biiyiikliik ifade edilmektedir.
Bugiin bilim adamlar1 bu nano-6lgekteki olgulart ve yontemleri 6grenmeye ve
kendi kendini ¢ogaltabilen, denetleyebilen, kontrol edebilen, onarabilen araclar,
malzemeler ve yapilar olusturmaya caligmaktadirlar. Nanoteknolojinin
giiniimiizde diger bilim dallarina sagladigi avantajlar ve bunu takiben hemen
hemen her alanda hizli bir ilerlemenin kaydedilmesi sonucunda, bilim ve
teknolojide yeni ufuklar agilmaya baglamistir. Nanoteknoloji ile {iretilen
nanopartikiil, nanotlip ve nanokablolar gibi gelismis fizikokimyasal o6zelliklere
sahip nanomalzemeler, biyomolekiiler algilamaya yonelik elektrokimyasal
sensorlerin daha segici ve daha hassas bir sekilde gelistirilebilmesi agisindan
biiylik 6nem tagimaktadir. (Cai et al., 2003; Chen et al., 2001; Caliskan et al.,
2009; Erdem et al., 2006, 20073, b, 2010; McFarland and Duyne 2003; Guo et al.,
2004; Hahm and Lieber, 2004; Karadeniz et al., 2007a; Koehne et al., 2004; Luo
et al., 2006; Merkogi et al., 2005; Musameh et al., 2002; Ozsoz et al., 2003;
Ravindran et al., 2003; Salem et al., 2004; Yapasan et al., 2010; Wildgoose et al.,
2006; Wu et al., 2003).

Nano boyutlardaki nanomalzemeler sensor tasarimlarinda;

e Enzim, DNA, protein vb. gibi biyolojik molekiillerin elektrot yiizeyine

baglanmasini kolaylastirmak,

e Elektrokimyasal reaksiyonlarn ger¢eklesme siiresini kisaltmak,

e Biyomalzemeleri nanobarkotlarla etiketlemek,

e Biyomolekiiler etkilesim/tanima reaksiyonu sonucunda duyarli sinyallerin

elde edilmesini saglamak,

e Tanima yiizeyi ve/veya ¢evirici boliimiin kiigiiltiilebilmesi

gibi amaglar i¢in kullanilmakta, bu durum ayni zamanda, biyosensorlerin boyut
olarak da minyatiirize edilebilmesine olanak saglamaktadir (Erdem et al., 2006,
2007a; Katz et al., 2004; Luo et al., 2006; Merkoci et al., 2005; Musameh et al.,
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2002; Patolsky and Lieber, 2005; Pumera et al., 2007; Vaseashta 2005; Wang
2005a, 2005b; Wildgoose et al., 2006).

DNA analizlerine yonelik biyosensor c¢alismalarinda nanopartikiillerin
elektrot yiizeyine modifiye edilme islemi son yillarda ¢ok sik kullanilan bir
yontemdir. Diger nanomalzemelerin kullaniminda oldugu gibi nanopartikiil ile
modifiye edilmis sensoriin yiizey alani biiyilir ve immobilize olan DNA miktari
artar. Ayrica DNA hibridizasyonu i¢in daha disiik tayin smirlart ve
nanopartikiiller kullanilarak elde edilen kararli yiizey nedeniyle daha yiiksek

tekrarlanabilirlige sahip sonuglar elde edilmektedir.

Elektrot yiizeyine modifiye edilen nanomalzemeye gore ¢esitli
elektrokimyasal DNA biyosensor tasarimlari yapilabilmektedir. Ornegin; polimer
(polipirol, poli(vinil ferrosen), poli[pirol-ko-4-(3-pirol)biitanoik asit] vb.)
(Ramanavicius et al., 2006, Kuralay et al., 2008, Peng et al., 2005, 2006), karbon
nanotiip (Erdem 2007; Wang 2005¢, Karadeniz et al., 2008, Caliskan et al., 2009;
Erdem et al., 2010; Yapasan et al., 2010), iyonik sivi (IL), nanopartikiil, grafen,
grafen oksit (Sun et al., 2009; Li et al., 2014; Qi et al., 2012; Erdem et al., 20123,
Olenych et al., 2016) modifiye elektrokimyasal DNA biyosensérleri Vb.

2.4 Grafen ve Grafen Tiirevi Nanomalzemeler

Grafen, sz hibritlesmesine sahip karbon atomlarinin bal pete§i orgiisii
olugturmasiyla meydana gelen iki boyutlu diizlemsel yapidaki nanomalzemedir.
Cok giiclii karbon-karbon baglariyla iki boyutlu diizlemsel yapisini kazanan ve iki

yonde sonsuza kadar uzanan bir ortii goriiniimiindeki grafen;
e Bilinen ilk iki-boyutlu nanomalzemedir (Geim and Novoselov, 2007).

e Kusursuz fiziksel, kimyasal, elektriksel, termal ve optik 6zelliklere sahiptir

(Geim and Novoselov, 2007; Novoselov et al., 2005).

e Iki boyutlu yapisi sayesinde ¢ok genis bir yiizey alani1 sunar (Geim and
Novoselov, 2007; Novoselov et al., 2005).
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e Yapisi, kimyasal islemlerle modifikasyona miisaittir.

o Kontrol edilebilir elektronik 6zelliklere sahiptir (Zeng et al., 2013).

e Nanopartikiiller (Kong et al., 2014) nanotiipler (Yang and Li, 2014) ve
nanokablolar (Huang et al., 2014) gibi pek ¢ok farkli nanomalzeme ile

kombine edilerek kullanilabilir.

e (esitli  (biyo)polimerler 1ile saglam nanokompozit yapilarinin
olusturulmasini saglar (Liu et al., 2014; Su et al., 2014; Thammasoontaree
etal., 2014; Trigueiro et al., 2014; Xue et al., 2014; Zhang et al.,2014).

e Grafen oksit, indirgenmis grafen (Eda et al., 2008) gibi farkli formlart
aragtirmacilar tarafindan sentezlenebilmistir (Xue et al., 2014; Liu et al.,
2014; Erdem et al., 2012a; 2014a; Muti et al., 2011; Wang et al., 2009b).

Erdem ve arkadaslar1 tarafindan (Erdem et al., 2012a) gelistirilmis niikleik
asit tayini i¢in ve anti-kanser ilag olan mitomisin C ile DNA arasindaki
etkilesimin hassas bir sekilde incelenebilmesi igin grafen oksit modifiye tek
kullanimlik elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Bu caligmayla grafen oksit
modifiye edilmis PGE’lerin niikleik asit ve ilaglarin tayininde kullanilabilecek
hizli ve duyarli bir biyosensor platformu olacag: literatiirde ilk kez rapor

edilmistir.

Xue ve arkadaslar1 (Xue et al., 2014), hassas ve segici bir seratonin tayini
icin, indirgenmis grafen oksit (rGO)/polianilin (PANI) nanokompozitleri ve
molekiiler olarak isaretlenmis polimerlere (MIP) dayali altin nanopartikiiller
(AuNP) ile cift katmanli membran algilama yiizeyi tasarlamistir. Bu caligmada,
yalnizca ylizey secimliligi degil aym1 zamanda isaretli membranin iletkenligi ve

elektrokatalitik etkinliginin arttirildig1 da gosterilmistir.

Sayilan tistiin 6zellikleri sayesinde, grafen ve tiirevi nanomalzemeler iletken
filmlerin olusturulmasinda (Wassei and Kaner, 2010), (bio)sensér tasarimlarinda
(Alwarappan et al., 2009; Cheng et al., 2010; Xue et al., 2014; Zhang et al., 2014;
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Wu et al., 2014; Liu et al., 2014; Erdem et al., 2012a; Muti et al., 2011; Erdem et
al., 2014a), yakit pillerinde (Wang et al., 2009a), siiper kapasitérlerde (Wang et
al., 2009b; Trigueiro et al.,2014) ve elektronikte (EDA, 2008) kullanilmaya

baglanmuistir.

2.4.1 Grafen oksit

Grafenin yapisinin aydinlatilmas1 sonrasinda pek ¢ok farkli formu
sentezlenmistir, bunlardan bir tanesi de grafen oksittir (GO). GO, kimyasal
gruplarca aktif grafenin bliylik kapasiteyle ve en ucuz bir sekilde liretilebildigi
formudur. Grafitin 6nce kimyasal oksidasyon ile grafit oksite doniistliriilmesi ve
ardindan eksfoliasyon islemiyle elde edilebilen GO, kompozit malzemelerin
tiretilmesinde en limit vaat eden tabakali yapidaki nanomalzemelerden biridir.
Yapisindaki karbonil, epoksi ve karboksilik asit gruplari sayesinde organik ve
inorganik gruplarla etkilesime girebilir. Genis ylizey alan1 sundugundan modifiye
edildigi yiizeyin immobilizasyon ve adsorpsiyon kapasitesini arttirir (Yang et al.,
2015). Yine oksit gruplar sayesinde grafene kiyasla cozeltilerde ve organik
¢oziiciilerde ¢ok daha iyi ¢oziiniir yapidadir (Dreyer et al., 2010). Sahip oldugu
iistiin ozellikleri sayesinde GO’ya dayal1 pek ¢ok (biyo)sensor tasarimi literatiirde

bulunmaktadir.

24.1.1 Grafen oksit modifive elektrokimyasal bivosensorler ve

uygulamalari

Nanomalzemelere dayali biyosensdr tasarimlarinda, nanomalzemelerin
uistlin fiziksel, kimyasal ve mekanik 6zellikleri sayesinde daha se¢imli ve duyarl
analiz platformlar1 olusturulabilmekte; bu biyosensor tasarimlart nanomalzemeler
sayesinde kiiciiltillerek ¢ip teknolojisine uyarlanabilmektedirler. Grafenin
bahsedilen tistiin Ozellikleri sayesinde, biyosensdrlerin 6nemli bir grubunu
olusturan niikleik asit biyosensorlerinin gelistirilmesine yonelik uygulamalar
bulunmaktadir. Grafenin farkli formlarina dayali olarak gelistirilen niikleik asit
biyosensoérleri Tablo 2.2°de verilmistir. Ornegin; Salmonella enterica’nin
elektrokimyasal tayini i¢in camsi karbon elektrot (GCE) yiizeyi grafen oksit ve

altin nanopartikiillerle modifiye edilmis, bu elektrot yiizeyinde Salmonella



39

enterica ile aptamerinin etkilesimi elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)
teknigi ile tayin edilmistir. Gelistirilen grafen oksit temelli aptasensoriin
secimliligi Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Enterobacter sakazakii varliginda test
edilmis; Salmonella enterica’ya ait gézlemlenebilme sinir1 (DL) 3 cfu/mL olarak
bulunmustur (Ma et al., 2014). Baska bir ¢alismada, insan trombininin grafen
oksit temelli aptasensor ile florumetrik tayinine yonelik caligmalar
gerceklestirilmistir (Luet et al., 2009). Bu amagla arastirmacilar grafen oksiti
sentezlemigler ve bir floresans boyasi ile isaretli aptamer ile trombinin
etkilesimini florumetrik olarak izlemislerdir. Gelistirilen aptasensoriin se¢imliligi
sigir serum alblimini (BSA), immunoglobulin G (IgG), insan serum albiimini ve
sigir trombini varlifinda test edilmistir. Bu c¢alismada insan trombinine ait

gbzlemlenebilme sinirt 2 nM olarak bulunmustur.

Hajihosseini ve arkadaslari (Hajihosseini et al., 2016), grafen oksit-altin
nanopartikiil modifiye cams1 karbon elektrot ve dlgiim yontemi olarak diferansiyel
puls voltametri yontemini Kkullanarak, Helicobacter pylori tayinine yonelik
elektrokimyasal DNA biyosensorii gelistirmisler ve redoks indikatorii olarak
oracet blue (OB) kullanmislardir. Helicobacter pylori igin tayin smirinin 27 pM
olarak bulundugu saptanmistir. Akhavan ve arkadaslar1 (Akhavan et al., 2012),
indirgenmis grafen nanotabaka ve nanoduvarlarinin sentezini gerceklestirmisler;
bu nanoyapilarla modifiye GCE ylizeyinde tek nokta polimorfizminin (SNP)
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknigi ile tayinini gerceklestirmislerdir. Bu
caligmaya ait DL, grafen nanotabaka ile modifiye GCE ile 5,4 + 3.5 fM; grafen

nanoduvarlar ile modifiye GCE ile 9,4 + 5,4 zM olarak bulunmustur.

Bir baska ¢alismada (Wang et al., 2016) SPR teknolojisiyle miRNA tayini
yapan bir biyosensor flretilmis ve kullanilan platform grafen oksit-altin
nanopartikiil (GO-AuNPs) hibritleriyle modifiye edilmistir. Bu ¢alismada,
miRNA tayini iki asamada gergeklestirilmis olup bunlardan ilkinde; DNA
probunun altin film tizerine immobilize edilip hedef miRNA nin bir boliimiiniin
tayinini saglamak, diger adimda ise yardimci DNA baglanmis GO-AuNPs

hibritlerine hedef miRNA nin kalan kisminin baglanarak tayinin gerceklestirilmesi
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asamasinin izlendigi goriilmistiir. DL degeri 1fM degerinin altinda bulunmustur

(Wang et al., 2016).

DNA hibridizasyonu tayinine yonelik Yola ve arkadaslar1 (Yola et al.,
2014), tarafindan gergekestirilen ¢alismada, GCE yiizeyi Fe-Au nanopartiikiilleri
ve 2-aminoethanethiol ile fonksiyonlandirilan grafen oksit (Wang et al., 2011) ile
modifiye edilmistir. Elektrokimyasal indikator kullanilarak CV, SWV ve EIS
teknikleri ile DNA hibridizasyon tayini ger¢eklestirilmis ve tayin smir1 (DL), 2x
10™*®* M olarak bulunmustur. DNA hibridizasyon tayinine yonelik GCE ile yapilan
diger bir ¢calismada (Gupta et al., 2014), elektrot yiizeyi p-aminotiyofenol (ATP)
iceren Au nanopartikiilleri ile fonksiyonlandirilan grafen oksit ile modifiye
edilmistir. Bu calismada hedef DNA dizisine ait gézlemlenebilime sinir1 1x107

M olarak hesaplanmustir.

Muti ve arkadaslar tarafindan Hepatit B Viriisii (HBV) hastaliginin tayinine
yonelik olarak grafen oksit modifiye tek kullanimlik kalem grafit elektrotlar
(PGE) gelistirilmistir (Muti et al., 2011). Grafen oksit modifiye PGE’lerin
elektrokimyasal karakterizasyonu EIS teknigi ile, mikroskobik karakterizasyonu
ise TEM yontemi ile yapilmistir. DPV ile Olglilen guaninin yiikseltgenme
sinyaline dayal1 analizlerin ger¢eklestirildigi bu ¢alismada, tek bazi1 hedeften farkl
DNA dizisi ve rastgele DNA dizisi varliginda biyosensoriin se¢imliligi test
edilmistir. Bu ¢calismaya ait DL 2,02 pM olarak bulunmustur. Diger bir ¢alismada,
grafen oksit modifiye PGE’ler ile ¢ift sarmal DNA (dsDNA) ile bir antikanser ilag
olan mitomisin C (MC) nin etkilesimi incelenmis (Erdem et al., 2012b); bu
etkilesim DPV ve EIS teknikleri ile tayin edilmistir. Bu ¢alismada DL 9,06 pg/mL
olarak bulunmustur. Erdem ve arkadaslar1 tarafindan lizozim proteininin kitosan
ve grafen oksit nanokompozit yapisi ile modifiye PGE’lere dayali gelistirilen
empedimetrik aptasensor ile tayini gergeklestirilmistir (Erdem et al., 2014a).
Gelistirilen aptasensoriin trombin ve sigir serum albiiminine (BSA) karsi

secimliligi test edilmis; bu ¢aligmaya ait DL 28,53 nM olarak bulunmustur.
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Tablo 2.2. Niikleik asit analizlerine yonelik grafen temelli gelistirilmis biyosensorler. Analitlere

ait kisaltmalar: PML/RARA: promyelositik 16semi/retinoik asit reseptor alfa, ATP:
Adenozin trifosfat, OTA: Okratoksin A, HBV: Hepatit B viriisii, MC: Mitomisin C.

Kullanilan él¢iim yontemlerine ait kisaltmalar: CV: Dontisiimlii voltametri, SWV:

Kare dalga voltametrisi, DPV: Diferansiyel puls voltametrisi, EIS: Elektrokimyasal

empedans spektroskopisi, SPR: Yiizey plazmon rezonans teknolojisi

hibridizasyonu

indirgenmis

Gozlem-
) Kullanilan . lenebilme
Analit Ol¢iim yontemi Kaynak
grafen tiiri siniri
(bL)
DNA ] o 0,007 Chen and
_ Grafen oksit Kemiluminesans _
metilasyonu U/mL Li, 2014
DNA ] 2,0 x Yola et
o Grafen oksit CV, SWV, EIS s
hibridizasyonu 10 "M al., 2014
Indirgenmis
grafen 54+3,5 | Akhavan
Tek nokta
_ o nanotabaka DPV fM; 9,4 + etal.,
polimorfizmi
ve 5,4 zM 2012
nanoduvarlar
) ) Luetal.,
Trombin Grafen oksit Floresans 2 nM
2009
) ) Yinetal.,
MiRNA-21 Grafen Kronoamperometri 0,06 pM
2012b
_ 794 Feng et
Nukleolin Grafen CV, EIS
hiicre/mL | al., 2011
Elektrokim-
DNA Dong et
yasal olarak CV, EIS, DPV 5aM
al., 2012b
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grafen oksit

Thavanath
Salmonella _ _ ]
_ Grafen oksit Kolorimetri 8 nM anetal.,
enterica
2014
_ Zhou et
MiRNA-159 Grafen EIS, DPV 0,17 pM
al., 2014b
- | Fotoelektrokimyasal Lietal.,
Hg Grafen oksit _ 3,33 M
-amperometri 2014
_ Zhang et
Trombin Grafen QCM 0,182 nM
al., 2014
. Bai et al.,
Endotoksin Grafen DPV, CV, EIS 8,7 fg/mL
2014
o _ Erdem et
Lizozim Grafen oksit EIS 28,53 nM
al., 2014a
_ Indirgenmis Kimetal.,
interferon-y ] Floresans 0,1 ng/mL
grafen oksit 2014
Salmonella _ Ma et al.,
_ Grafen oksit EIS 3 cfu/ mL
enterica 2014
DNA 3,2 X Huang et
o Grafen CV, DPV, EIS s
hibridizasyonu 10 ° M al., 2014
DNA _ _ ] 750x 10 | Lietal,
o Grafen oksit Kolorimetri b
hibridizasyonu M 2014a
Lietal,
Trombin Grafen oksit Floresans 3 ng/mL
2014b
) o Song et
ATP Grafen oksit Kemiluminesans 1,4 nmol

al., 2014
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Indirgenmis Jiang et
OTA ) EIS 0,74 pM
grafen oksit al., 2014
] ] Qiuetal.,
Kokain Grafen oksit Floresans 190 nM
2013
3,2 X
) 1 Yang et
PML/RARA | Grafen oksit CV, EIS 10
al., 2013b
mol/L
Creutzfeldt— .
) o Choi et
Jakob Grafen oksit Kemiluminesans 0,25 nM
al., 2013
Hastalig1
DNA ) 1,10 x Gupta et
. Grafen oksit CV, EIS u
hibridizasyonu 10 *M al., 2013
DNA ) 3,5 X Han et al.,
4 Grafen oksit DPV, CV "
hibridizasyonu 10 "M 2013
_ Multi et
HBV Grafen oksit EIS, DPV 2,02 uM
al., 2011
) 9,06 Erdem et
MC, dsDNA | Grafen oksit DPV
ug/mL | al., 2012a
MiRNA let-7 ) Cuietal.,
o Grafen oksit Floresans 9pM
ailesi 2012
_ Indirgenmis Tranetal.,
miR-141 ) CV, SWvV 30 fM
grafen oksit 2013b
miR-29b-1, Indirgenmis Tranetal.,
_ ) SWV 8 fM
miR-141 grafen oksit 2013a
miRNA Let- ) Cheng et
Grafen oksit CV, DPV 3,55 fM
7b al., 2014
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) Grafen Liu et al.,
miR-126 CV, DPV 0,79 fM
tabakalari 2014
BCR/ABL Grafen Wang et
_ CV, EIS, DPV 2,11 pM
fusion gen tabakalari al., 2014
miR 29b-1, Indirgenmis Souza et
] _ CV, SWv -
miR-141 grafen oksit al., 2014
miR-16
_ _ Dong et
miR-21 Grafen oksit Floresans 2,1 fM
al., 2012a
miR-26a
Elektrokimya
PNA-DNA sal olarak B 545x 10 | Duetal,
hibridizasyonu | indirgenmis 3 mol/L 2013
grafen oksit
) Hajihossei
Helicobacter _ )
) Grafen oksit DPV 27 pM ni etal.,
pylori
2016
miR-21
] Grafen Ryoo et
miR-125b Floresans 1pM
tabakalar al., 2013
miR-96
Kemiluminesans,
) ) Sunetal.,,
miR-21 Grafen oksit Floresans, 60 fM
2015
Kolorimetri, LSV
miR-141 Grafen oksit- Wang et
SPR 1fM
miR-429 AUNPs al., 2016
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miR-200a

miR-21

2.4.2 Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (Scanning electron microscope-SEM),
elektronik ve optik sistemlerin birlikte kullanimi ile tasarlanmis, yiliksek
bliylitmelerle iizerinde analiz yapilabilecek goriintiilerin elde edildigi, elektro-
optik prensiplerle ¢alisan cihazlardir (http://www.mos.org/sin/SEM). Taramali
elektron mikroskobu, bircok alanda, arastirma-gelistirme c¢alismalarinda
kullaniminin yaninda, mikro elektronikte, hata analizlerinde, biyolojik bilimlerde,

tip ve kriminal uygulamalarda sik¢a kullanilmaktadir.

Taramal1 elektron mikroskobunda (SEM) goriintli, yliksek voltaj ile
hizlandirilmis elektronlarin numune iizerine odaklanmasi, bu elektron demetinin
numune ylizeyinde taratilmasi sirasinda elektron ve numune atomlar1 arasinda
olusan ¢esitli girisimler sonucu meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda
toplanmas1 ve sinyal giiclendiricilerden gecirildikten sonra bir katot 1sinlari
tiiplinlin  ekranina aktarilmasiyla elde edilir. Modern sistemlerde bu
algilayicilardan gelen sistemler dijital sinyallere cevrilip bilgisayar monitoriine
verilmektedir. Gerek ayirim giicli (resolution), gerek odak derinligi (depth of
focus) gerekse goriintii ve analizi birlestirebilme 06zelligi, taramali elektron

mikroskobunun kullanim alanini genisletmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Kullamlan Cihazlar

Deneyler ve dlctumler sirasinda kullanilan tiim cihazlar ve donanimlar:

Terazi (Mettler Toledo AB204-S)

Ses titresimli temizleyici (Bandelin Sonorex)

pH-metre (Orion 420A)

Manyetik karistirici (Biosan MS 3000)

Vorteks (Biosan V1)

Potansiyostat (u-AUTOLAB ve AUTOLAB 30; sirasiyla GPES 4,9 ve NOVA
1,11 yazilimli; Eco Chemie, Hollanda)

Kalem grafit elektrot (tek kullanimlik grafit elektrot; PGE)

Grafit kalem ucu (Tombo, 0.5 HB)

Ag/AgCI referans elektrot (BAS)

Platin tel (yardimci elektrot olarak kullanildi).

Faraday kafesi

3.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Grafen oksit

Dimetilsiilfoksit (Sigma)
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N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimidhidrokloriir (Sigma)

N-hidroksisiiksinimid

Asetik Asit (% 99-100) (Sigma)

Hidroklorik Asit (% 37) (Merck)

Sodyum Hidroksit (Merck)

Dipotasyum mono hidrojen fosfat (Riedel-de Haen)

Potasyum dihidrojenfosfat (Riedel-de Haen)

Tris (hidroksimetil) amino metan hidrokloriir (Sigma)

Sodyum klortir (Sigma)

EDTA disodyum tuzu (Sigma)

Potasyum hekzasiyanoferrat (I1) trihidrat (Sigma)

Potasyum hekzasiyanoferrat(l11) (Sigma)

Potasyum klortir (Sigma)

Oligoniikleotit dizileri

Calismamizda model miRNA dizisi olarak secilen miRNA-34a, Alzheimer
hastaligimin (Cogswell et al., 2008; Culpan vd., 2011; Wang et al., 2009c;
Bhattacharjee et al., 2014; Schipper, 2007) ve farkli kanser tiirlerinin (Patel et al.,
2013; Lize et al., 2010; Chang et al., 2008; He et al., 2007a; Raver-Shapira et al.,
2007; Welch et al., 2007; Corney et al., 2010; Jansson et al., 2012) biyobelirteci
olarak  bilinmektedir. Calismamizda GO-PGE’lere = dayali  gelistirilen

elektrokimyasal niikleik asit biyosensorleri ile miRNA-34a voltametrik yontemle
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tayin edilmistir. Bu kapsamda, inozin substitiye miRNA-34a’ya spesifik DNA
probu ile miRNA-34a hedef dizisi arasinda gergeklestirilen niikleik asit
hibridizasyonu sonrasinda, +1,00 V civarinda gozlenen guanin bazima ait
yiikseltgenme sinyali, diferansiyel puls voltametrisi (DPV) yontemi ile

Olclilmiistiir.

MiRNA-34a DNA probu:

5’-NH,- (CH2)s - ACA ACC AGC TAA GAC ACT GCC A-3
Inozin siibstitiilye miRNA-34a DNA probu:

5°-NH,- Cs — ACA ACC AXC TAA XAC ACT XCC A- 3’ (X= Inozin)
MiRNA-34a RNA target:

5’ -UGG CAG UGU CUU AGC UGG UUG U-3’ (U=Urasil)
miRNA-15a:

5’-UAG CAG CAC AUA AUG GUU UGU G-3’

MiRNA-16:

5’-UAG CAG CAC GUA AAU AUU GGC G-¥’
MiRNA-155:

5’-UUA AUG CUA AUC GUG AUA GGG GU-3°
MiRNA-660:

5’-UAC CCA UUG CAU AUC GGA GUU G-3°
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3.3 Kullanilan Malzemelerin ve Cozeltilerin Hazirlanisi

3.3.1 Tampon c¢ozeltilerin hazirlansi

Tim tampon ¢oOzeltilerin hazirlanisinda ultra saf su kullanildi. Tampon

cozeltiler hazirlandiktan sonra cam siselerde, buzdolabinda saklandi.
0,05 M fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlamisi (pH 7,40; PBS):

Kullanilan 0,05 M fosfat tampon ¢ozeltisi litresinde 1,36 g (0,01 mol)
KH,PO,, 6,69 g (0,04 mol) K,HPO, ve 1,168 g NaCl (0,02 mol) igermektedir.
Hazirlanan tampon ¢ozeltisinin pH degeri yaklasik 7,40 olmaktadir. Cozeltinin
pH’1 gerekliyse, 0,1 N NaOH ve / veya 0,1 N HCl ilavesiyle pH metre ile 7,40’a

ayarlandi.
0,05 M asetat tampon ¢ozeltisinin hazirlamis1 (pH 4,80; ABS):

Kullanilan 0,05 M asetat tampon ¢ozeltisi litresinde 0,2722 g sodyum asetat
trihidrat, 0,1154 mL asetik asit ve 1,168 g NaCl (0,02 mol) igermektedir.
Cozeltinin pH’1nin 4,80 degerine ayarlanmasi, 0,1 N NaOH ve / veya 0,1 N HCI

ilavesiyle, pH metre ile dlciilerek gerceklestirildi.

0,01 M Tris-HCL, 1 mM EDTA tampon ¢ozeltisinin hazirlamis1 (pH 8,00; Tris-
EDTA):

0,01 M Tris-HCI, 1 mM EDTA tampon ¢ozeltisi litresinde 1,576 g Trizma
HCl ve 0,372 g EDTA igermektedir. Cozeltisinin pH’sinin 8,00 degerine
ayarlanmasi, 0,1 N NaOH ve/veya 0,1 N HCI ilavesiyle, pH metre ile olciilerek
gergeklestirildi.

Redoks probu ¢ozeltisinin hazirlamsi: Empedans 6l¢limleri i¢in: 2,5x107
mM Fe(CN)s ™ ve 100 mM KCI icerecek sekilde 200 mL saf su icerisinde, CV
dlciimleri icin: 2x10° mM Fe(CN)g *™ ve 100 mM KCl icerecek sekilde 200 mL

saf su icerisinde hazirlandi.
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3.3.2 Kullanilan grafit elektrodun (PGE) hazirlanisi

Calismalarimizda kullanilan tek kullanimlik grafit elektrot (PGE), Tombow
kalem uglarmin 3,0 cm boyutunda kesilmesiyle hazirlandi (Erdem and Ozsoz
2001a, 2001b; Erdem et al., 2005, 2006, 2010, 2012a, 2012b) 1,0 cm’lik kismi

elektrokimyasal hiicre igerisinde kalacak sekilde kalem igerisine yerlestirildi.

Calismalarimizda gerektiginde, PGE’nin yiizey aktivasyonu, 30 saniye
siireyle +1,4 V uygulanarak ABS (pH=4,80) i¢inde yapildi.

3.3.3 Kalem grafit elektrot modifikasyonunda kullanilan

cozeltilerin hazirlanisi

3.3.31 Kovalent baglavyici ajan cozeltisinin hazirlanisi (CA)

5 mM olacak sekilde EDC ve NHS tartilarak 5 mL PBS’de ¢oziildii.

3.3.3.2 Grafen oksit cozeltisinin hazirlanisi

Toz halde bulunan grafen oksit tartilarak 400 pg/mL olacak sekilde dimetil-
stilfoksit (DMSO) ¢ozeltisi igerisinde, 1 saat siiren sonikasyon islemi ile

hazirlandi.

3.3.4 miRNA dizilerinin hazirlamsi

DNA ve miRNA dizileri, 500 pg/mL konsantrasyonunda Tris-EDTA

tampon ¢ozeltisi ile hazirlandi ve -20 °C’de dondurularak saklandh.

3.3.5 GO modifiye edilmis PGE’lerin hazirlanisi

Elektrokimyasal olarak aktive edilmis elektrotlarin ylizeyinde karboksil
gruplariin olusumu amacuyla, elektrotlar kovalent baglayic1 ajan EDC/NHS (CA)
¢ozeltisinin icerisinde 1 saat +4°C’de bekletildi. Daha sonra PBS’de yikanarak
DMSO c¢ozeltisi igerisinde hazirlanan GO ¢dzeltisi igerisinde 15 dakika siireyle
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bekletildi (Erdem et al., 2017). Boylece CA ile kimyasal olarak aktive edilmis
PGE yiizeyinde yer alan amino gruplar1 ile GO’nun karboksil gruplar1 arasinda
gerceklesen kovalent baglanma yardimiyla (Roy et al., 2011), GO’nun PGE
ylizeyine modifikasyonu gergeklestirildi. Daha sonra GO modifiye edilmis
elektrotlar 5 dakika siireyle kurutuldu.

3.3.6 Farkh GO konsantrasyonlarimin elektrokimyasal

doniisiimlii voltametri (CV) yontemiyle incelenmesi

Aktive edilmis PGE’ler, yilizeydeki karboksil gruplarinin aktivasyonu
amaciyla CA ¢ozeltisinde 1 saat bekletildikten sonra, 10 saniye PBS’de (pH: 7,40)
yikanarak, konsantrasyonlart 200, 400, 600 pg/mL olan GO ¢ozeltileri igerisine
daldinlip 15 dakika bekletildi. Yiizey modifikasyonu gergeklestikten sonra
modifiye edilmis PGE’ler 5 dakika kurutularak elektrokimyasal davraniglari
incelendi. PGE’lerin CA ile aktive edilmesi ve GO ile ylizey modifikasyonu

oncesi ve sonrasinda CV o6l¢iimleri gergeklestirildi.

Elektrokimyasal doniistimli voltametri (CV) dl¢iimleri, -0,5 V ile +1,3 V
arasinda, 50 mV/s tarama hiziyla, 50 mV’luk puls genliginde, 2 mM Fe(CN)g >+

redoks prob ¢ozeltisi i¢erisinde yapildi.

3.3.7 PGE ve GO-PGE’lerin taramah elektron mikroskobu
(SEM) ile mikroskobik karakterizasyonu

PGE, CA-PGE, GO-PGE ve CA-GO-PGE’lerin mikroskobik
karakterizasyonu, 1 ve 10 um ¢oziiniirliiklerde ve 5,00 kV hizlandirma gerilimi ile
alan etkili taramali elektron mikroskobu (FE-SEM) olan Quanta 400 FEI
kullanilarak gergeklestirildi. SEM analizleri, [YTE-MAM (Izmir)'de hizmet alimi
yapilarak gerceklestirildi.
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3.3.8 PGE, CA-PGE ve CA-GO-PGE’lerin CV yontemiyle

karakterizasyonu

PGE yilizeyinde CA ile saglanan aktivasyonun ve GO modifikasyonunun
etkisini incelemek amaciyla, PGE, 5 mM EDC/NHS modifiye PGE (CA-PGE) ve
400 pg/mL GO modifiye CA-PGE (CA-GO-PGE)’lerin doniisiimlii voltametri
teknigi ile karakterizasyonu, 0,1 M KCl icerisinde hazirlanan, 2 mM Fe(CN)g >+
iceren redoks ¢ozeltisi icerisinde boliim 3.3.6’da anlatildigi gibi gergeklestirildi.
CV ol¢iimii sonucunda elde edilen PGE, CA-PGE ve CA-GO-PGE’lere ait anodik

akim degerleri, yiik gecisleri ve yiizey alanlar1 hesaplandi.

3.39 PGE, CA-PGE, CA-GO-PGE’lerin elektrokimyasal

empedans spektroskopisi (EIS) ile karakterizasyonu

Elektrotlarin ylizey karakterizasyonunu gergeklestirmek amaciyla, PGE,
CA-PGE ve CA-GO-PGE’lerin 0,1 M KCI igerisinde hazirlanan, 2,5 mM
Fe(CN)s > iceren redoks prob ¢ozeltisi icerisinde EIS 6l¢iimii gergeklestirildi.

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) olgtimleri, redoks prob
cozeltisi igerisinde, 100 mHz — 100 kHz frekans araliginda, 98 farkli frekansta,
transfer edilen yiike kars1 olusan direng degerleri (R¢:) Ol¢iildii.

3.3.10 miRNA-34a hibridizasyonunun voltametrik tayinine

yonelik ¢calismalar

miRNA-34a DNA probu ve hedef dizi miRNA-34a arasindaki
hibridizasyonun verimini arttirmak amaciyla farkli parametreler i¢in optimizasyon
calismalar1 yapilarak voltametrik OSlgiimler gergeklestirildi. Izlenen deneysel
prosediir, Sema-3.1'de verildi. Elektrotlar, hesaplanan miktarda konsantrasyona
sahip  miRNA-34a DNA probuna daldirlip 60 dakika immobilizasyonu
gerceklestirildikten  sonra, PBS’de yikanip, miRNA-34a, miRNA-16,
mMiRNA-155, miRNA-15a, miRNA-660 dizilerini igeren viyallere daldirildi ve 60
dakika boyunca bekletilerek DNA:RNA hibridizasyonu saglandi. Daha sonra
elektrotlar, 10 saniye boyunca PBS’de yikandi ve takiben DPV 6l¢iimleri alindi.
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Asetat tampon ¢ozeltisi ile
ylizey aktivasyonu

+1.4V, 30s

-COOH Q OO
- |5 O_N;] ) [
-COOH  me—

' ‘ o Grafen oksit

PGE CA-PGE

CA GO
modifikasyonu

modifikasyonu

—
] —

g @V CA-GO-PGE

miRNA-34a miRNA-34a
hedef dizisi DNA probu

Sema 3.1. PGE yiizeyinin CA ile aktivasyonu, CA-PGE yiizeyine GO modifikasyonu, DNA
probun CA-GO-PGE yiizeyine modifikasyonu, elektrot yiizeyinde DNA prob ile

mMiRNA-34a hedef dizi arasinda hibridizasyonu gésteren sema.

3.3.10.1 miRNA-34a DNA prob konsantrasyonu calismasi

CA-GO-PGE’ Ier, 5, 10, 15 ug/mL amino isaretli miRNA-34a DNA prob
coOzeltilerini igeren viyallere daldirildi ve 15 dakika bekletildi. Prob modifiye
edilmis CA-GO-PGE’ler 10 saniye boyunca PBS ile yikandi. GO modifiye
edilmemis elektrotlar icinde ayn1 deneysel prosediir izlendi. Takiben her iki deney

grubu i¢in DPV o6l¢timleri gerceklestirildi.
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Diferansiyel puls voltametrisi (DPV) 6lgiimleri, +0,2 V ile +1,4 V arasinda,
50 mV/s tarama hiziyla, 50 mV’luk puls genliginde tarama ile ABS (pH 4,80)
icerisinde yapildi. Ham verilere ait ortalama zemin diizeltiminde, GPES
programinin ikinci diizeyde Savitzky & Golay filtrasyonu (0,03 pik genisligi baz

alinarak) uygulandi.

3.3.10.2 Prob immobilizasyon siiresi calismasi

CA-GO modifiye edilmis PGE’ler, icerisinde 10 pg/mL prob bulunan 40
uL’lik viyallere daldirildi ve viyaller igerisinde 5, 15, 30, 45, 60, 90 dakika
bekletildi. Bu siire sonunda immobilize edilmis PGE’ler 10 saniye PBS ile
yikandi. DPV 6l¢iimleri, boliim 3.3.10.1'de anlatildig1 gibi gerceklestirildi.

3.3.10.3 miRNA-34a hedef dizi hibridizasyon siire calismasi

10 pug/mL inozin siibstitiye miRNA-34a DNA probu immobilize edilmis
CA-GO-PGE’ler igerisinde 20 pg/mL hedef miRNA-34a bulunan viyallere
daldirilip 15, 30, 60 dakika bekletildi. Bu siireler sonunda spesifik olmayan
baglanmalar1 onlemek amaciyla elektrotlar 10 saniye PBS ¢ozeltisi igerisinde

yikandi. DPV 6lgtimleri, boliim 3.3.10.1'de anlatildig: gibi gergeklestirildi.

3.3.10.4 miRNA-34a hedef dizi konsantrasyon calismasi

10 pg/mL inozin siibstitiiye miRNA-34a DNA probu immobilize edilmis
CA-GO-PGE’ler igerisinde 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 ug/mL hedef miRNA-34a
bulunan viyallere daldirilip 60 dakika bekletildi. Bu siire sonunda elektrotlar
spesifik olmayan baglanmalar1 6nlemek amaciyla 10 saniye boyunca PBS’de

yikanip DPV &lgiimleri alindi. Olgiimlerden sonra tayin smir1 hesaplamasi yapildi.

3.3.10.5 miRNA-34a DNA prob ve miRNA-34a hedef dizi

hibridizasyvonunda secimlilik calismasi

10 pg/mL inozin siibstitiye miRNA-34a DNA probu immobilize edilmis
CA-GO-PGE’ler, 35 pg/mL hedef miRNA-34a ve diger miRNA dizileri;
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MIRNA-16, miRNA-155, miRNA-15a, miRNA-660; ayrica karisim 6rneklerinde
MIRNA-34a hedef dizisi ile diger miRNA dizilerinin 1:1 oraninda karigimini
igeren viyallere daldirildi ve 60 dakika boyunca bekletildi. Daha sonra elektrotlar
10 saniye boyunca PBS’de yikandi ve DPV 6l¢limleri alindi.
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4. BULGULAR

41 PGE, CA-PGE, CA-GO-PGE’nin Mikroskobik ve

Elektrokimyasal Karakterizasyonuna Y énelik Bulgular

Yiizeyleri modifiye edilmemis ve CA ve GO ile modifiye edilmis kalem
grafit elektrotlarin farkli biiylitmelerde SEM goriintiileri alindi ve Sekil 4.1°de
gosterildi.
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Sekil 4.1. (a,b) PGE, (c,d) CA-PGE, (e,f) GO-PGE, (g,h) CA-GO-PGE’lerin sirastyla 10 um ve
1 um dlgeklerde SEM goriintiileri.

PGE yiizeyinde CA ile aktivasyonun ve GO modifikasyonunun etkisini
incelemek amaciyla, PGE, CA-PGE ve 400 pg/mL GO modifiye CA-PGE ’lerin
dontistimlii  voltametri teknigi ile karakterizasyonu, 0,1 M KCI igerisinde

hazirlanan, 2 mM Fe(CN)g 3 iceren redoks ¢ozeltisi igerisinde gerceklestirildi.



58

A
£
-
=3
Potansiyel (V)
B
120 -
T
100 - I *
< 80 | 1 I
g 60 A
f_t‘ 40 -
20 -
0 T T T 1
a b (o d

Sekil 4.2. (a) PGE, (b) CA-PGE, (c) GO-PGE, (d) CA-GO-PGE’nin elektrokimyasal davranigini
gosteren doniisiimlii voltamogramlar. (B) (a) PGE, (b) CA-PGE, (c) GO-PGE, (d) CA-
GO-PGE ile elde edilen 2 mM Fe(CN)s * ™ ye ait ortalama yiikseltgenme sinyalini

gosteren histogramlar (n=3).

CV olgiimii sonucunda elde edilen PGE, CA-PGE, GO-PGE ve CA-GO-
PGE’lere ait anodik akim, yiik gecisleri ve yiizey alanlar1 hesaplandi ve Tablo
4.1°de verildi.

Tablo 4.1. PGE, CA ile aktive edilmis PGE, 400 pg/mL GO ile modifiye edilmis PGE’ye ve
400 pg/mL GO ile modifiye edilmis CA-PGE’ye ait ortalama anodik akim degerlerini
(1) ve yiik gegisleri (Q") (n=3) ile hesaplanan yiizey alan degerleri (A).

la (nA) Q" (C*10) A (cm?)
PGE 77,33 £5,02 13,1 +0,30 0,23
CA-PGE 78,05 +£4,92 14,2 £ 0,40 0,24
GO-PGE 95,96 + 10,67 16,4 + 0,90 0,28
GO-CA-PGE 108,07 + 4,55 17,2+ 0,90 0,33
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Elektrotlarin empedimetrik ylizey karakterizasyonunu gerceklestirmek

amactiyla, PGE, CA-PGE ve CA-GO-PGE’lerin 0,1 M KCl igerisinde hazirlanan,

25 mM Fe(CN)s > iceren redoks c¢ozeltisi icerisinde EIS 6lgiimii
gergeklestirildi.
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Sekil 4.3. (a) PGE, (b) CA-PGE, (c) CA-GO-PGE’ye ait 2,5 mM Fe(CN)g > igeren redoks

¢ozeltisi igerisinde gerceklestirilen Glgiimlere ait (A) Niquist egrileri, (B) histogramlar

(n=3). I¢ sekil: Empedans verilerini diizenlemede kullanilan esdeger devre modeli.

Ilgili parametreler; Rq ¢ozelti direncidir. Sabit faz elementi (Q), elektrot/elektrolit ara

ylizeyindeki bosluk yiik kapasitansina baglidir. R, ise elektrot/elektrolit ara yilizeyindeki

yiik transfer direncidir. Sabit faz element W, elektrot yiizeyinde kiitle transferinden

kaynaklanan Warburg empedansini gostermektedir.

4.2 GO Konsantrasyonundaki

Degisimin Elektrot Yanitina

Etkisinin Incelenmesine Yonelik Bulgular

GO konsantrasyonundaki degisimin biyosensOr yanitina etkisi incelendi

(Sekil 4.4). Farkli konsantrasyonlarda GO, PGE yiizeylerine immobilize edildi ve



CV olctimleri gerceklestirildi. CV yontemiyle oOlcililen sinyaldeki en fazla artis,
400 pg/mL GO modifiye edilmis PGE ile elde edildi.
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Sekil 4.4. (A) (a) PGE, (b) CA-PGE, (c) CA-PGE iizerine 200 pg/mL GO modifikasyonu sonrasi,
(B) (a) PGE, (b) CA-PGE, (c) CA-PGE iizerine 400 pg/mL GO modifikasyonu sonrast,
(C) (a) PGE, (b) CA-PGE, (c) CA-PGE iizerine 600 pg/mL GO modifikasyonu sonrasi

elde edilen doniisiimlii voltamogramlar.

Sekil 4.5. Sonikasyon 6ncesi (a) 200, (b) 400, (c) 600 pg/mL ve 1 saat sonikasyondan sonra (a’)

200, (b”) 400, (c”) 600 pg/mL GO g¢ozeltilerinin elde edilen fotograflar.
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GO ¢ozeltisine uygulanan 1 saat sonikasyon islemi sonrasinda, en homojen

GO dagiliminin 400 pg/mL konsantrasyonunda elde edildigi saptandi.

4.3 miRNA-34a Hibridizasyonunun Gelistirdigimiz GO Modifiye
Biyosensor ile Voltametrik Yéntemle Incelenmesine Yonelik

Bulgular

4.3.1 miRNA-34a DNA prob konsantrasyonundaki degisimin
yanmita etkisinin voltametrik yontemle incelenmesine

yonelik bulgular

mMiRNA-34a DNA probun, modifiye edilmemis, CA modifiye edilmis ve
CA-GO modifiye edilmis PGE’lere immobilize edilerek yaklasik +1,00 V'da
Olciilen guanin sinyalindeki degisime bagl olarak optimum prob konsantrasyonu
belirlendi  (Sekil 4.6). Konsantrasyonlar1 5-15 pg/mL arasinda degisen
miRNA-34a DNA probu elektrotlara immobilize edildi ve Olgiilen guanin

sinyalleri ve sinyallerdeki % artislar degerlendirildi.
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Sekil 4.6. (a) PGE, (b) CA-PGE, (c) CA-GO-PGE, 5 pg/mL miRNA-34a DNA prob immobilize
edilmis (d) CA-PGE ve (¢) CA-GO-PGE; 10 pg/mL miRNA-34a DNA prob
immobilize edilmis (f) CA-PGE ve (g) CA-GO-PGE; 15 pg/mL miRNA-34a DNA prob
immobilize edilmis  (h) CA-PGE ve (1) CA-GO-PGE yiikseltgenme sinyallerini
gosteren (A) voltamogram, (B) histogram.

4.3.2 Farkh prob immobilizasyon siiresinin yanita etkisinin

voltametrik yontemle incelenmesine yonelik bulgular

miRNA-34a DNA probun CA-GO-PGE yiizeyine immobilizasyon
stiresindeki farkliligin 6l¢iilen guanin sinyaline etkisini 6lgmek amaciyla, 5 - 90
dakika arasinda immobilizasyon siireleri segilerek slireye bagli Olgiilen guanin

sinyalleri incelendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. (a) CA-GO-PGE, (b) 5 dakika (c) 15 dakika, (d) 30 dakika, (e) 45 dakika, (f) 60 dakika,
(9) 90 dakika siireyle elektrot yiizeyine immobilize edilmis 10 pg/mL miRNA-34a
DNA prob varliginda olgillen guanin yiikseltgenme sinyallerini gosteren (A)

voltamogram, (B) histogram.

4.3.3 Farkh hibridizasyon siirelerinde gerceklestirilen miRNA-
34a hibridizasyonunun yamita etkisinin voltametrik

yontemle incelenmesine yonelik bulgular

Optimum hibridizasyon siiresinin belirlenmesi i¢in 10 pg/mL inozin
stibstitiye miRNA-34a DNA probu ve 20 pg/mL hedef miRNA-34a
hibridizasyonu 15 dakika, 30 dakika ve 60 dakika siireyle gerceklestirildi.
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Sekil 4.8. (a) 10 pg/mL inozin siibstitiye miRNA-34a DNA prob immobilize edilmis CA-GO-
PGE, 10 pg/mL inozin siibstitliye miRNA-34a DNA probu ile 20 pg/mL hedef miRNA-
34a’nin (b) 15 dakika, (c) 30 dakika, (d) 60 dakika hibridizasyonu sonucu 6l¢iilen

ortalama guanin yiikseltgenme sinyalini gosteren histogram.

4.3.4 Farkh konsantrasyonlardaki hedef mMiRNA-34a
hibridizasyonunun yanita etkisinin voltametrik yontemle

incelenmesine yonelik bulgular

Farklt konsantrasyonlardaki hedef miRNA-34a varliginda gerceklesen
hibridizasyona yonelik Ol¢iilen guanin sinyalindeki degisimi gormek amacyla,
10 pg/mL inozin siibstitiiye miRNA-34a prob ile 5-40 pg/mL konsantrasyon
araliginda degisen miRNA-34a hibridizasyonu gergeklestirildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. (a) 10 pg/mL inozin siibstitiiye miRNA-34a DNA probu immobilize edilmis CA-GO-
PGE, 10 pg/mL inozin siibstitiye miRNA-34a DNA probu ile (b) 5 pg/mL,
(c) 10 pg/mL, (d) 15 pg/mL, (e) 20 pg/mL, (f) 25 pg/mL, (g) 30 ug/mL, (h) 35 pg/mL,
(1) 40 pg/mL hedef miRNA-34a’nin hibridizasyonu sonucu olgiilen yiikseltgenme
sinyali (A) voltamogram ve (B) histogramu. T¢ sekil: kalibrasyon grafigi.
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435 Optimum prob ve optimum hedef miRNA-34a
konsantrasyonlarinda hibridizasyonun farkh siirelerde
gerceklestirilmesinin  yamita  etkisinin  voltametrik

yontemle incelenmesine yonelik bulgular

Optimum prob ve optimum hedef miRNA-34a konsantrasyonlarinda
(sirastyla 10 pg/mL ve 35 pg/mL) gercgeklestirilen hibridizasyonun farkli

stirelerde incelemesine yonelik sonuglar Sekil 4.10' da gosterildi.
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Sekil 4.10. (a) CA-GO-PGE, (b) 10 pg/mL inozin siibstititye miRNA-34a DNA probu immobilize
edilmis CA-GO-PGE, 10 pg/mL inozin siibstitiiye miRNA-34a prob ile 35 pg/mL
hedef miRNA-34a’nin (c) 15 dakika, (d) 30 dakika, (e) 60 dakika hibridizasyonu

sonucu Olgiilen yiikseltgenme sinyali (A) voltamogram ve (B) histogrami.
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4.3.6 Gelistirdigimiz GO modifiye biyosensoriin miRNA-34a
dizisine secimliliginin voltametrik yontemle incelenmesine

yonelik bulgular

Se¢imlilik c¢aligmast 10 pg/mL inozin siibstitiye miRNA-34a prob ve
35 ug/mL hedef mMiRNA-34a, ya da diger miRNA dizileri; miRNA-16,
mMiRNA-155, miRNA-15a, miRNA-660 (Sekil 4.11) veya karisim Orneklerinde
(miRNA-34a : miRNA-16, miRNA-34a : miRNA-155, miRNA-34a : miRNA-
15a, miRNA-34a : miRNA-660 karigimlari varliginda) test edildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. 10 pg/mL inozin siibstitiye miRNA-34a DNA probu ile 35 pg/mL
(a) hedef miRNA-34a (b) miRNA-16, (c) miRNA-155, (d) miRNA-15a, (e)
MiRNA-660 hibridizasyonu sonucu Olgiilen ylikseltgenme sinyallerini gosteren

histogram.
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Sekil 4.12. 10 pg/mL inozin siibstitiiye miRNA-34a DNA probu ile 35 pg/mL (a) miRNA-34a ile
miRNA-16, (b) miRNA-34a ile miRNA-155, (c) miRNA-34a ile miRNA-15a, (d)
miRNA-34a ile miRNA-660 dizilerinin 1:1 karisimi varliginda gergeklestirilen

hibridizasyon sonucu dl¢iilen yiikseltgenme sinyallerini gosteren histogram.
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5. TARTISMA

51 PGE, CA-PGE, CA-GO-PGE’nin Mikroskobik ve
Elektrokimyasal Karakterizasyonuna Yonelik Bulgular ile

Ilgili Tartisma

Yiizeyi GO ile modifiye edilmis ve edilmemis PGE’lerin mikroskobik
karakterizasyonu Taramal1 Elektron Mikroskobisi (SEM) teknigiyle yapild1 (Sekil
4.1). SEM goriintiileri incelendiginde, GO-PGE'ye kiyasla (Sekil 4.1-e,f), CA ile
aktive edilmis edilmis PGE yiizeyine GO modifikasyonunun (CA-GO-PGE)
(Sekil 4.1-g,h) daha homojen bir sekilde kaplandig1 goriilmektedir.

CV olgiimii ile elde edilen karakterizasyon sonuglarina bakildiginda CA-
PGE yiizeyine GO modifikasyonu sonrasinda, anodik pik akiminda % 38,5
oraninda bir artis elde edildigi goriildi (Sekil 4.2). PGE, CA-PGE, GO-PGE ve
CA-GO-PGE’lerin yuzey alanlari kiyaslandiginda, CA-GO-PGE
(A=0,33 cm?)’nin en genis yiizey alanina sahip oldugu tespit edildi.

Elektrotlarin empedimetrik yiizey karakterizasyonu sonrasinda elde edilen
sonuglara gore, herhangi bir modifikasyon olmaksizin PGE’ye ait R¢ degeri;
110,2 + 45,5 Ohm (% RSD (n=3); % 41,3) iken CA ile aktivasyonundan sonra R
degeri; 225,8 £ 74,4 Ohm (% RSD (n=3); % 32,9) olarak olgiilmiistiir. CA-
PGE’ye GO modifikasyonu sonrasinda ise R degeri; 56,7 + 18,7 Ohm (% RSD
(n=3); % 32,9) olarak Ool¢lilmiistir. CA-PGE yiizeyine 400 pg/mL GO
modifikasyonu sonrast R¢ degerinde, CA-PGE’ye gore % 74,9 azalig oldugu
gorilmistiir (Sekil 4.3).

5.2 GO Konsantrasyonundaki Degisimin Elektrot Yamtina
Etkisinin Voltametrik Yontemle Incelenmesine Yonelik

Bulgular ile ilgili Tartisma

Modifiye edilmemis PGE’lerde ortalama anodik akim (I,), % 13,2 (n=10)
bagil standart sapma ile 73,3 + 12,7 pA seklinde hesaplandi. CA ile yiizeyi aktive
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edilen PGE ile CV olgiimleri alindiginda, ortalama 1, degerinde % 25 azalis
saptandi. CA-PGE’lerin yiizeylerinin GO ile modifikasyonu sonrasinda herbir GO
konsantrasyonu i¢in olusturulan deney grubunda ortalama I; degerinde artis
yiizdeleri sirastyla % 36, % 87, % 49 olarak belirlendi. PGE yiizeyine 400 pg/mL
GO immobilize edildikten sonra ortalama |, ve bagil standart sapma degerleri 82,9
+ 3,7 pA ve % RSD (n=4); % 4,5 hesaplandi. GO'nun elektrot yiizeyine
immobilizasyonundan sonra O&lgiilen akim degerleri, GO’nun iletken yapisina
bagli olarak artmistir (Muti et al., 2011). Sinyalde en fazla artisin 400 pg/mL GO
elektrot yiizeyine immobilize edildikten sonra gozlenmesi sonucunda, GO
modifiye empedimetrik biyosensor gelistirilmesine yonelik ¢aligmamizin
(Erdem et al., 2017) sonuglarina paralel olarak, ¢alismamizda optimum GO

konsantrasyonu 400 pg/mL kullanilmasina karar verildi.

En yiiksek anodik yiik gecisi degeri (Qa), elektrot yilizeyine 400 ug/mL GO
modifikasyonu sonrasi gozlenmistir. Ayrica pik potansiyelleri arasindaki fark
(AEp) hesaplandigr zaman, modifiye edilmemis PGE i¢in AEp = 0,129 V, CA
modifiye edilmis PGE i¢in AEp = 0,148 V ve GO modifiye edilmis PGE’ler i¢in
sirastyla farkli GO konsantrasyonunda; 200 png/mL; AEp = 0,105 V, 400 pug/mL;
AEp = 0,095 V, 600 ug/mL; AEp = 0,125 V oldugu saptanmustir. Elde edilen
sonuglar degerlendirildiginde PGE yiizeyine 400 pg/mL GO modifikasyonu
sonrasinda Fe(CN)g >+ redoks probunun elektrokimyasal davramismnin daha
tersinir hale geldigi tespit edilmistir. Elde edilen bu sonug, literatiirdeki sonuglara
benzerdir (Alwarappan et al., 2009; Qi et al., 2012).
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5.3 miRNA-34a Hibridizasyonunun Gelistirdigimiz GO Modifiye
Biyosensoriin Voltametrik Yontemle incelenmesine Yénelik

Bulgular ile Ilgili Tartisma

53.1 miRNA-34a DNA prob konsantrasyonundaki degisimin
yanita etkisinin voltametrik yontemle incelenmesine

yonelik bulgular ile ilgili tartiyma

Konsantrasyonlar1 5-15 pg/mL arasinda degisen miRNA-34a DNA probu
elektrotlara immobilize edildikten sonra 6lgiilen guanin sinyalleri ve sinyallerdeki
% artiglar degerlendirildiginde, guanin sinyalindeki artisin 10 pg/mL miRNA-34a
DNA prob konsantrasyonuna kadar devam ettigi, ancak 15 pg/mL’den sonra
azaldigi gozlendi. CA-GO-PGE’lere 10 pg/mL miRNA-34a DNA probu
immobilizasyonundan sonra 6l¢iilen ortalama guanin sinyali 1846 + 318,9 nA
(% RSD (n=2); % 17,3) seklinde dl¢iildiigi (Sekil 4.6 B-g) saptandi. Dolayisiyla

optimum prob konsantrasyonu 10 pg/mL olarak se¢ildi.

5.3.2 Farkhh prob immobilizasyon siiresinin yamita etkisinin
voltametrik yontemle incelenmesine yonelik bulgular ile

ilgili tartisma

5 - 90 dakika arasinda degisen immobilizasyon siirelerinde prob immobilize
edildikten sonra olgiilen guanin sinyalleri incelendiginde (Sekil 4.7); guanin
sinyalinde 60 dakikaya kadar asamali bir artis ve daha sonrasinda sinyalde bir
azalma gozlendi. Optimum prob immobilizasyon siiresi olarak 60 dakika
belirlendi. Olgiilen ortalama guanin sinyali 2135 + 89,8 nA (% RSD (n = 4);
% 4,2) olarak hesaplandi (Sekil 4.7 A-f).
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5.3.3 Farkh hibridizasyon siirelerinde gerceklestirilen miRNA-
34a hibridizasyonunun yamta etkisinin voltametrik

yontemle incelenmesine yonelik bulgular ile ilgili tartisma

Optimum hibridizasyon siiresinin belirlenmesi i¢in 10 pg/mL inozin
siibstitiye miRNA-34a DNA probu ve 20 pg/mL hedef miRNA-34a
hibridizasyonu 15 dakika, 30 dakika ve 60 dakika siireyle gerceklestirilen
ol¢limler sonucunda, hibridizasyon dncesi inosin siibstitiiye prob ile herhangi bir
sinyal gozlenmedi (Sekil 4.8-a). Hibridizasyon varliginda elde edilen ortalama
guanin sinyalleri (n=3) sirasiyla, 216 + 29,3 nA (% RSD; % 13,6),
563 = 172,9 nA (% RSD; % 30,7) ve 609 + 43,1 nA (% RSD; % 7,1) olarak
Olgiildi (Sekil 4.8-b,c,d). 30 dakika ve 60 dakika siireyle gerceklestirilen
hibridizasyondan sonra guanin sinyalleri arasinda biiyiikk bir fark olmamasina
ragmen, 60 dakika sonucunda elde edilen sonuglarin daha tekrarlanabilir olmasi

sebebiyle, optimum hibridizasyon siiresi 60 dakika olarak belirlendi.

5.34 Farkh konsantrasyonlardaki hedef mMiRNA-34a
hibridizasyonunun yamita etkisinin voltametrik yontemle

incelenmesine yonelik bulgular ile ilgili tartisma

10 pg/mL inozin siibstitiye miRNA-34a prob ile konsantrasyonu
5-40 pg/mL araliginda degisen miRNA-34a hedef hibridizasyonu
gergeklestirildikten sonra elde edilen sonuglara gore, Olgiilen guanin sinyalinin
35 pg/mL'e kadar arttig1, sonrasinda azalmaya basladigi gozlendi (Sekil 4.9). En
yiiksek ve en tekrarlanabilir guanin sinyali, 10 pg/mL inozin siibstitiiye miRNA-
34a prob ve 35 pg/mL hedef miRNA-34a dizisi arasinda gergeklestirilen
hibridizasyon varliginda elde edildigi i¢in, optimum hedef miRNA-34a

konsantrasyonu olarak 35 pg/mL seg¢ildi.

10 pg/mL miRNA-34a inozin siibstitiye DNA prob ile konsantrasyonlari
5-35 pg/mL araliginda degisen miRNA-34a hedef dizisi arasinda elektrot
yiizeyinde gerceklesen hibridizasyon sonrasinda olgiilen guanin yiikseltgenme

sinyalindeki degisime bagli olarak (Sekil 4.9-i¢ sekil), tayin sinir1 (DL) (Miller
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and Miller, 2005) % 93 giivenilirlikle 7,52 pg/mL (40 pL 6rnekte 42,7 pmol)

olarak hesaplandi.

535 Optimum prob ve optimum hedef miRNA-34a
konsantrasyonlarinda hibridizasyonun farkh siirelerde
gerceklestirilmesinin  yamta  etkisinin  voltametrik

yontemle incelenmesine yonelik bulgular ile ilgili tartisma

Optimum prob ve optimum hedef mMiRNA-34a konsantrasyonlarinda
(swrastyla 10 pg/mL ve 35 pg/mL) gerceklestirilen hibridizasyonun farkl
stirelerde incelemesine yonelik sonuglara gore, ortalama guanin sinyali 60 dakika
hibridizasyon sonucunda 1174 + 115,7 nA (% RSD (n=3); % 9,8) olarak ol¢iildi

ve optimum siire olarak belirlendi (Sekil 4.10).

5.3.6 Gelistirdigimiz GO modifiye biyosensoriin miRNA-34a
dizisine secimliliginin voltametrik yontemle incelenmesine

yonelik bulgular ile ilgili tartisma

Secimlilik c¢alismasi sonucunda, 10 pg/mL inozin siibstitiiye miRNA-34a
DNA prob ile 35 pg/mL miRNA-34a hedef dizisi, miRNA-16, miRNA-155,
miRNA-15a, miRNA-660 dizileri hibridizasyonu sonucu 6lgiilen ortalama guanin
sinyalleri ve bagil standart sapma degerleri sirasiyla; 1301,6 = 323,2 nA, 1194,8 +
101,5 nA, 316 + 105,9 nA, 571 + 159,9 nA ve 997,6 + 300,3 nA, % RSD (n=3);
% 24,8, % 8,5, % 33,5, % 28 ve % 30,1 olarak hesaplandi (Sekil 4.11).

miRNA-34a : miRNA-16, miRNA-34a : miRNA-155, miRNA-34a :
miRNA-15a, miRNA-34a : miRNA-660 karigimlarinin varliginda gerceklestirilen
hibridizasyon varliginda Olciilen ortalama guanin sinyalleri ve bagil standart
sapma degerleri sirastyla; 1973,2 £ 852,3 nA, 769,5 + 869,7 nA, 1093,9 £ 575,2
nA, 1389,5 + 841,8 nA, % RSD (n=3); % 43,2, % 113, % 52,6, % 60,6 olarak
hesapland1 (Sekil 4.12). Elde edilen sonuglara gore, miRNA-34a’ya spesifik
gelistirilen CA-GO-PGE biyosensoriiniin miRNA dizisine bagli olarak farkl
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mikroRNA’larin varliginda bile hedef miRNA dizisine se¢imli bir davranig

gosterdigi sonucuna varildi.
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6. SONUCLAR

Bu calismada gelistirdigimiz grafen oksit (GO) modifiye edilmis tek
kullanimlik voltametrik biyosensorler ile se¢imli ve hassas elektrokimyasal
sekilde sekilde miRNA analizleri yapilmistir. Calismamizda hedef miRNA dizisi
olan Alzheimer ile iligskilendirilen miRNA-34a se¢ilmistir. Voltametrik yontemler
kullanilarak miRNA-34a’ya spesifik DNA probu ve hedef miRNA-34a dizisi
arasinda gergeklestirilen DNA-mMiRNA hibridizasyonu tayin edilmistir. Ozellikle
demansin en sik goriilen tipi olan Alzheimer hastaligi, yasamsal aktivitelerde
azalma ve biligsel yeteneklerde bozulma ve noropsikiyatrik semptomlarin ve
davranis degisikliklerinin eslik ettigi ndrodejeneratif bir hastaliktir. Hafiza kaybi
erken semptomlardan biridir ve hastaligin ilerlemesi ile birlikte bilissel (kognitif)
yeteneklerdeki kayip, frontal ve temporal lob islevleri ile iligkili, dil alanlarinda
islev kayb1 (afazi), beceri gerektiren hareketlerde islev kaybi (apraksi) ve tanima
fonksiyonlarinda bozulmaya dogru gitmeye baslar ve tedavisi miimkiin
olmamaktadir (Wang et al., 2009c; Bhattacharjee et al., 2014). Bu nedenle,
hastaligin ilk asamalarinda teshise yonelik se¢imli ve duyarli bir sekilde, ucuz,
pratik ve hizli sonuglar verebilen analiz platformlarina ihtiya¢ duyulmaktadir;
mevcut PCR, ELISA gibi analiz yontemleri karmasik olup, ekstra kimyasal

kullanimindan dolay1 pahali ve zaman alicidir.

Elektrot ylizey alanimmi ve elektriksel iletkenligi arttirdigr i¢in kalem grafit
elektrotlarin (PGE) yiizeyleri GO ile modifiye edildi. GO’nun elektrot yiizeyine
daha kararli ve etkili bir sekilde baglanmasimi saglamak i¢in PGE ylizeyinin
kovalent baglayic1 ajanla (CA) aktivasyonu gerceklestirildi. Elde edilen yiiksek
duyarlilikta, tekrarlanabilir sonuglara bagl olarak CA-GO-PGE’nin ¢alismamizda
elektrokimyasal miRNA analizinde uygulanmasina karar verildi. CA-GO
modifiye PGE ylizeyi, mikroskobik ve elektrokimyasal yontemlerle (taramali
elektron mikroskobisi (SEM), elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ve
doniistimlii  voltametri (CV) tekniklerle) karakterize edildi. DNA-miRNA
hibridizasyonunun elektrokimyasal yontemlerle tayin edilmesi i¢in gelistirilen GO
modifiye edilmis PGE’lere dayali biyosensor tasariminda, GO konsantrasyonu,

DNA prob konsantrasyonu, hedef miRNA konsantrasyonundaki degisimin yanita
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etkisi incelendi; deneysel kosullar optimize edildikten sonra miRNA-34a’ya

spesifik biyosensoriin se¢imliligi voltametrik yontemle tespit edildi.

CA-PGE yiizeyine GO modifikasyonu sonrasinda CV 0lgiimleri
gercgeklestirildiginde anodik pik akiminda % 38,5’lik artis elde edildigi goriildii.
Ayrica, PGE, CA-PGE, GO-PGE ve CA-GO-PGE’lerin yiizey alanlari
kiyaslandiginda, CA-GO-PGE’nin en genis yiizey alanina sahip oldugu tespit
edildi.

Elektrotlarin elektrokimyasal yiizey karakterizasyonunu gerceklestirmek
amaciyla, PGE, CA-PGE, GO-PGE ve CA-GO-PGE’lerin redoks ¢ozeltisi
icerisinde EIS oOl¢iimii gergeklestirildi. CA-PGE yiizeyine 400 pg/mL GO
modifikasyonu sonrasinda R degerinde CA-PGE’ye kiyasla, % 74,9 azalis
oldugu gozlendi. Bu azalisin nedeni olarak, GO modifikasyonunun elektrolit ile
elektrot yiizeyi arasinda elektron transferini kolaylastiric1 etki yaparak iletkenligi
arttirdig1 diisiiniilmektedir. (Erdem et al.,2014a, 2014b, 2014c, 2015; Yang et al.,
2013a, 2013b; Zhou et al., 2014a, 2014b).

GO konsantrasyonundaki degisimin biyosensOr yamtina etkisi, farkli
konsantrasyonlarda GO’nun PGE ylizeylerine immobilizasyon sonrasi, CV
Olctimleri  gergeklestirilerek  incelendi. GO'nun  elektrot  yiizeyine
immobilizasyonundan sonra oOlgiilen akim degerleri incelendiginde, GO’nun
iletken yapisindan dolay1 (Muti et al., 2011) yiizeyi daha iletken hale getirmesi
sebebiyle arttig1 tespit edilmistir. Sinyalde en fazla artisin 400 pg/mL GO
immobilize edildikten sonra elde edilmesine bagli olarak ¢alismalara bu

konsantrasyonda devam edilmesine karar verildi.

Voltametrik miRNA tayinine yonelik optimizasyon caligmalar1 i¢in CA-
GO-PGE elektrotlar1 iizerinde diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknigi
kullanilarak oOlgtimler yapildi. miRNA-34a’ya spesifik DNA probun, modifiye
edilmemis, CA modifiye edilmis ve CA-GO modifiye edilmis PGE yiizeylerine
immobilize edilerek Olciilen guanin sinyallerine bagli olarak optimum prob
konsantrasyonu belirlendi. 5-15 pg/mL miRNA-34a DNA probu elektrotlara

immobilize edildi ve ardindan, +1,00 V civarinda guanin sinyali dl¢iildii (DPV).
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Guanin sinyalindeki artig, 10 pg/mL miRNA-34a DNA prob konsantrasyonuna
kadar devam edip, 15 pg/mL’den sonra sinyalin azaldig1 gozlendiginden optimum

prob konsantrasyon degeri, 10 pg/mL olarak saptandi.

mMiRNA-34a DNA probunun elektrot yiizeyine optimum immobilizasyon
stiresinin  belirlenmesi amaciyla; 5 dakika ile 90 dakika arasinda prob
immobilizasyonu gerceklestirilerek Olglilen guanin sinyalleri incelendi. Guanin
sinyalinde 60 dakikaya kadar bir artis gozlenirken daha uzun immobilizasyon
stirelerinde Olgiilen sinyalin azaldigi goézlendi ve 60 dakika optimum prob

immobilizasyon siiresi olarak secildi.

Optimum hibridizasyon siiresinin tayininde, 10 pg/mL inozin siibstitiiye
miRNA-34a DNA probu ve 20 pg/mL hedef miRNA-34a hibridizasyonu
15 dakika, 30 dakika ve 60 dakika siirelerinde incelendi. 60 dakikada elde edilen
degerlerin tekrarlanabilirligi daha iyi oldugundan, optimum hibridizasyon siiresi

60 dakika olarak secildi.

Optimum hedef miRNA-34a konsanstrasyonunun saptanmasi i¢in miRNA-
34a konsantrasyonundaki degisimin sensOr yanitina olan etkisi incelendi.
10 pg/mL inozin siibstitiye miRNA-34a prob ile 5-40 pg/mL hedef dizi
hibridizasyonu gerceklestirildi ve hibridizasyon oncesi inosin stibstitiiye prob ile
herhangi bir guanin sinyali gozlenmedi. Hibridizasyon varliginda +1,00 V'da
olgiilen guanin sinyalinin 5 ile 35 pg/mL miRNA-34a hedef dizi konsantrasyon
araliginda dogrusal olarak arttig1 gozlenirken, 40 pg/mL konsantrasyonunda hedef
dizi varliginda azalmaya bagsladig1 goriildii. Hibridizasyona siirecinde en yiiksek
ve en tekrarlanabilir guanin sinyali, 10 pg/mL inozin siibstitiiye miRNA-34a prob
ve 35 pg/mL hedef miRNA-34a dizisi arasinda gergeklesen hibridizasyon sonrasi
elde edildigi i¢in optimum hedef dizi konsantrasyonu, 35 pg/mL olarak segildi.

10 pg/mL miRNA-34a inozin siibstitiye DNA prob ile konsantrasyonlari
5-35 pg/mL araliginda degisen miRNA-34a hedef dizisi arasinda elektrot
yiizeyinde gerceklesen hibridizasyon sonrasinda Olgiilen guanin yiikseltgenme
sinyaline dayali olarak, tayin sinir1 (DL) (Miller and Miller, 2005) % 93
giivenilirlikle 7,52 pg/mL (40 pL 6rnekte 42,7 pmol) olarak hesaplandi.
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Se¢imlilik caligmasi, 10 pg/mL inozin siibstitiye miRNA-34a prob ve
35 pg/mL hedef miRNA-34a, yada diger miRNA dizileri; miRNA-16,
miRNA-155, miRNA-15a, miRNA-660 veya karisim ornekleri (miRNA-34a :
MIiRNA-16, miRNA-34a : miRNA-155, miRNA-34a : miRNA-15a, miRNA-34a :
MIRNA-660 karisimlari varliginda) DPV teknigiyle test edildi. Elde edilen
sonuclara gore, ¢alismamizda gelistirdigimiz CA-GO-PGE biyosensor ile farkli
mikroRNA’larin varliginda bile diziye bagli olarak miRNA-34a'ya se¢imli bir

davranis sergiledigi gozlendi.

Literatiirde asili civa damla elektrodu (HMDE) (Bartosik et al., 2013; 2014),
indiyum bakir oksit (ITO) (Gao et al., 2006; 2007b; 2013; Wang et al., 2014),
altin elektrot (AuE) (Ge et al., 2014; Meng et al., 2013; Gao and Yu., 2007a; Ren
et al., 2013; Peng et al., 2014; Wen et al., 2013), perde baskili elektrot (SPE) (Lusi
et al., 2009; Bettazzi et al., 2013; Cheng et al., 2014; Labib et al., 2013; Erdem et
al., 2015; Ma et al., 2016), camsi karbon elektrot (GCE) (Tran et al., 2013a; Yin
et al., 2012b; Liu et al., 2014) kullanilarak miRNA tayinine yonelik gelistirilen
elektrokimyasal biyosensorlere kiyasla, ¢alismamizda CA-GO modifiye PGE
kullanimi ile daha kisa siirede, pratik, duyarli ve se¢imli bir sekilde, voltametrik
miRNA analizleri gergeklestirilmistir. Kullan-at tipi PGE’ler, minyatiirize edilerek
cip teknolojisine uyarlanabilme 0&zellikleriyle metal elektrotlar ya da civa
elektrotlara gore daha avantajli olup, son yillarda diisiik maliyetleri sebebiyle yeni
biyosensor teknolojilerinin gelistirilmesinde perde baskili elektrotlara kiyasla daha
fazla tercih edilmektedir. Ayrica literatiirde GO modifiye edilerek gelistirilen
diger elektrokimyasal biyosensorlere kiyasla, ¢aligmamizda kovalent ajan
kullanimi, PGE kullanimi ve uygulanan deneysel yontemler ile daha kisa siirede,
pratik ve duyarli bir sekilde GO modifiye edilmis biyosensor tasarimi
gerceklestirilmistir (Yang, et al., 2013b; Alwarappan et al., 2009; Hajihosseini et
al., 2016; Xue et al., 2014; Kim et al., 2010).
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Tablo 6.1. Literatiirdeki bazi GO modifiye elektrokimyasal biyosensorlerin kiyaslanmasi.

Elektrot | Tayin edilen | Hibridizasyon | GO modifikasyonu
tipi madde siiresi siiresi
Alwarappan GCE dopamin, - 5 saat
etal., serotonin
2009
Hajihosseini GCE helikobakter 2 saat -
etal.,, pilori *ortam sicakliginda
2016 kurutma
Xue et al., GCE serotonin - 12 saat
2014
Kimetal., GCE dopamin - -
2010 *kizilotesi lambasi
ile kurutma
Tez PGE miRNA-34a 60 dk 15 dk
calismasi

miRNA tayinine yonelik izlenen deneysel prosediirlerde, manyetik
partikiillere dayali herhangi bir ara Ornek hazirlama basamaginin olmamasi
(Erdem and Congur, 2014a), elektrokimyasal tayin asamasinda enzimatik
reaksiyon (Erdem et al. 2013), ya da elektroaktif bir indikatoriin baglanmasina
dayali ek bir deneysel basamak igermemesi sebebiyle, bu calismada gelistirilen
deneysel prosediiriin daha pratik ve daha ekonomik oldugu goriilmektedir.
Projede elde edilen sonuclar degerlendirildiginde, kanser, diyabet,
Alzheimer, kardiyovaskiiler hastahklar gibi birbirinden olduk¢a farkh
hastaliklarin biyobelirteci olan miRNA-34a'nin elektrokimyasal tekniklerle
kisa siirede, secimli ve duyarh bir sekilde tayininin ¢alismamizda tasarlanan
CA-GO-PGE’ler kullamlarak gerceklestirilebilecegine karar verilmistir. Bu
kapsamda tez calismasinda gelistirilen GO modifiye -elektrokimyasal

biyosensorler literatiirde bir ilk olma 6zelligini tasimaktadir.

Tez c¢alismasinda, miRNA’larin analizine yonelik gelistirilen ¢ip
teknolojisinin "tani kitleri (point-of-care; POC)" pazarinda oldukga biiyiik bir payi
bulunmaktadir. Gelistirdigimiz GO tabanli elektrokimyasal biyosensorlerin
gelecekte cip teknolojisine uyarlanabilecegi, boylece ucuz, pratik, secimli ve
duyarli bir sekilde miRNA analizlerini gergeklestirebilecek yeni ¢ip
teknolojilerinin bu pazarda yer bulacagi, bu sayede iilke ekonomisine katkida

bulunulacag1 ongoriilmektedir. Bunun yanisira, hastanelerde kisa siirede cesitli
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kanser tiirlerine ait biyobelirteclerin, demans, Alzheimer, Parkinson’s gibi
ndrodejeneratif hastaliklarin, obezite, diyabet, gibi metabolik hastaliklarin tayini,
gelistirdigimiz elektrokimyasal biyosensor platformlarmma dayali tanmi kitleri ile
gerceklestirilebilecegini timit ediyoruz. Boylece norodejeneratif hastaliklarin
erken teshisi saglanabilecek ve hastanin tedavi siireci hizli bir sekilde

baslatilabilecektir.
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