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OZET

SEFTAZIDIM-DNA ETKILESIMININ DNA BIYOSENSORLERI iLE
INCELENMESI

Begiim Tug¢e KURTOGLU
Yiiksek Lisans Tezi
Analitik Kimya Ana Bilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Giiltekin GOKCE
2021, xi+81 sayfa

Seftazidim, agir bakteriyel oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan oldukga genis
spektrumlu bir III. kusak sefalosporindir. Bu ¢alismada seftazidimin tek sarmal ve ¢ift
sarmal calf thymus DNA ile etkilesimi tek kullanimlik kalem grafit elektrotlar
kullanilarak voltametrik ve impedimetrik yontemlerle ayr1 ayr1 incelenmis ve elde edilen
sonuclar karsilastirilmistir. Calisma sirasiyla kalem grafit elektrotlarin elektrokimyasal
olarak aktive edilmesi, elektrot yiizeyine DNA probunun pasif adsorpsiyon ile
immobilize edilmesi ve DNA’nin seftazidim ile etkilesiminin voltametrik ve
impedimetrik olarak incelenmesi ve sonuglarin istatistiksel verilerle agiklanmasi
basamaklarini icermektedir. Calismanin her basamaginda pH, sicaklik, derisim ve zaman
optimizasyonlar1 yapilmistir. Calismada seftazidim-DNA etkilesimi  dontistimli
voltametri, diferansiyel puls voltametrisi, kare dalga voltametrisi ve elektrokimyasal
impedans spektroskopisi teknikleri ile incelenmigtir. Tek sarmal ve ¢ift sarmal DNA
kullanilarak seftazidim tayini i¢in en diisiik tayin sinirlar1 sirasiyla voltametrik olarak 2,40
ppm ve 2,38 ppm; impedimetrik olarak 0,97 ppm ve 1,09 ppm olarak bulunmustur. Deney
sonuglart seftazidimin DNA'ya elektrostatik olarak baglandigin1 gostermistir. Projede
caligma elektrodu olarak kalem grafit elektrot, referans elektrot olarak Ag/AgCl ve kars1

elektrot olarak platin telden olusan {i¢lii elektrot sistemi kullanilmistir.

Anahtar Kelimeler: Seftazidim, Kalem grafit elektrot, Tek sarmal DNA, Diferansiyel

puls voltametrisi, Kare dalga voltametrisi, Impedimetrik DNA biyosensorii



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CEFTAZIDIME-DNA INTERACTION WITH DNA
BIOSENSORS
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Supervisor :Prof. Dr. Giiltekin GOKCE
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Ceftazidime is a very broad spectrum belongs to Il1. generation cephalosporin used in the
treatment of severe bacterial infections. In this study, the interaction of ceftazidime with
single-stranded and double-stranded calf thymus DNA was investigated separately using
voltammetric and impedimetric methods with disposable pencil graphite electrodes and
the results obtained were compared. The study includes the steps of electrochemically
activating pencil graphite electrodes, immobilizing the DNA probe onto the electrode
surface by passive adsorption, analyzing the interaction of DNA with ceftazidime
voltammetrically and impedimetrically and explaining the results with statistical data.
pH, temperature, concentration and time optimizations were carried out in every step of
the study. In the study, ceftazidime-DNA interaction was investigated by cycling
voltammetry, differential pulse voltammetry, square wave voltammetry and
electrochemical impedance spectroscopy techniques. The detection limits for ceftazidime
determination using single-stranded and double-stranded DNA were estimated
respectively of 2,40 ppm and 2,38 ppm voltammetrically; 0,97 ppm and 1,09 ppm
impedimetrically. Experimental results showed that ceftazidime binds to DNA as
electrostatically. In the project, a triple electrode system consisting of pencil graphite
electrode as working electrode, Ag / AgCl as reference electrode and platinum wire as

counter electrode were used.

Keywords: Ceftazidime, Pencil graphite electrode, Single-stranded DNA, Differential

pulse voltammetry, Square Wave Voltammetry, Impedimetric DNA biosensor
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1. GIRIS

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Niikleik asitler canlida genetik bilginin aktarildigi, saklandigi ve tagindig1 molekiillerdir.
1960’11 yillarda niikleik asitlerin elektroaktivitesi Palecek tarafindan kesfedilmistir. Bu
sayede bu molekiillerin tayini i¢in bir¢ok elektrokimyasal ¢alismalar gerceklestirilmigtir
[1]. Bircok bilesigin taninmasinda ve incelenmesinde niikleik asitlerin kullanimi biiyiik
onem tasir hale gelmistir. 1950°1i yillarinda ise Crick ve Watson tarafindan
deoksiriboniikleik asit (DNA) kesfedilmistir. Bu kesif sonrasinda yapilan cogu
arastirmalar DNA etkilesimine dayali biyosensorler ile ilgili olmustur ve bu

biyosensorlerin gelismesine odaklanilmistir [2,3].

Deoksiribontikleik asit (DNA), tiim canlilar i¢in biiylik 6nem tastyarak gen aktarimini
gercgeklestirir. Kendinden daha kii¢iik molekiillerle elektrostatik olarak ya da olmayarak
etkilesim yapar. Meydana gelen bu etkilesimlerin olumlu veya olumsuz sonuglari olabilir.
Bu yilizden invivo olarak genlerin mutasyonu, hastaliklarin nedenleri, DNA
kopyalanmasi, DNA hedefli ilaglarin tayini ve etki mekanizmasiyla ilgili konular ¢cok
onemli bir yere sahiptirler. Ozellikle son zamanlarda anahtar konulardan en énemlisi
olarak sOylenmektedir [4]. Bu nedenle son yillarda elektrokimyasal DNA
biyosensorlerinin gelistirmesine ve kullanimma yonelik elektrokimyasal yontemlerin

kullanimina ilgi biiyiik dl¢iide artmustir.

Elektrokimyasal sensorler yani algilayici sistemler analitik kimya olmak iizere; tip,
miihendislik, kimya, biyoloji, optik, savunma sanayisi, gida tiretim analizleri vb. pek ¢cok
bilim dalinin bilgilerinden yararlanarak kendisine pek cok uygulama alan1 bulmus ve
calismalarimizin temelini olusturmustur. Elektrokimyasal sensorler IUPAC (Iternational
Union of Pure and Appilied Chemistry) tarafindan “Iyonlara secici ya da kimyasal
bilesiklere tersinir bir sekilde cevap veren ve konsantrasyona bagimli elektriksel sinyaller

olusturan kiigiiltiilmiis cihazlar” olarak tanimlanmistir [5].

Tayini gerceklestirilecek olan molekiiliin biyo algilayici bilesenle etkilesmesinden sonra
olusan sinyalleri elektrokimyasal sinyallere ¢eviren sistemlere elektrokimyasal
biyosensorler denir. Elektrokimyasal sistemlerin yapilarina bir biyolojik element (enzim,

DNA, hiicre vb.) katildiginda biyosensor ismini alirlar [6].
1



Biyosensorler, biyolojik olay1r algilayan iglenebilir hale getirerek onu bir sinyale
dontistiiren analitik aletlerdir [7]. Biyosensor kelimesi “biyo” (biyolojik kokenli) ve
“sensor” (algilayici) gibi iki ayr1 kelimenin bir araya gelmesiyle olusan gelen nitel ve

nicel analiz yapabilen karmasik yapili cihazlardir [8].

Canli yapist biyosensorlere verilebilecek en iyi 6rnektir. Clinkii canlilar bulunduklar
cevreyle viicutlarinda sahip olduklar fiziksel ve kimyasal biyolojik sensdrler ile iletisim
kurabilirler. Mesela duyu organlariyla gorebilirler, tadabilirler, dokunabilirler veya
konusabilirler. Bundan kaynakli biyolojik sensorler canlilart kapsayan tiim alanlarda

kullanilirlar.

Biyosensorler son zamanlarda hayati kolaylastiran en 6nemli etken haline gelmislerdir.
Biyosensorler 6l¢iimii yapilacak olan maddelerin biyolojik sinyallerini elektriksel sinyale
ceviren analitik cihazlardir. Bu cihazlar iki doniistiiriiciiden yani elektrokimyasal ve
biyokimyasal sistemlerden meydana gelirler. Bu sistemlerden elektrokimyasal olan kism1
analizi yapilacak olan maddenin analiz sonucu sayisal verilere doniistiiriirken,

biyokimyasal kismi ise analizi yapilacak olan maddeyle etkilesim yaparak maddeyi tanir.

Literatiire baktigimizda teknolojinin gelisiminden ve biyolojik bilesenlerin hassas
duyarliligindan kaynakli son yillarda biyosensorlerin kullanimi 6nemli 6l¢lide artmustir.
Biyo algilayici olarak niikleik asitler, enzim, antikor, reseptor vb. maddeler kullanilmistir.
Bu cihazlarda en 6nemli biyo algilayici olarak ise DNA kullanilmistir. Biyo algilayici
olarak DNA’nin kullanilmas1 DNA-madde etkilesimi hakkinda miktar tayini ve
etkilesiminin incelenmesi i¢in Onemlidir. Bu nedenle de elektrokimyasal DNA

biyosensorleri oldukga gelismistir ve bu alanda birgok ¢alisma yapilmistir [9].

Biyosensorler biyolojik algilayici olarak Deoksiriboniikleik asit (DNA) nin kullanildig
cithazlara DNA biyosensorleri (Genosensorler) olarak adlandirilir [10]. Genosensorler
bulasic1 ve kalitsal hastaliklarin tespit edilmesinde hizli sonuglar almada olanak
tanimaktadir. Bu sayede DNA ile etkilesim yaparak DNA’ya zarar veren maddelerin

tespitini saglar.

Deoksiribontikleik asit ilag molekiilleriyle ve kimyasal maddelerle ile etkilesim de
bulunurlar. Bu etkilesimde gelistirilen metotlarin arastirilmas, ilag tayinine yonelik yeni

metot gelistirme bakimindan oldukga biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu durum anti kanser



etkisi tastyan ilag molekiillerinde DNA ile etkilesmesinden kaynakli hizli ve giivenilir bir

sekilde ortaya konmasi ve ilag gelistirme bakimindan biiyiik 6nem tagimaktadir [11-13].

Deoksiribontikleik asitin yapist Adenin, Guanin, Sitozin ve Timin bazlarindan meydana
gelir. Bilinen bir oligoniikleotid dizisine sahiptir. Bu yapilar DNA biyosensorlerinde
ligand olarak kullanilir. Bu sayede son zamanlarda DNA biyosensorlerine ilgi 6nemli
Olclide artmistir. DNA biyosensorleri kullanilarak bazi ilaglarin ve DNA hedefli
maddelerin DNA iizerinde meydana getirdigi etkilerin ortaya c¢ikarilmasi i¢in ve
mutasyon tayinlerinde, maddelerin toksik etkilerinin bulunmasinda ya da bu maddelerin

etkilesim mekanizmasinda kullanilabilirler [14].

Elektrokimyasal DNA biyosensorleri temel olarak kullanilacak olan ilag, madde, protein,
toksin vb. maddeler ve DNA’nin elektrot yiizeyine immobilize edilmesiyle ve etkilesim
sonrasinda  DNA’nin  ve maddenin yapisinda meydana gelen degisimlerin
elektrokimyasal metotlarla incelenmesinde, miktar tayinlerinde ve DNA’da meydana

gelen hibridizasyonu incelemede kullanilir.

Elektrotlar hizli seri kullanim i¢in kiiclltiilebilir ve farkli sekillerde diizenlenip
kullanilabilirler. Biyolojik tanimada elektrotlar; elektrot-¢ozelti ara yiizeyinde olusan

elektrik sinyaline, empedans ya da potansiyel degisimlerine doniistiirebilirler [15,16].

Elektrokimyasal DNA biyosensorleri sayesinde DNA ve ilag etkilesmesinde meydana
gelen sinyallerdeki artis veya azalma olaylar1 gozlemlenir. Bu biyosensdrler daha ¢ok anti
kanser ilaclarla DNA arasinda meydana gelen etkilesimi gozlemlememize olanak
saglamaktadir. Bu yontem kullanilarak DNA’daki hasar1 bulma i¢inde calismalar
gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal DNA biyosensorleri kullanim agisinda oldukca

hizli, hassas ve basit analizler gergeklestiren metotlardan biridir [17-19].

Yapilan c¢aligmalarin igerigine gore DNA-madde etkilesmesinde meydana gelen
sinyallerden elde edilen madde cevaplarma ya da DNA’daki guanin ve adenin
sinyallerinde olusan artma veya azalmaya bagli olarak elektrokimyasal tayinler
yapilmaktadir. Bu sinyallerde olusan artma ya da azalmaya gore etkilesimde meydana

gelen olayin nasil oldugu aciklanir [20].

Elektrokimyasal yontemler diger yontemlerin aksine daha se¢imli, hizli, az miktar madde

kullanilarak 6l¢iim yapma olanagi, basit, kolay ve maliyet bakimindan ucuz yontemlerdir.



Elektrokimyasal DNA biyosensorleri DNA-DNA veya DNA-madde etkilesmeleri
sonucunda meydana gelen sinyalleri incelemek, olusan kompleks yapilari anlamak,
baglanma sabiti, maddenin etkilesimi esnasinda ortaya c¢ikan serbest radikallerin
gozlemlenmesinde belirlenmesinde ve maddenin hangi noktaya sabitlendigi bolgenin

yapisini bulmada olanak saglar.

1.2. Arastirmanin Amaci

Calisma da tasarimi gergeklestirilen elektrokimyasal DNA biyosensorleriyle DNA-
antibiyotik arasindaki etkilesimde meydana gelen degisiklikleri incelenmesi
amaglanmistir. SEF ile tek ve ¢ift sarmal DNA kullanilarak arlarindaki degisimler ayri
ayr1 deneyler yapilarak incelenecektir ve hangisinin en uygun tanima yiizeyi

olabilecegine bakilacaktir.

DNA-SEF etkilesimlerinde meydana gelen degisimleri SWV ve EIS yoOntemleri
kullanilarak bagimsiz birbirine paralel deneyler yapilacaktir. Bu sekilde bu yontemlerin
tstiinliikleri bulunan tayin miktarlari temel alinarak karsilastirma yapilacaktir. Ancak,
elektrokimyasal DNA biyosensorlerinin tasariminda kullanilan bazi elektrotlarin yani
platin, altin, karbon pasta, camsi karbon gibi indikatdr elektrotlarinin maliyetleri ¢ok
yiiksektir. Bizim bu ¢alismamizda amaglarimizdan bir digeri ise indikator elektrot olarak
PGE’nin kullanilmasi1 ve bu elektrotun digerlerine gore tasarimi oldukga basit, maliyeti

ucuz ve duyarlilig1 da ¢ok yiiksek oldugunun kanitlanmasi olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Elektrokimya

Elektrokimya, maddelerin elektriksel davraniglarini inceleyen bilim dalidir. Bu
elektriksel davraniglar sonucunda meydana gelen kimyasal ve fiziksel degisiklikler
gozlemlenir. Elektrokimyasal tepkimelere indirgenme-yiikseltgenme tepkimeleri de
denir. Bunun nedeni ise elektriksel olaylarda meydana gelen elektron ve yiik aktarimidir.
Elektrokimyasal tepkimeler, bir diizenekle -elektrokimyasal hiicre igerisinde
gerceklestirilir. Bu tepkimelerin meydana gelebilmesi i¢in; analiti igeren bir ¢ozelti,
elektrot sistemi ve elektrotlart birbirine baglayan transistor (¢evrim sistemi) gereklidir.
Elektrot sistemi dedigimiz bu sistem genellikle {i¢lii elektrot sisteminden olusur. Cozelti

olarak ise tampon ¢ozeltiler kullanilir.

Potansiyostat

<-. Yardimex

——— = Elekirot

Kargilagtirma

Elektrodu - Callarran

Elektrodu

» Elektrolit

U

M*‘&/

Sekil 2.1. Elektrokimyasal Hiicre ve Biyosensor Diizenegi

Uclii elektrot sisteminde referans elektrotu, ¢alisma elektrotu ve yardimci elektrottan

olusmaktadir.

2.1.1. Elektrokimyasal Tabakalar

Elektrokimyasal 6l¢iimler esnasinda elektrot yiizeyiyle analit arasinda kiitle aktarima

bagli heterojen tabakalar meydana gelmektedir [21].



Olusan tabaka sekil 2.2°de gosterildigi gibidir. Sekil 2.2°de gosterilen bolgelerden ilk
bolgede ¢ozelti Tiirbiilent ve laminer akis bolgelerinin olusturdugu ¢ozeltiden meydana
gelen ve burada olusan kiitle aktarimi karistirici tarafindan iletimle saglanir. Diger
bolgede ise elektrot yiizeyinde olusan y kalinhigindaki Nernst difiizyon tabakasini
olusturur. Durgun difiizyon tabakasi i¢inde kiitle aktarimi, ayni karistirilmayan

cozeltilerdeki gibi yalnizca difiizyonla olusur [21].
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Sekil 2.2. Elektrot yiizeyinde olusan tabaka semasi

Tiirbiilent akis tabakasi: Cozelti yigininda meydana gelir.

Laminer akis bolgesi: Diizgiin paralel olacak sekilde sivi tabakalariyla elektrot ylizeyinde

birbiri lizerine kayarlar. Yiizeye yaklasildiginda ise laminer akis olusur.

Nernst difiizyon tabakast: Elektrot ylizeyine mesafesi & cm olan laminer akisin hizi

elektrotla siv1 arasindaki stirtiinmeden dolayi sifira yakin olur. Bundan kaynakli elektrot

etrafinda durgun, ince bir ¢ozelti tabakasi olusur.

Maddelerin elektrokimyasal davraniglarinin ve 6zelliklerinin analiz islemlerinde yapilan
yontemlere elektroanalitik yontemler adi verilir. Elektroanalitik yontemler i¢in kullanilan
aletler diger yontemlerde kullanilanlara oranla daha diisiik maliyete sahiptir. Bu
yontemlerle analiz edilecek maddeleri oldukca diisiik tayin sinirlarina kadar ulasabilirler.
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Elde edilen dlgliimler pek ¢ok kez element ya da molekiiliin yiikseltgenme basamagi i¢in

secicidir [22,23].

Elektroanalitik yontemler, maddelerin ara yiizeylerindeki yiik aktariminin adsorpsiyonu
ve derecesi, sitokiyometrisi, kimyasal tepkimelerin denge sabitleri ve hizlari, kiitle

aktarim hizlaryla ilgili bilgiler verir [24,25].

Bu yoOntemlerde kullanilan cihazlarin diger yontemlerde kullanilan cihazlara oranla
yiiksek hassasiyet ve duyarliliklari, maliyet bakiminda ucuz olmasi, hizli ve dogru yanit

alimi, kolay kullanilabilir olmas1 gibi pek ¢ok agidan bize avantajlar sunmaktadir.

Elektrot-¢ozelti sistemine elektriksel etki uygulanarak sistemin verdigi cevabi Olgen
yontemlere elektroanalitik yontemler denir. Elektroanalitik yontemlerin hepsinde
potansiyel, akim ve zaman Olglimleri yapilir. Yapilan elektroanalitik dl¢limlerde, iki
sekilde Ol¢lim yapilir. Bunlardan ilki belirli potansiyel araliginda tarama yapilmasiyla
meydana gelen akimin dlgiilmesi, digeri ise akimin sifir veya ¢ok diisiik oldugu potansiyel

araliklarinda 6l¢iildiigi 6l¢timlerdir.

Elektroanalitik yontemleri, elektrokimyasal hiicrelerin akimin varligir veya yokluguna

dair isleyisine gore statik ve dinamik olarak iki sinifa ayrilir.

Elektroanalitik Yontemler

AraYlzey Analiz Ortaminin
Yéntemleri TamamindakiYéntemler
|
I : 1 I I
Statik Yéntemler Dinamik Yéntemler Konduktometri Konduktometrik

] Titrasyonlar

Potansiyometri Potansiyometrik
Titrasyonlar

Kontrolli Sabit Akim
Potansiyel

|
I I I |
Sabit elektrot  y/ojtametri Amperometrik Elektrogravimetri
potansiyel Titrasyonlar
kulometrisi

Kulometrik Elektrogravimetri
Titrasyolar

Sekil 2.3. Elektroanalitik yontemler semasi
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2.1.2. Voltametri

Voltametri, elektroda uygulanan gerilimin fonksiyonu olarak akimin olgiilmesine
dayanan elektroanalitik yontemlere denir. Olgiim sonuglarina gore ¢izilen grafige ise
voltamogram denir. Bu yontemde hiicreye ¢alisma elektrotuyla karsilastirma elektrodu
arasinda uygulanan ve zamanla degistirilen gerilime kars1 hiicrede ¢alisma elektrotuyla

karsit elektrot arasinda meydana gelen akim 6lgiiliir.

Voltametride bazi durumlarda gerilim degeri sabit tutularak veya istenilene gore
degistirilerek madde miktarina bagl olarak meydana gelen akim 6lg¢iiliir. Bu yontemde
maddeyi analiz etmek i¢in elektroda uygulanan gerilim aralig1 kullanilacak olan ¢alisma

elektrotuna, kullanilan ¢dzeltiye ve elektrolitlerin tiiriine baglidir.

Voltametri analitik olmayan pek ¢ok deneysel caligmalarda kullanilabilir ve fiziko,

biyokimya, inorganik gibi alanlarda yaygin kullanim alanina sahiptir.

Bu yontemde ¢ogunlukla kullanilan ¢alisma elektrotlari, kutuplanmay1 fazlalagtirmak
icin; yiizey alanlarini birka¢ milimetrekare, baz1 uygulama yontemleri icin ise birkag
mikrometrekare ya da alani kii¢iik mikro elektrotlardan meydana gelirler. Voltametri

yonteminde deneysel ¢alisma yapilirken ti¢lii elektrot sistemi kullanilir.

POTANSIYOSTAT

(v 111
R {
Bt R o
yardhnc:
elektrot
l »
referans
elektrot

caligsma elektrodu

Sekil 2.4. Uclii elektrot sistemi
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2.1.2.1. Voltametride Kullamilan Uyarma Sinyalleri

Voltametri yonteminde, kullanilan yonteme, elektrotlara ve elektrokimyasal hiicreye gore
bir uyarma sinyali uygulanir. En ¢ok kullanilan uyarma sinyalleri ise diferansiyel puls,

kare dalga, dogrusal taramali ve liggen dalga voltametrisidir.

Elektrolitte olan bir tanecigin tasinabilme durumu igin, elektrolitteki tanecige bir kuvvetin
etki etmesi gereklidir. Bu etki eden kuvvet elektriksel, mekanik veya kimyasal yonde bir

kuvvet olmalidir [26].

Elektrokimyasal hiicrenin ¢alismasi bakimimdan maddenin elektrot yiizeyinde aktarimi

ti¢ sekilde gerceklestirilir [27]. Bu aktarim yollar1 sekil 2.5’te gdsterilmektedir.

Dogrusal Dferansiyel
taramah puls
E £
POLAROGRAFI DIFERANSIVEL PULS
POLAROGRAFISI
HIDRODINAMIK
VOLTAMETRI
Zaman —» Zaman —»
Kare Ucgen
dalga

E KARE DALGA £ DONOSOMLD
VOLTAMETRIS| f VOLTAMETRI

Zaman —» Zaman —+

Sekil 2.5. Voltametride kullanilan yontemlerde potansiyel uyarma sinyalleri

2.1.2.2. Voltametri de Kullanilan Elektrotlar

2.1.2.3. Calisma Elektrotlar

Calisma elektrotlari, yiizeyinde analiz yapilacak maddenin yiikseltgenip indirgendigi
elektrotlardir. Bu elektrotlarin yapisinda altin, bizmut, platin, civa, grafit, karbon bazli
kat1 elektrotlar ya da bu elektrotlar farkli malzemelerin modifiye yapilmasi sonucunda

meydana gelen elektrotlardir.



Calisma elektrotlart zamanla gerilimi dogrudan olarak degisen elektrotlardir. Bu
elektrotlar gerilim ¢aligma araliklar1 birbirlerinden farklidir ve gerilim araliginin tespiti
oldukca 6nemlidir. Gerilim yani potansiyel aralig1 ¢6ziiciiye, kullanilan elektrolit tiiriine,

pH’a ve elektrot tiirtine gore degismektedir [28].
Caligma elektrotlar1 yapilarindan dolay1 gruplara ayrilmaktadir. Bu gruplar su sekildedir:
Karbon esash elektrotlar:

Potansiyel araligi agisindan ¢ok genis bir araliga sahiptirler ve maliyet agisindan ucuz
olmasindan dolay1 elektrokimyasal yontemlerde yapilan analizlerde sik kullanim alanina
sahiptirler [29]. Bu elektrotlara karbon pasta elektrodu (CPE), kalem grafit elektrot (PGE),
camsl1 karbon elektrot (GCE), perde baskili karbon elektrot (SPCE) 6rnek gosterilebilir [30-
32].

Camsi Karbon Elektrot (GCE):

Cams1 karbon elektrot (GCE), yiiksek elektriksel ve mekaniksel 6zelliklere sahip, tekrar
edilebilirligi yiiksek, genis potansiyel araligina sahip olmasindan dolay1 kullanim alani
cok genis bir elektrottur. Cams1 karbon elektrotlarinda carbon materyali ya fenol /
formaldehit polimerlerinin ya da poliakrilonitrilin 1000°C - 3000°C basing altinda
karbonizasyona ugramasindan kaynakli meydana gelirler. Bu elektrotlarin yiizeyi fiziksel

acidan dayaniklidir. GCE, kii¢iik polar bulunduran amorf yapidadir.
Karbon Pastasi Elektrotu (CPE):

Karbon pastasi elektrot (CPE), kullanim agisindan pratik ve maliyeti diislik elektrotlardir.
CPE, hazirlanmasinda baglayic1 etken kullanilir. Bu baglayici etken madde mineral,
silikon, parafin, bromonaftalen olabilir. CPE, ylizey yenilenmesi basit olmas1 nedeniyle

oldukca yaygin kullanim alanina sahiptir [33].
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Sekil 2.5. Karbon Pastas1 Elektrot
Perde baskili karbon(grafit) elektrotlar(SCPE):

Perde baskili elektrotlar, son zamanlarda oldukca yaygin sekilde kullanilmaktadir ve tek
kullanimliktirlar. Diger elektrotlara gére maliyet bakimindan ucuz degildir. Son yillarda
ozellikle biyosensor teknolojisinin gelecegi olan DNA mikrogip teknolojisinin
uygulanabilirligi agisindan basarili sonuglar veren, kararlilik ve tekrar edilebilirliginden

dolay1 gelecegin elektrotlar: olarak gosterilmektedir [34,35].
Kalem Grafit Elektrot (PGE):

Kalem grafit elektrot (PGE), yiiksek tekrar edilebilirligi, maliyet bakimindan ucuz
olmasi, tayin sinirinin oldukea diisiik olmasindan ve tek kullanimlik olmasindan dolay1

son yillarda bu elektrotlara ilgi oldukc¢a artmistir [36].
Civa Elektrot:

Civa elektrotlar negatif gerilim smirinin oldukga yiiksek olmasi ve civanin kolay
yiikseltgenebilir olmasindan dolayr kullanim alani yaygindir. Bundan dolayr da

elektrokimyasal analizlerde daha yaygin kullanim alanina sahiptirler.
Metal elektrot:

Altin ve platin gibi iletken metallerden yapilmis elektrotlardir. Bu elektrotlar genis bir

gerilim araligina sahiptirler [37].

11



e Teflon viya o Hethen baglant
CHm Teli
Harbon
L} ]
D —— Grafit kalem ucu
c D
Cams karbon
ylreyl
Wardumct alekitrot
Caligma elektrodu
Referans elektrot
lektrikzel
EBaglant

Sekil 2.6. Karbona dayali elektrot gesitleri. (A) Karbon pastasi elektrodu (CPE), (B)
kalem grafit elektrot (PGE), (C) perde baskili elektrot (SPE), (D) Cams1 karbon
elektrot (GCE).

2.1.2.4. Referans Elektrotlar

Referans elektrotlar, ¢aligma esnasinda potansiyeli gevresel etkenlerden etkilenmeyen,
sabit ve ¢alisilan madde bilesimine karsi tepkisiz kalan elektrotlardir [38,39]. Referans
elektrot 6zellikleri su sekildedir:

Polarize edilmemeli

. Kolay hazirlanabilmeli

. Gerilimi sabit olmali

. Tekrar edilebilir olmali

. Cok diisiik akimlarda bile gerilimi sabit kalabilmelidir.

Karsilastirma (referans) elektrotlar1 ¢esitleri vardir. Bunlar:

Standart hidrojen elektrot (SHE)

Standart hidrojen elektrotlar elektrokimya alaninda ilk kullanilan elektrotlardir.
Hazirlanmas: bakimindan zor oldugundan pratik ve hizli sonuclar elde edilecek
caligmalarda diger karsilastirma elektrotlar1 kullanilir. SHE potansiyeli biitiin sicaklik

degerlerinde sifir volt olarak alinir.
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Kalomel Elektrot

Kalomel (Hg2Cl>) elektrotun kolay hazirlanabilir oldugundan galismalara kolaylik saglar
ve bu nedenle yaygin olarak kullanim alanina sahiptirler. Kalomel elektrotlar sicaklik

degisiminden kolay etkilenirler.

Doygun kalomel elektrotun 25 °C’ de potansiyel degeri +0,244 V ¢ dur. Elektrotun

tepkimesi ise su sekildedir:

Hg2Cl2 (s) + 2¢° > 2Hg+2CI (Denklem 2.1)
<_

Giimis—Giimiis Kloriir Referans Elektrot

AgCl+e < Ag+Cl (Denklem 2.2)

Glmisg-giimiis kloriir elektrotu yukaridaki reaksiyonu gerceklestirir. Doygun kalomel

elektrotlara oranla yaygin kullanim alanina ve yiiksek sicakliklarda kullanilirlar.

Bu elektrotlar giimiis yapida telin elektrolitik yontemle giimiis kloriirle kaplanir ve CI’
Iyonu igeren ¢ozeltiye batirilasiyla olusurlar. Daha az analit igeren maddeyle etkilesim

yaparlar.

Standart hidrojen elektro oranla potansiyeli +0,222 V dur. Kalomel elektrotlar gibi yaygin
kullanim alanina sahiptirler ama 60°C’nin Ustiindeki sicaklikta kullanilabildikleri igin

kalomel elektrota gore daha avantajhdirlar.

Glimiis-giimiis kloriir elektrotu giimiis elektrodun giimiis kloriir ile doyurulmus KCI

cozeltisine daldirilmasiyla elde edilir.

Civa — civa (I) siilfat referans elektrot

Potansiyeli siilfat iyonlarimin aktiflikleri ile belirlenir. Daha ¢ok kalomel elektrota
benzerler. Bu elektrotlar sicaklik degisim katsayilar diisiik, kolay hazirlanabilir, tersinir

davranis sergileyen, polarize edilemeyen elektrotlardir.
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Reaksiyon tepkimeleri:

Hg,S0400 + 26~ = 2Hgg,) + SO3° (Denklem 2.3)

2.1.2.4. Karsit elektrot

Uclii elektrot sisteminde yardimer elektrot olarak kullanilirlar. Bunun nedeni ise galisma
elektrotunun polarizasyon potansiyelinin dl¢lilmesinden kaynaklanan hatalar1 ortadan

kaldirmaktir. En sik kullanilan karsit elektrot platin teldir.

2.1.3. Elektrokimyasal Olayda Kiitle Aktarim Yollari

Elektrolitteki bir tanecigin tasinabilmesi i¢in, elektrolitteki tanecige kuvvet etki etmelidir.

Etki eden kuvvet mekanik, elektriksel ya da kimyasal ag¢idan bir kuvvet olmalidir [40].

Elektrokimyasal analizi yapilacak bir maddenin elektrot ylizeyine aktarimi ii¢ sekilde

gerceklesmektedir. Bu aktarim yollar1 sekil 2.7°de gosterilmistir.

Diflizyon Migrasyon Konveksiyon
R @ T o |
= I ] Y E (_® @_} ﬂ—“
.0 4 :

. m b : /\
8 w @ |
¢ * S !
+ @ b |

Uzakhk ‘ Uzaklik Uzakhk

Sekil 2.7. Elektrokimyasal Kiitle Aktarim Olaylarinin Gosterimi

Migrasyon: Disaridan tanecige uygulanan ¢ekim kuvveti etkisiyle bir ivme uygulanacak
ve o yonde hareket edecektir. Elektriksel alanin etkisiyle olusan yiiklii parcaciklarin

tasinmasinda gergeklesen aktarim yoludur. Bir diger adiyla go¢ denir.

Konveksiyon: Yiikseltgenip indirgenebilen maddelerin ¢6zeltide olusturdugu karistirma

ve elektrodun donmesi gibi mekanik kuvvetlerin sebep oldugu kiitle aktarim yoludur.
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Difiizyon: Maddelerin derisim farkindan dolay1 kimyasal kuvvetten kaynaklanan yani az
yogun ortamdan ¢ok yogun ortama ge¢me olayidir.
2.1.4. Voltamogramlar

Voltamogram, voltametrik yontemler sonucu elde edilen sinyallerin potansiyele karsi
akim degerini gosteren grafiklerdir. Dogrusal taramali voltamogramlar voltametrik dalga
olarak bilinen sigmoidal egriler yani S seklinde olusur. Keskin bir artistan sonra meydana
gelen sabit akima simir(limit) akim (is) denir. Bu akim analitin kiitle aktarim islemiyle
elektrot yiizeyine aktarim hiziyla sinirlidir. Bundan kaynakli da analiz yapilacak

maddenin derisimiyle dogru orantilidir. Aralarindaki baglant1 asagida gosterilmistir:

is= K.Ca (Denklem 2.4)
Bu baglantida;
Is : stnir akim
Ca: analit derisimi
k:sabit
Kantitatif dogrusal taramal1 voltametri bu iligskiye baglidir [41].

Elektrot yiizeyinde daha reaksiyon gerceklesmedigi zaman cok kiigiikte olsa bir akim
gozlenir. Bu akim da artik akim denir. YOntemin duyarlilig: artik akimin biiytikliiglinden
anlagilir. Artik akim giderildiginde ya da minimum diizeye diisiirildiigiinde duyarlhlikta

artis meydana gelir.

Yari-dalga potansiyeli, akimin sinir akimimin yarina esit olmasina denir. Bu yar1 dalga

potansiyeli konsantrasyondan bagimsizdir.
E1n ile gosterilmektedir.

Polarografi, damlayan civa elektrotunun kullanildigi voltametriye denir. Hidrodinamik
Voltametri, ¢ozelti veya elektrotun siirekli hareket icinde oldugu dogrusal taramali

voltametriye denir.
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Elektrot sistemine gerilim uygulandig1 zaman ortaya iki akim olusur. Bunlar kapasitif ve

faradayik akimdir.
1-Kapasitif akim (ic):

Elektrolit ¢ozelti igerisindeki bir elektrotun negatif yiikle yiiklenmesi sonucunda
cozeltideki pozitif yiikler elektrota c¢ekilirler. Ters isaretli yiiklerin ara ylizeyin iki
tarafinda birikmesiyle elektriksel bir ¢ift tabaka meydana gelir.

Ara yiizeyde bir potansiyel farki meydana gelir. Burada olusan ara yiizey yani ¢ift tabaka
kapasitor gibi davranir. Kapasitorii yliklemek i¢in ortamda indirgenip yiikseltgenecek bir
madde olmasa bile akim olusur. Burada olusan akim reaksiyona bagli degildir ve

sistemden kaynaklanir. Ve bu akima da kapasitif akim denir.

Kapasitif akim ne kadar kiigiik olursa 6l¢iimde o kadar dogru sonug verir. Fon akimin

meydana gelmesinde etkili etkenlerden biride kapasitif akimdir.

2-Faradayik akim (if):

i=ipt+i, (Denklem 2.5)
Bu baglantiya gore ir azalirsa duyarlilik artar.

Cozelti ve elektrot arasinda yiizeyde olusan akimin iletimi esnasinda elektrotlardan
birinde yiikseltgenme reaksiyonu gergeklesirken digerinde ise indirgenme reaksiyonu
gerceklesir. Bu sekilde reaksiyon sonunda meydana gelen akima faradayik akim denir.

Yani reaksiyonla olusan akimdir.

2.1.4.1. Voltametrik Akimlar

Elektroliz islemlerinde uygulanan gerilime bagl gecen akim, analiz edilecek maddenin
diflizyon tabakasinin dis tarafinda elektrot yiizeyine aktarma hiziyla kontrol edilir. Bu

aktarma hizi;

:E?Cd,'“é?}i' ile verilir. (Denklem 2.6)

Diizlemsel olan elektrot i¢in akim su sekilde gosterilir:

16



i =nFAD (—*‘1)
4\ax (Denklem 2.7)

Bu baglantiya gore:

Nn: Analitin molii bagina elektron mol sayis1

i: Amper cinsinden akim

X:cm olarak elektrottan uzaklik

A: cm?cinsinden elektrot yiizey alani

Da: A'nin cm?s-1 cinsinden difiizyon katsayisi
Ca: mol/cm3 cinsinden A'nin konsantrasyonu

F: Faraday sabiti (96487 Coulomb / mol elektron)

Difiizyon akiminin zamana kars1 fonksiyonu COTTRELL denklemini verir. Bu denklem

su sekildedir:

_ nFAC,D,**

ali2glf2 (Denklem 2.8)

I

2.1.4.2. Elektrokimyasal Bir Olayda Faradayik islemler

Elektrot ve ¢ozelti arasindaki ara ylizeyden akimin iletilmesi esnasinda elektrotlardan
birinde indirgenme digerinde ise yiikseltgenme tepkimesi meydana gelir. Akimin iletimi

esnasindaki tepkime islemlerine faradayik islemler denir. Tepkime;

0+ne” &R (Denklem 2.9)

Bu tepkimede O ve R’nin, ylikseltgenmis ve indirgenmis halini gosterilmektedir. Elektrot
gerilimi, elektroaktif maddenin elektrot ara yiizeyindeki konsantrasyonunun [Co(0,t) ve

Cr(0,t)], Nernst denklemine gore bulunur. Bu denklem;
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23RT Gy
nf C.F: (Denklem 2.10)

T: Sicaklik (°K)

E%: Redoks tepkimesi icin standart potansiyel

F: Faraday sabiti (96487 Coulomb)

R: Gaz sabiti (8,314 JK*mol?)

n: Reaksiyonda transfer edilen elektron sayisi

2.1.4.3. Polarografi

Voltametri de ilk bulunan ve ilk kullanilandir. Bu voltametrik yontemde damlayan civa

elektrotu kullanilir. Polarografi de olusan akim potansiyel egrilerine polarogram denir.

Sinir akim, akimin biiyiikliigl analitin elektrot ylizeyine aktarim hiziyla sinirli oldugunda
gbzlem yapilir. Polarografik sinir akimlarina difiizyon akim da denilmektedir. Bunun
nedeni ise kiitle aktarim diflizyonla meydana gelmesidir. Ve ig ile gosterilmektedir.

Difiizyon akim analitin derisimiyle dogru orantilidir.

Artik akim, destek elektrolite ait polarogramin incelenmesiyle ortamda analit yokken bile
hiicre igerisinde gozlemlenen kiiciik akimlardir. Artik akimlarin meydana gelmesine
neden olan safsizliklarin indirgenmesi ve safsizliklarin igerisinde diisiik miktarda
¢Oziinmiis oksijen, destek elektrolitin tuzdaki safsizliklar ve kullanilan sudan kaynaklana

agir metal iyonlaridir.

Gilintimiizde yiiksek duyarliligi, segiciligi ve kolayligindan kaynakli puls teknikleri
Polarografinin yerini almistir. Bu yontemler duyarlilik ve dogruluk, faradayik olmayan

artik akimin biiyiikliigline baghdir.
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2.1.5. Voltametrik Teknikler

2.1.5.1. Dogrusal Taramah Voltametri

Dogrusal taramali voltametri, uyarma sinyali dogru akim potansiyelinin zamanla dogrusal
olarak artmasiyla olusur. Bu yontem ilk ve en basit voltametrik yontem calisma
elektrotunun geriliminin belli bir hizla arttirilip ya da azaltildig1 yontemdir. Gerilime gore

6l¢iilen akim voltamogramlarda gézlemlenir.

Maksimum pik akimlarii elde etmek i¢in yar1 dalga potansiyel farkin minimum 0,2 V
olmalidir. Potansiyel tarama hiz1 ise 5-20 mVs™? araligin da olmalidir. Voltamogramlarda

sigmoidal(S) egrisi seklindedir [42].

2.1.5.2. Doniisiimlii Voltametri

Déniistimlii voltametri, potansiyelin fonksiyonu olarak akim 6l¢iiliir. Bu yontemde ii¢lii
elektrot sistemi ve durgun bir sistemle ¢alisir. Degisen potansiyel araliklarina kars1 belli
bir aralikta akimda meydana gelen degisimleri grafikte incelenir ve bu grafige
doniisiimlii voltamogram denir. Analiz edilecek maddenin indirgenip yiikseltgenmesi
voltamogramlarda gozlenir. Potansiyel aralifi maksimum degere ulasir daha sonra

tekrardan baglangi¢ noktasina dogru dogrusal olarak geri doner.

x 0 —R
£
]
"
=
~ 1dongi -]
E ileri

T f tarama

E E
-

o] | -

= (—I <

o ileri

Es tarama
i geri
5 tarama
e
Zaman © 0—R
(a) Potansiyel
(b)

Sekil 2.8. (a) Doniisiimlii voltametri de elektroda uygulanan potansiyel- zamani grafigi;
(b) Doniistimlii voltametri de elde edilen akim-potansiyel egrisi
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CV de potansiyel negatif yonlii ya da pozitif yonlii gergeklesebilir. Bu potansiyel
baslangi¢ potansiyelinden bitis potansiyeline dogru uygulanir. Kapasitif akimin en kiiciik
oldugu kisimlarda c¢alisir. 10° M ile duyarhiliklari sinirhdir. Bu yontem miktar
tayinlerinde kullanilabilecek uygun yontem degildir ama analitin hangi potansiyelde nasil

davranis sergiledigi hakkinda bilgi verir.

Doniisiimlii voltametri de bir sistemin hangi potansiyellerde ka¢ adimda indirgeni
yukseltgendigi, elektrokimyasal yonden tersinir davranig sergileyip sergilemedigi,
indirgenme ya da yiikseltgenme {irlinlerinin kararli sekilde olup olmadig1 ve elektrot
tepkimesinde rol alan maddelerin yiizeye tutunup tutunmadigini kolay sekilde anlamay1

saglar [43,44].

2.1.5.3. Diferansiyel Puls VVoltametri

Diferansiyel puls voltametrisi, tayin simirinin diistiriilmesinde kullanilan voltametrik
yontemdir. Genellikle ¢ogu elektroaktif tiirlin eser miktarlarinin tayinlerinin

belirlenmesinde kullanilan yontemdir.

Bu yontemde dogrusal tarama sirasinda akim, pulstan 6nce ve sonra olmak iizere iki defa
Olciiliir. Bu sekilde akimdaki fark uygulanan potansiyele karsi grafik olusturulur ve bu
olusan grafige diferansiyel puls voltamogrami denir. Grafikte voltamogram yiikseklikleri
analiz edilerek maddelerin konsantrasyonuyla dogru orantili olan akim pikleri elde edilir
[45].

Analiz edilecek maddeye ait yar1 dalga potansiyeli;
Ep = E12—- AE/2 (Denklem 2.11)
Formiiliinden bulunur. Burada AE: puls genligini ifade eder.

Potansiyelin ve puls genliginin 1yi bir sekilde secilmis olmasi bu yontemde duyarliligi
arttiran en 6nemli etkendir. Genellikle 50 mV’luk potansiyel farki ile birbirinden ayirt

edilebilirler. Ayirt ediciligi yliksek olan duyarlilik sinirlari arasindadir.

2.1.5.4. Kare Dalga Voltametrisi

Kare dalga voltametrisi (SWV), hizli ve oldukca duyarli bir voltametrik yontemdir. Bu

yontemde 10 ms ’den daha az siirede voltamogramin tamamu elde edilebilir. Ol¢iim sayis1
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arttikca sonuglarm kesinliginin artmas1 da miimkiindiir. Tayin sinir1 107 -10% M

arasindadir.

SWV’de akimlar arasinda fark olusur ve bu fark Ai ile gosterilir. Bu fark iki sekilde
hesaplanir. Yani birincisi potansiyelindeki akimdan, ikinci ise potansiyelindeki akim

degerleri ¢ikartilarak bulunur.

fleri taramada elde edilen iiriiniin geri tarama esnasinda yiikseltgenmesine yetecek kadar
biiytikliikte bir tersinir indirgenmesinde puls boyutu olusur. SWV de ileri puls ile katodik
akim (i1), geri puls ile de anodik akim (i2) olusur. Ayrica akimlar arasinda meydana gelen

fark arttik¢a derisimlerde artar. Bu yiizden derisimle akim dogru orantilidir.

:if E E:| 4

: +3 | = 5

4 o :
E lg-7-#

] TAMAN B) ZAMAN )

Sekil 2.9. SWV de (a) uyarma sinyali (b) puls taramasi ile olusan uyarma sinyali (c)
kare dalga da olugan uyarma sinyalleri

2.1.5.5. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal reaksiyonlarin meydana geldigi anda yiik transfer degerleri hakkinda
bilgi veren yontemdir. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), sivi/kati
ylizeylerin karakterizasyonu i¢in kullanilan bir yontemdir ve bu yiizeylerde dielektrik

ozellikleriyle ilgili bilgi sunmaktadir [43].

Hiicre igerisinde gerilimin zamana bagl siniizoidal degisiminde olusan alternatif akima

kars1 direng meydana gelir.

“V =1. Z” formiiliiyle hesaplanir. (Denklem 2.12)
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Burada;
V: potansiyel(gerilim)
I: alternatif akim

Z: empedanstir.

Devrede meydana gelen direngle empedansin birimi Ohm(€Q)‘dur. Empedans iki

bilesenden olusur. Gergek ve zahiri bilesenleridir. Empedans hesaplanmasi:

Z = empedans

7’ = gercek empedans,

7>’ = zahiri empedans

Z=E,/I,

7=7-j2”’ (i=\-1)

(Denklem 2.13)

(Denklem 2.14)

Zahiri empedans y eksin iizerinde, gergek empedansta x ekseni ilizerinde grafige geger ve

bu grafik Nyquist egrisi olarak bulunur [46].

EIS verileri Bode ve Nyquist egrileri ile grafie gecilir [47]. Hiicre igerisinde redoks prob

cozeltisi kullanilir ve tiglii elektrot sistemiyle calisilir. Prob ¢ozeltisi ferri/ferrosiyaniir

iceren redoks ¢ozeltidir.

-Z (Ohm)

Rs

7

Rct

>

ks

Z (Oh‘;n)

Sekil 2.10. Elektrokimyasal Hiicrede impedimetrik Olgiim Sonrasi Nyquist Egrisi
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Sekil 2.10°da gosterilen Nyquist grafiginde, 6l¢iimde ilk asamada yiiksek frekanslarda
olusan ¢ozelti direnci (Rs), bu ¢ozelti direncini takip eden yarim daire elektrota transfer
yapilan yiike kars1 olusan direng (Ret) ve kiiciik frekanslarda meydana gelen lineer bolge

ise Wamburg empedansi (Rw) sekilde ifade edilmistir.

Sistemin yiik depolamasina Kapasitans denir. Bu yontemle belirlenen bir frekans
aralifinda empedans taramasi yapilir ve elektrot ara ylizeyinde olusan olaylarin

incelenmesinde Rct degerinde olusan degisimler yorumlanir.

EIS yiizey kaplama, yiizey reaktivitesi, hiz ve baglanma sabitleri gibi biyolojik
molekiillerin birbirleriyle etkilesmesiyle olusan karakterizasyonu ile ilgili bilgi sunar. Bu

yontem gilinlimiizde olduk¢a yaygin kullanim alanina sahiptir [48].

2.2. Biyosensor

Biyosensorler, fizik, kimya, tip, mikrobiyoloji, fizik, miihendislik, sanayi gibi pek ¢ok
bilim alaninda bilgi birikiminden multidisipliner anlayis cer¢evesinde faydalanilarak ve
biyolojik molekiillerin ya da sistemlerin sec¢imlilik 6zellikleri ile modern elektronik

metotlarin islem 6zelliklerinin birlesmesiyle gelistirilen biyoanalitik aletlerdir.

Biyosensorler i¢ ige gecmis iki ¢eviriciden meydana gelmektedir. Bu ¢eviricilerden biri
biyokimyasal digeri ise elektrokimyasaldir. Biyokimyasal olan kisim analit ile etkilesime
girerek tanima islemi gergeklestirirken, elektrokimyasal kisim ise bu tanima islevini

okunabilir bir sayisal degere ¢evirir [49].
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Biyosensor
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Sekil 2.11. Biyosensoriin Cevirici Yapisi

Biyosensorler fiziksel bir biiyiikliigii elektriksel verilere doniistiiren yapilardir. Kimyasal
algilayici, kimyasal bilgileri analitiksel olarak faydalanilarak elektrik sinyaline

doniistiiren kiiclik diizeneklerden olusur.

Biyosensorler “biyo” ve “sensor’” kelimelerinin bir araya gelmesiyle olugmaktadir. “biyo”
biyolojik kokenli oldugunu, “sensor” ise algilayici yapida oldugunu gostermektedir.
Biyosensorler kalitatif ve kantitatif analiz yapabilen karmagik aletlerdir. Yani
biyosensorler biyoalgilayicilar i¢in yapilarinda biyolojik algilayici iceren ve

fizikokimyasal doniistiiriicliyle birlestirilmis analitik aletlerdir [50].

Biyosensorler, arttirilmis algima hiz1 ve esneklik acisindan diger tayin tekniklerine oranla
birgok avantaja sahiptirler. Biyosensorler de amag analit i¢erisinde bulunan kimyasalin

derisimiyle dogru orantili bir sinyal elde etmektir.

2.2.1. Bir Biyosensorde Olmasi Gereken Ozellikler

Yiiksek Duyarhhk: Biyosensore tutturulmus biyolojik madde yalnizca belirli maddelere

kars1 duyarli olmasidir.
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Kalibrasyon: Ideal bir biyosensoriin az kalibrasyona ihtiya¢ duymasi veya kalibrasyona
hi¢ ihtiyag duymamasi istenir. Ancak biyosensorler calistiklari zaman dilimi boyunca

kalibre Fakat biyosensorler ¢alistiklar siire boyunca kalibre edilmelidirler.

Yeterli Miktarda Tayin Simiri: Tayin siniri, belli bir konsantrasyon degerinin altinda
olmasi istenmektedir. Yani analiz edilecek maddenin islemdeki en kiigiik
konsantrasyonudur. Tayin sinirin1t madde miktar1, maddenin duyarhilig1 ve elektrot ylizey

alanimin buyiikliigi etkiler.

Kullamm Omrii: Biyolojik ceviricinin aktivitesinin azalmasi biyosensériin kullanim
Omriinii sinirlar. Buna gore biyosensoriin kalibrasyon sikligini, tekrarlanabilirliginin ve
bunlar gibi diger Ozelliklerini de olumsuz agidan etkilemektedir. Bir biyosensoriin

kullanim 6mriiniin uzun olmasi gerekmektedir.

Genis Olciim Arahg: Bir biyosensériin 6lgebildigi analiz edilecek maddenin derisim

araligidir. Aralik az veya fazla oldugu durumlarda Slgiimler sonug vermeyebilir.

Tekrarlanabilirlik: Biyosensor i¢in ayni sartlar altinda arka arkaya gergeklestirilen
Olctimlerde kesinligi icin yapilan islemlerdir. Yapilan deneylerde 6l¢iim sonuglarinin
birbirine yakin olmasi beklenir. Bir biyosensor de tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa

uygulanan yontem o kadar iyi demektir.

Hizhh Yamt Siiresi: akim zaman grafigindeki egriden elektrotun yanit siiresi hakkinda
bilgi alinabilir. Bu grafikte egriler arasindaki basamaklar dar ise yanit siiresinin hizli,

genis ise yanit siiresinin yavas oldugunu gézlemleyebiliriz.

Secicilik: Analitin 6rnek tizerinde varliginin tespit edilmesi ve diger maddelerden farkini

gormek i¢in yapilan islemdir. Biyosensor i¢in en 6nemli degiskenlerdendir.

Basitlik ve ucuzluk: biyosensoriin tasarimi basit, kolay kullanima sahip ve ucuz

olmalidir.

Kararhhik: Biyosensor de calisilan elektrotun kararli (stabil) olmasi istenmektedir.
Biyolojik malzemelerin dayanikliligina, pH, 1s1, nem, oksijen konsantrasyonu gibi

fiziksel etkenler elektrotlarin stabilitesini etkilemektedirler.

Kiiciiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik: biyosensorler tasarim bakimindan oldukca

onemli Ozelliktir. Elektrotlarin boyutlarimin kiiciik ve steril edilebilir olmalidir.
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Sterilizasyonu etkileyen en oOnemli degisken biyolojik materyallerin fiziksel

dayanikligidir.
2.3. Biyosensor Tasariminda Kullanilan Molekiiller ve Molekiillerin Yapilar:

2.3.1. Niikleik Asitler ve DNA

Piirin
% 7
C C N
NT e~ \ HN™ ¢\
H(l: y‘ /CH (I (”‘ /CH
N ~ N N
T N N
N H H,N N H
Adenin (A) Guanin (G)
Primidin
NH, O
[ == | (IL
C CH. -
NZ CH ”‘\I'/ \(ﬁ/ : m\l:/ \lc[‘H
| Il |
C CH C CH C CH
oZ "N~ 0” "N7 oZ N7
H H H
Sitozin (C) Timin (T) Urasil (U)

Sekil 2.12. Piirin ve pirimidin bazlarinin yapisi
Niikleik asit, makro molekiildiir ve nesilden nesile genetik bilgilerin tasindigr ve
korundugu yapidir. Yapitaslarina ise niikleotid denir. Niikleotidler bir araya gelerek
niikleik asitleri meydana gelir. Deoksiriboniikleik asit ve riboniikleik asit olmak iizere iki

yapist vardir.
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Niikleotidler, pentoz sekeri, fosfat grubu ve azotlu bazdan meydana gelir. Azotlu bazlar;
pirimidin ve piirin bazlaridir. i¢lerinde bulundurdugu azotlu baz sayesinde niikleotidler
isimlendirilirler. Pirimidin bazlar1 bir halkali ve alt1 atomlu, urasil (U), sitozin (S) ve timin
(T);piirin bazlariysa ¢ift halkali ve dokuz atomlu, guanin (G), adenin (A)’dir. Urasil (U)
bazi sadece RNA’da bulunur. Deoksiriboniikleik asit (DNA)’da adenin, timin, guanin ve
sitozin bazlar1 bulunur. Riboniikleik asitte ise adenin, urasil, guanin ve sitozin bazlari

bulunur [51,52].

DNA ve RNA arasindaki fark igerdikleri bes karbonlu sekerdeki oksijen atomunun bir

eksik olmasidir ve RNA’da urasil bazi bulunmasidir.
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Sekil 2.13. DNA-RNA Yapilari

Niikleik asitlerin yapis1 belli bir dizilis sirasinda belli say1 ve tiir niikleotidlerin 3'-5'
fosfodiester baglariyla baglanarak poliniikleotid zinciri meydana gelir. 3'-5' fosfodiester

baglariyla baglanma da seker bilesiginin 3' konumundaki karbon kendinden sonra yer



alan niikleotidin seker bilesiginin 5' konumunda yer alan karbona baglanmasiyla meydana

gelir. DNA ve RNA’nin iskelet yapisi fosfodiester baglariyla olusur [53].

Endoniikleaz; molekiildeki niikleotid baglarini pargalayan niikleaz enzimidir. iki

taraftan parcalayan ekzoniikleaz olmak iizere iki niikleaz enzimi vardir.

Deoksiriboniikleik asit (DNA), canli yapisinda biyolojik faaliyetlerin sifresinin aktaran
genleri meydana getirir. Yani genetik bilgiyi aktarir. DNA’da hiicreler igin gerekli olan
maddeleri iireten bilgiler yer alir. Enzim ve proteinlerin biyolojik sentezleri canli

organizmalarin replikasyon ve transkripsiyon yoluyla olur.

DNA molekiillerine ait olan X 1ginlar1 difraksiyon verilerine gore ve Chargaff tarafindan
DNA’da guanin ve sitozin bazlariyla timin ve adenin bazlariin miktarlari birbirine esit
oldugu gosterilmistir. Bundan yola ¢ikarak Watson, Wilkins ve Crick 1950 yillarinda

DNA yapisinin ¢ift zincire sahip ve heliks seklinde bir yap1 onerisinde bulunmuglardir.

p badlar
DNA molek(ll modali Agik bir DNA molek0l( pargasi

Sekil 2.14. DNA’nin Yapis1 ve Dizilim Sekli

DNA’da seker ve fosfat gruplar1 ester bagi ile birbirine baglanirlar. Bazlar ise hidrojen
bagiyla baglanirlar. Adenin ile timin arasinda ikili hidrojen bagi varken sitozin ile guanin
arasinda {i¢lii hidrojen bag1 vardir. DNA’ da ¢ift zincirli sarmal yapida bazlar sarmalin i¢

kisminda. Seker ve fosfat gruplari ise dis kisminda bulunurlar. Bundan dolay1 sarmalin
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ici hidrofobik, dis1 ise hidrofilik yapidadir. DNA 1s1 gordiigli zaman heliks yapis1 bozulur
ve ikiye boliinir. Bu bdoliinmenin nedeni hidrojen baglarinin zayif olmasindan
kaynaklanir. DNA heliks yapisinin boliinmesi durumuna denatiirasyon denir. DNA
tekrar ¢ift sarmal yapisina uygun kosullar altinda geri donebilmektedir. Bu duruma da

renatiirasyon denir.

DNA’nin yapisinda yer alan seker ve fosfat gruplari biitiin niikleotidlerindeki yapisinda
aynidir. DNA molekiiliiniin kendini esleyebilmesi ve kendisinde bulundurdugu bilgiyi
RNA’ya aktarmasi olarak iki gorevi vardir. Kendini eslemesi esnasinda hiicre
boliinmesinin hazirliklariyla kendini kopyalamasi ve kromozomlarin ikiye ayrilmasi
sirasinda DNA kendisinden bir kopya olusturur ve bu olaya da duplikasyon adi verilir.
Diger gorevinde ise RNA’ya aktardigi bilgiyi ribozomlarda enzim, protein sentezinde

kullanir. Ve bu olaya da transkripsiyon adi verilir.

2.3.2. Interkalasyon

DNA’da baz giftlerinin aralarinda, diizlemsel halka sistemine sahip bilesenlerin birbiriyle
giiclii bag kurarlar. Bu baglanma olayina da interkalasyon ad1 verilir [54]. Interkalasyon
olay1r maddenin yapisina gore doniisiimlii (tersinir) ya da doniisiimsiiz olarak meydana

gelir.

DNA interkalasyon olay1 ¢ogunlukla kanserojendir. Bunun nedeni ise DNA’ da ki baz
cifti arasina interkalatoriin girmesi i¢in baz ¢iftleri aralarinin agilmasi beklenir ve DNA
sarmal yapisinda normalin tersi yonde kivrilir. Bu sekilde transkripsiyon engellenerek

zehirlenme ve mutasyon meydana gelir.

Interkalasyon da DNA zincir yapist kirilir ve bu kirilma da DNA senteziyle DNA’ya
bagimli olan RNA sentezini bozar. Buna neden olan maddeleri Topoizomeraz(ll)

enzimiyle inhibe edilir [55].

2.3.3. DNA Hakkinda Kullanilan Terimler

Baz ¢ifti: Karsilikli iki bazin bir araya gelmesiyle meydana gelir. Ornegin adenin ile timin

ya da guanin ile sitozin ¢iftleridir.
Sentez: Yeni DNA’da yeni zincirin uzamasi.

Hedef dizi (Target): Prob dizisine tam anlamiyla karsilik gelen oligoniikleotit.

29



Prob: Hedef dizileri belirlemek amaciyla kullanilan baz dizisi belli olan oligoniikleotit.
Oligoniikleotit: Birden fazla bazin bir araya gelmesiyle olusur.

Diniikleotitler: Bazlardan sadece iki tanesinin bir araya gelmesiyle olusur.
Triniikleotitler: Bazlardan ii¢ tanesinin bir araya gelmesiyle olusur.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PCR): Daha once karar verilmis olan bir primer ¢ifti

tarafindan ¢ift sarmallt DNAnin laboratuvarda sentezlenmesi islemidir.

Tekrarlayan oligoniikleotitler: Polimer icindeki tekrarlayan birden fazla niikleotidi
gosterir. Tekrar1 olan niikleotidlere ise niikleotid sayisina gére mononiikleotite poly (A),

diniikleotite poly (AT), triniikleotite poly (GAT) 6rnektir.

Rastgele dizi (Non complementary): Hedef niikleotid dizisinden farkli bir niikleotid

dizilimine sahip oligoniikleotittir.

Yanhs eslesen dizi (Mismatch): Bir niikleotid ya da birden fazla niikleotidi hedef

dizisindekinden farkli olan oligoniikleotittir.

Cift sarmal tekrarlayan polimerler: 5°- 3’polaritesine sahip olan ve noktayla ayrilarak

ifade edilen niikleotid ¢iftlerinden olusan polimerlerdir.

2.4. DNA Biyosensorleri

Teknolojinin ilerlemesiyle birlikte biyosensor tasariminda niikleik asitlerden meydana
gelen tanima yiizeylerinin kullanilmast artmistir. Bu sayede c¢ip teknolojisine yonelik

DNA biyosensorleri ¢aligmalart ortaya ¢ikmistir [56].

DNA biyosensorlerinde tanima yiizeyi olarak DNA kullanilmaktadir. Bu biyosensorler
Genosensorler de denir. DNA biyosensorleri analiz islemlerinde yaygin kullanim alanina
sahiptir. DNA biyosensorleri spesifik, secimli, analitik, pratik, duyarli, maliyeti diistik,

hizli ve tekrarlanabilir olmasi gibi 6zellikleri vardir [57].

DNA biyosensorleri elektrokimyasal biyosensorler arasinda bulunurlar. Cevirici sistem
ve niikleik asit tanima tabakasinin birlestirilmesiyle DNA biyosensérleri olusur. Bu
biyosensorlerde hibritlesme sonucu meydana gelen elektrik sinyalinden faydalanilarak

analiz islemi yapilir. DNA hibridizasyon biyosensorleri genellikle tek iplik¢i birden fazla
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baz diziminde probun ¢evirici ylizeyine tutturulmasina dayanir. Bu sekilde hibritlesmeyle

hedef dizi bulunur [58].

Maddeler ile DNA arasinda meydana gelen etkilesim, tipta, hastalik teshisinde, analizde,
cevresel aragtirmalarda, ilac etki mekanizmasinin aydinlatilmasinda, toksik madde analiz

islemleri gibi bir¢ok alanda arastirma yapilmaktadir [59].

Genosensorler de elektrot yiizeyine DNA’nin saglam sekilde immobilize edilmesi

gerekmektedir. Bu islemde ii¢ yontemle yapilir:
1. Adsorbsiyon,
2. Kovalent baglanma,
3. Elektrostatik baglanma seklinde yapilir.
Ug asama seklinde DNA biyosensérleri tasarimi yapilir. Asamalar:
1. Probun tutturulmasi
2. Hedef diziyle hibridizasyon yapilmasi

3. Isaretlemesiz ya da isaretlemeye dayali yontemlerin kullanimiyla tayinin

yapilmasi.

Son zamanlar da goriilen gelismeler DNA’ya dayali elektrokimyasal biyosensorler
genetik caligmalar i¢in biiylik 6nem olusturmaktadir. DNA’nin yapisinda bulunan en
onemli elektroaktif iiriin guanindir. Bu biyosensdrlerde de guanine ait sinyaller dogrudan

Olctlebilir.

DNA biyosensorleri bulasici, kalitsal hastaliklarin teshis edilmesinde ¢ok sik kullanilir.

Bakteri, parazit, mantar ve viriis kokenli hastaliklarin belirlenmesinde kullanilirlar.
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2.4.1. DNA - Tlac Etkilesiminin Elektrokimyasal DNA Biyosensorlerle Algilanmasi

Tek iplikcik DNA (prob) Cift iplikcik DNA (prob)

( ELEKTROT ) ( ELEKTROT )

DNA bazlanyla etkilesen
bir hibridizasyon
,/\‘ indikator ile etkilesim
/
\ 8\
/ \, 2 N
\ Elektrokimyasal
. | B E— — |
S T L 't
T Sinyal Gerllim (V)

Sekil 2.15. DNA bazlariyla etkilesen hibridizasyon indikatoriinde DNA dizi algilanmasi

Hibridizasyon indikatdrii icin DNA kullanildiginda DNA’daki bazlarla etkilesim yapiyor.
Bu etkilesim daha ¢cok guanin baziyla yapiliyor. Sekil 2.16.’da da gosterildigi gibi ssDNA
’da meydana gelen sinyali (bazlarin agikta olmasi sebebiyle), hibridizasyondan sonra
olusan dsDNA ’da (bazlar kapali oldugundan) meydana gelen madde sinyalindeki oranla
oldukga fazladir [60].

Hibritlesme tayinleri i¢in kullanila immiinokimyasal ve voltametrik tekniklerle
karsilagtirildiginda voltametrik tekniklerin daha hizli cevap verdigi gozlemlenir. Fakat
cok miktarda bir seri analizi yapilacaksa iyi otomasyona sahip Enzyme Immuno Assay

(ETA) gibi immiinokimyasal yontemlerin kullanilmasi daha uygundur [61].

[lag-DNA etkilesimi en yaygin DNA biyosensérleri kullanilarak calismalar yapilir.
DNA’nin bir bazinda ya da ilacin sinyalinde meydana gelen degismeler takip edilerek

ilag-DNA etkilesim tiirii hakkinda bilgi elde edilebilir [62,63].

[lag-DNA etkilesim tiirleri ii¢ farkli sekilde meydana gelmektedir. Bunlar; interkalasyon,

capraz baglanma ve elektrostatik baglanmadir.
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DNA'’da yer alan ve elektroaktif baz olan adenin/guanin bazlarinin sinyalleri iizerinden
ya da analitin elektrokimyasal sinyali lizerinden yararlanilarak yapilir. Burada 6lciilen
sinyaller de meydana gelen degismelere gore DNA-ilag etkilesimi hakkinda yorumda

bulunulabilinir.

DNA ve ila¢ arasindaki etkilesim, bilesiklerin hizli sekilde goriintiillenmesi ve cihazlarin
gelistirilmesi agisindan olduk¢a Onemlidir. DNA-ila¢ etkilesiminde tayin sirasinda
elektrokimyasal biyosensorlerle; DNA ile ilacin yaydigi kendi sinyalinde olusan artma ya
da azalmayla ve DNA’daki adenin ya da guanin sinyallerinde meydana gelen degisimlerle

pek cok tayin yapilir.
Analitin DNA ile etkilesmesi su sekilde olur;
>  DNA ¢ift sarmal yapisinda olan kiigiik ve biiyiik oluklara baglanmasiyla,

>  llag, 3'-5' fosfat omurgasina elektrostatik sekilde baglanmasiyla, niikleik

asidin negatif yiiklii ceker

> DNA’nin baz giftleri arasmna girerek Interkalasyon yapmasi seklinde

siiflandirilabilir.

DNA-ila¢ etkilesimi yapildiktan sonra sirasiyla deney yapilir. Bu islemler elektrot
ylizeninin yikanmasi, voltametri yontemleri kullanilarak elektrokimyasal 6l¢timlerin
gerceklestirilmesi ve 6l¢iilen sinyallerin ayn1 olup olmadig1 karsilastirilmasina bakilir. Ve
DNA-ilag etkilesiminin Oncesi ve sonrasi i¢in ilag ve DNA’nin 6nceden oOl¢iilmiis

sinyallerindeki artis ya da azalmasi incelenir.

Calismalar da analitin DNA ile etkilesiminden sonra analitin veya DNA’daki bazin
sinyalinde meydana gelen artma veya azalma sonucu etkilesimi yorumlanir.

Elektrokimyasal biyosensdrler kullanilarak ilag-DNA etkilesimi i¢in tayin yapilir [64].

DNA-ila¢ etkilesimi hakkinda literatiir de pek cok yayin vardir. Bu yayinlar yeni
sentezlenecek maddelerin DNA hedefli madde sentezi yapilirken, bu maddelerin
etkilesimleri etkin ve hizli olmasi istenmektedir. Bununla birlikte ¢evresel atiklarin,
kimyasal maddelerin DNA ile etkilesimlerinin o6l¢iilmesi ve bu Ol¢limii yapilan
maddelerin insanlar {izerinde olumlu ya da olumsuz etkilerinin arastirilmasi bakimindan

olduk¢a 6nemlidir.

33



Anti kanser maddelerin DNA ile gergeklestirdigi etkilesimlerini incelemek icin farkl
yontemler kullanilir. Son donemlerde yapilan elektrokimyasal dl¢limler sayesinde DNA

biyosensorlerin 6nemi oldukca artmaktadir [65,66].

Elektrokimyasal yontemlerin maliyet bakimindan ucuz, basit, hizli ve se¢imli sekilde

incelenmesini saglar ve kiiclik miktarlarda ¢alisma alani olustururlar [67].
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deneyde Kullanilan Aletler

Deney esnasinda yapilan dlgiimler ve kullanilan cihazlar;
» Potansiyostat; i-AUTOLAB TYPE III (FRA 2 modiillii- Chemie, Hollanda)
> Vortex (Velp Scientifica)
» Manyetik karistirici (AGE Velp)
» Duyarl Terazi (precisa XB 220A)
» pH-metre (BWTW Inolab pH 720)

» Calisma elektrodu (Kalem grafit elektrot) (0,5 mm Rotring Kalem 0,5,
Tombow HB model)

» Ag/AgCI referans elektrodu

» Platin tel (Yardimci elektrot)

» Ses Titresimli Temizleyici (Bandelin Sonorex)

» Manyetik Karistirict (ARE 2-Velp ve elektro-mag)
3.2. Deneyde Kullamlan Kimyasal Maddeler

v’ Seftazidim

v' Asetik asit (Merck, %99-100)

v Tris hidroklorik asit (Sigma)

v Potasyum Kloriir (KCI)

v Potasyum Di Hidrojen Fosfat (KH2PQ.)

v" Potasyum Bi fosfat(K2HPO,)

v Potasyum ferri siyaniir (K3[Fe(CN)s])

v Potasyum Ferro Siyaniir (Ka[Fe(CN)g])

v Hidroklorik asit (HCI, Merck, %37)
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v" Sodyum Hidroksit (NaOH, Merck)
v" Sodyum kloriir(NaCl, Merck)

v' Buzagi timus bezinden alinan tek ve ¢ift sarmal DNA (ssDNA- dsDNA,
Sigma)

Deneysel ¢aligmalar gerceklestirilirken deney ortami oda sartlarinda yapildi.(25,0+ 0,5

°C’). Deney agamalarinda kullanilan su ultra saf su olarak kullanildu.
3.3. Seftazidim Hakkinda Genel Bilgi

Molekiil Agirhgr: 546,58 g/mol

Formiil: C22H22NsO7S;

Acik Kimyasal Formiil:

o]

M

H
Hsz I j
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Seftazidim sefalosporinler grubunun iiciincii kusak antibiyotiklerindendir. Uciincii kusak

sefalosporinler gram negatif etkinligine sahiptirler.
3.4. Deneyde Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.4.1. Tampon cozeltilerin hazirlanmasi:

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ultra saf su kullanildi. Hazirlanan tampon ¢ozeltileri

daha sonra cam siselerde saklandi.
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0,5 M asetat tampon cozeltisinin hazirlanmasi (pH 4,8; ABS):

Deney esnasinda kullanilmak i¢in asetat tampon ¢6zeltisi; 28,8 ml asetik asit alinip saf su
igerisine eklenir. Litresinde 0,5 mol CH3COOH bulunduran ¢6zelti i¢in pH 4,8 oluncaya
kadar damla damla olacak sekilde 0,1 M NaOH ya da 0,1 N HCI ¢dzeltisi eklenir. Tyonik
siddeti dengelemek icin 1,168 g NaCl tartip eklenir.

0,05 M fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi (pH 7,4; PBS):

Deney esnasinda kullanilmak igin fosfat tampon ¢ozeltisi; litresinde 1,36 g KH2PO4 (0,01
mol) ve 6,96 g KoHPO4 (0,04 mol) tartilip alinarak saf su igerisine aktarilir. 1,168 g NaCI

(0,02 mol) tartilip alinarak ¢ozelti i¢erisine aktarilir.

Hazirlanan ¢6zeltinin (PBS) pH degeri yaklasik 7,4’e olmalidir. Cozelti de pH ayarlamak
i¢in gerekirse 0,1 M NaOH ya da 0,1 M HCI ¢ozeltileri kullanilir.

0,02 M Tris HCI tampon ¢ozeltisinin hazirlamis1 (pH 8,0; TBS):

Stok DNA ¢ozeltilerini hazirlamak amaciyla kullanilir. Litresinde 10 mmol Trizma HCI
ve 1 mmol EDTA vardir.

Redoks Cozeltisinin Hazirlanisi

EIS 6lgiimlerinde molekiil agirligi 329,243 g olan KsFe(CN)s’den 164,5 mg ve molekiil
agirligi 422,38¢g olan K4Fe(CN)e.3H20’dan 208,13 mg tartilip alinir ve redoks proplari
iceren 200 mL ¢ozelti hazirlanir. Cozelti de iyonik siddetini sabitlemek i¢in 1,49 g KCI

eklenir. Karanlik ortamda saklanmalidir.

3.4.2. DNA Cozeltilerinin Hazirlanmasi:

Deneysel ¢alisma da Calf Thymus DNA kullanildi. Calf Thymus DNA, buzaginin timus
bezinden elde edilir. Calf Thymus DNA’nin tek sarmal DNA (ct ssDNA) ve ¢ift sarmal
DNA (ct dsDNA) olarak ayr1 ayr1 hazirlandi.

Stok DNA 1000 ppm olmak sartiyla 0,02 M Tris-EDTA (pH 7,0) ¢cozeltisi ile hazirlanarak
20°C’de karanlik bir ortamda saklandi. Sonra stok olarak hazirlanan DNA ¢d6zeltilerinden
istenilen konsantrasyonlar da 0,05 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7,4) kullanilarak
hazirlandi. Ancak ssDNA deneye baslanmadan denatiire edildi. Buradaki amaci ise

ssDNA’nin kendini eslemesini engellemektir.
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3.5. Kullanilan Yontem

Potansivostat

Platin
karsit i S
elekirot «

*i—b Cabsma elekirodu
\ ‘ 3 cm 3 cm

Ag/agCl grafit ug

Referans
S em

elekirot

Tampon
cozelti

|
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Sekil 3.1. Deney diizenegi
Tez i¢in yapilan elektrokimyasal deneylerde cihaz olarak NOVA 2.1 yazilim programini
iceren p-AUTOLAB TYPE III (FRA 2 modiillii) Potansiyostat kullanildi. Kare dalga
voltametrisi (SWV), donisiimli voltametri (CV) ve elektrokimyasal impedans
spektroskopi (EIS) teknikleri kullanildi. Calisma kapsaminda iiglii elektrot sistemi

kullanildi. Bunlar;
» Platin tel (yardimci elektrot)
» Caligma elektrodu (tek kullanimlik kalem grafit elektrot (PGE))
» Referans elektrot (Ag/AgCI referans elektrodu)

Elektrotlar1 kullanildi.

Deney esnasinda kullanilan elektrotlarin aktivasyonu, DNA’larin elektrot yiizeyine
tutturulmasi ve elektrot yilizeyinde DNA-analit etkilesiminin incelenmesi basamaklarinda

literatiir de yer alan teknikler kullanildi [68-70].

3.5.1. Kullanilan Elektrotlarin Deneye Hazirlanmasi

° Tek kullanimlik grafit elektrot (PGE):
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Sekil 3.2. PGE'nin hazirlanmasi

PGE (kalem grafit elektrotlar), Tombow marka kalem uglarinin 3 cm boyutunda kesilip
hazirlanarak deney i¢in hazirlandi.[71]. Ol¢iim sirasinda kalem uglari hiicre icerisine 1,5

cm’lik kism1 batacak sekilde yerlestirildi.

Hazirlanan PGE elektrotlarin yiizey aktivasyonunu yapmak i¢in ABS ¢6zeltisi igerisinde
30 saniye boyunca +1,4 V potansiyel uygulanir. Yapilan deneyler her bir parametre i¢in
en az li¢ 6l¢lim alindi. Sonuglara gore ortalama degerleri, bagil standart sapmaya bagh

hata ¢ubuklariyla grafik yapildi.
3.6. Aktive Edilmis PGE Yiizeyine DNA’nin tutturulmasi (PGE/DNA)
3.6.1. PGE Yiizeyine ct dsDNA (PGE/dsDNA) ve ct ssDNA (PGE/ssDNA)

Immobilizasyonunun incelenmesi

DNA’nin kalem grafit elektrot yilizeyine immobilizasyonunda adsorpsiyon teknigi
kullanildi. Daha 6nce aktive edilmis PGE’lerle ct dsDNA ve ct ssDNA i¢in yapilan
deneyler i¢in ayr1 ayr1 islem yapildi.

3.6.1.1. DNA Immobilizasyonunda Uygun Etkilesim Siiresinin Incelenmesi

ct dsDNA immobilizasvonunda aktive edilmis PGE’lerle vapilan siire

optimizasyonu:

SWYV yonteminde PGE’ler, aktive edilmis ylizeyleri ¢ozelti igine batacak sekilde i¢erisine
0,05 M PBS’de hazirlanan 30 ppm ct dsDNA’dan 110 pL koyulan viallere batirildi ve
adsorbsiyon teknigine gore farkli bekleme siirelerinde bekletildi. (SWV tekniginde
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kullanilan parametreler; Basamak potansiyeli: 0,005 V, Genlik modiilasyonu: 0,02 V;
Frekans: 25 Hz, Tarama hizi: 0,10 V/s). SWV yonteminden elde edilen
voltamogramlardaki guanin pik akiminda olusan degisimlerden faydalanilarak en uygun
etkilesim siiresi bulundu. Biitiin calismalarda 6l¢gme isleminden 6nce PGE’ler, etkilesim
¢ozeltinin ¢oziiciisiine 3 s batirilip ¢ikarilarak yikama islemi yapildi (bu islemde amag
arta kalan, baglanmayan veya etkilesime girmeyen reaktifleri uzaklagtirmak i¢in). SWV

teknigindeki 6l¢iimler 0,5 M ABS (pH 4,8) ¢ozeltisinde yapildi.

EIS yonteminde yapilan deneylerde aktive edilmis PGE, PGE-DNA etkilesiminde siire
ve konsantrasyon optimizasyonu ve SEF-DNA etkilesiminin incelenmesinden meydana
gelmektedir. Bu 6lgiimler 0,1 mol/L KCI igeren 2,5x10° M Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)e]
(1/1) redoks c¢ozeltisi icerisinde yapildi. Ct dsDNA immobilizasyonunda siire
optimizasyonu i¢in 0,05 M PBS’de hazirlanan 30 ppm sabit dSDNA konsantrasyonunda
adsorpsiyon siirelerinde empedans Ol¢limlerinden bulunan Rct degerlerinden
faydalanilarak siire optimizasyonu gergeklestirildi. Olgiimler 0,1 MHz - 0,1 Hz frekans
araliginda ve genlik 0,01 V olacak sekilde, + 0,22 V’luk acik devre geriliminde ve
Ag/AgCl referans elektrotuna karsi yapildi. Calisma esnasinda yapilan biitiin empedans

Ol¢iimlerinde ayn1 parametreler kullanildi.

ct ssDNA immobilizasvonunda aktive edilmis PGE’ lerle vapian siire

optimizasyonu:

SWYV yonteminde PGE’ler, aktive edilmis yiizeyleri ¢ozelti i¢ine batacak sekilde icerisine
0,05 M PBS’de hazirlanan 30 ppm ct ssDNA’dan 110 pL koyulan viallere batirild1 ve
adsorbsiyon teknigine gore farkli bekleme siirelerinde bekletildi. (SWV tekniginde
kullanilan parametreler; Basamak potansiyeli: 0,025 V, Modiilasyon siiresi: 0,05 s;
Tarama hizt: 0,05 V/s). SWV yonteminden elde edilen voltamogramlardaki guanin pik
akiminda olusan degisimlerden faydalanilarak en uygun etkilesim siiresi bulundu. Biitiin
caligmalarda Slgme isleminden 6nce PGE’ler, etkilesim c¢ozeltinin ¢oziiciisiine 3 s
batirilip ¢ikarilarak yikama islemi yapildi (bu islemde amag arta kalan, baglanmayan veya
etkilesime girmeyen reaktifleri uzaklastirmak i¢in). SWV teknigindeki dlgtimler 0,5 M
ABS (pH 4,8) ¢ozeltisinde yapildi.
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EIS yonteminde yapilan deneyler aktive edilmis PGE, PGE-DNA etkilesiminde siire ve
konsantrasyon optimizasyonu ve SEF-DNA etkilesiminin incelenmesinden meydana
gelmektedir. Bu 6l¢iimler 0,1 mol/L KCl igeren 2,5x10° M Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s]
(1/1) redoks ¢ozeltisi igerisinde yapildi. ct ssDNA immobilizasyonunda siire
optimizasyonu i¢in 0,05 M PBS’de hazirlanan 30 ppm sabit ssDNA konsantrasyonunda
adsorpsiyon siirelerinde empedans Olglimlerinden bulunan Rct degerlerinden
faydalanilarak siire optimizasyonu gergeklestirildi. Olgiimler 0,1 MHz - 0,1 Hz frekans
araliginda ve genlik 0,01 V olacak sekilde, + 0,22 V’luk acgik devre geriliminde ve
Ag/AgCl referans elektrotuna kars1 yapildi. Calisma esnasinda yapilan biitiin empedans

Ol¢iimlerinde ayn1 parametreler kullanildi.

3.6.1.2. DNA Immobilizasyonunda Uygun Derisim Miktarimin incelenmesi

ct dsDNA immobilizasvonunda aktive edilmis PGE’ lerle vapian derisim

optimizasyonu:

SWYV yonteminde PGE’ler, aktive edilmis yiizeyleri ¢ozelti i¢ine batacak sekilde icerisine
0,05 M PBS’de hazirlanan 15 dakika ct dSDNA’dan 110 pL koyulan viallere batirildi ve
adsorbsiyon teknigine gore farkli bekleme derigimlerinde bekletildi. (SWV tekniginde
kullanilan parametreler; Basamak potansiyeli: 0,025 V, Modiilasyon stiresi: 0,05 s;
Tarama hizt: 0,05 V/s). SWV yonteminden elde edilen voltamogramlardaki guanin pik

akiminda olusan degisimlerden faydalanilarak en uygun etkilesim derisim bulundu.

EIS yonteminde yapilan deneylerde aktive edilmis PGE, PGE-DNA etkilesiminde siire
ve konsantrasyon optimizasyonu ve SEF-DNA etkilesiminin incelenmesinden meydana
gelmektedir. Bu 6lgiimler 0,1 mol/L KCl igeren 2,5x10° M Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)e]
(1/1) redoks c¢ozeltisi icerisinde yapildi. Ct dsDNA immobilizasyonunda derisim
optimizasyonu icin 0,05 M PBS’de hazirlanan 10 dakika dsDNA siiresinde belirli
derisimlerde bekletildi. Empedans o6lgiimlerinden bulunan Rct degerlerinden

faydalanilarak derisim optimizasyonu gergeklestirildi.

ct ssDNA immobilizasyonunda aktive edilmis PGE’ lerle vapilan derisim

optimizasyonu:

SWYV yonteminde PGE’ler, aktive edilmis ylizeyleri ¢ozelti igine batacak sekilde igerisine
0,05 M PBS’de hazirlanan 10 dakika ct ssDNA’dan 110 pL koyulan viallere batirildi ve

adsorbsiyon teknigine gore farkli bekleme derisimlerinde bekletildi. (SWV tekniginde
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kullanilan parametreler; Basamak potansiyeli: 0,025 V, Modiilasyon stiresi: 0,05 s;
Tarama hizt: 0,05 V/s). SWV yonteminden elde edilen voltamogramlardaki guanin pik

akiminda olusan degisimlerden faydalanilarak en uygun etkilesim derisim bulundu.

EIS yonteminde yapilan deneylerde aktive edilmis PGE, PGE-DNA etkilesiminde siire
ve konsantrasyon optimizasyonu ve SEF-DNA etkilesiminin incelenmesinden meydana
gelmektedir. Bu 6l¢iimler 0,1 mol/L KCl igeren 2,5x10° M Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s]
(1/1) redoks c¢ozeltisi igerisinde yapildi. Ct ssDNA immobilizasyonunda derigim
optimizasyonu i¢in 0,05 M PBS’de hazirlanan 20 dakika dsDNA siiresinde belirli
derisimlerde bekletildi. Empedans o6lgiimlerinden bulunan Rct degerlerinden

faydalanilarak derisim optimizasyonu gergeklestirildi.
3.6.2. DNA Immobilize Edilmis PGE’ lerle (PGE/DNA) SEF-DNA Etkilesiminin
Incelenmesi

Aktivasyon islemi yapilan PGE’lere en uygun sartlar altinda ct DNA (ssDNA ve dsDNA)
immobilizasyonu yapildiktan sonra ct DNA modifiye PGE ylizeylerinde DNA-SEF

etkilesiminin incelenmesi i¢in deneyeler asagidaki gibi yapildi:

3.6.2.1. PGE/DNA ile SEF-DNA Etkilesiminde Uygun Etkilesim Siiresinin

incelenmesi

PGE/dsDNA - SEF etkilesimi icin siire optimizasyonu:

SWV tekniginde, optimum sartlarda Onceden ct dsDNA immobilizasyonu
gergeklestirilen PGE’ler, 0,05 M PBS ¢o6zeltisinde hazirlanan sabit derisimde SEF iceren
110 pL’ lik viallere batirild1 ve farkli etkilesim siirelerinde bekletildi ve sonra SWV
Ol¢iimlerinden alinan guanin pik sinyallerindeki degisimden faydalanilarak siire

optimizasyonu yapildi.

EIS yonteminde ki ¢alismada ise optimum sartlarda ct dsDNA immobilize edilmis
PGE’ler 0,05 M PBS c¢ozeltisinde hazirlanan sabit derisimde SEF igeren 110 puL’ lik
viallere batirildi ve farkli adsorpsiyon siirelerinde bekletildi ve empedans ol¢timleri
yapildi. Yapilan Olclimlerden Olgiilen Rct degerlerinden faydalanilarak —siire

optimizasyonu yapildu.
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PGE/ ssDNA - SEF etkilesimi icin siire optimizasyonu:

SWYV tekniginde, optimum sartlarda 6nceden ct ssDNA immobilizasyonu gergeklestirilen
PGE’ler, 0,05 M PBS c¢ozeltisinde hazirlanan sabit derisimde SEF igeren 110 uL’ lik
viallere batirild1 ve farkl etkilesim siirelerinde bekletildi ve sonra SWV 6l¢giimlerinden

alinan guanin pik sinyallerindeki degisimden faydalanilarak siire optimizasyonu yapildu.

EIS yonteminde ki calismada ise optimum sartlarda ct ssDNA immobilize edilmis
PGE’ler 0,05 M PBS ¢ozeltisinde hazirlanan sabit derisimde SEF iceren 110 pL’ lik
viallere batirild1 ve farkli adsorpsiyon siirelerinde bekletildi ve empedans Ol¢limleri
yapildi. Yapilan Olclimlerden oOlgiillen Rct degerlerinden faydalanilarak —siire

optimizasyonu yapildi.

3.6.2.2. PGE/DNA ile SEF Miktarmin Incelenmesi

PGE/dsDNA ile SEF miktarimin incelenmesi:

SWV tekniginde, optimum sartlarda Onceden ct dsDNA immobilizasyonu
gercgeklestirilen PGE’ler, 0,05 M PBS ¢ozeltisinde hazirlanan sabit derisimde SEF iceren
110 pL’ lik viallere batirildi ve farkli derisimlerde Slgiim alindi. Daha sonra SWV
Ol¢iimlerinden alinan guanin pik sinyallerindeki degisimden faydalanilarak SEF tayini

yapildi.

EIS yontemindeki caligmada ise optimum kosullarda ct dSDNA immobilize edilmis
PGE’ler 0,05 M PBS ¢o6zeltisinde hazirlanmig SEF iceren 110 pL’lik viallere batirildi ve
sabit siirede farkli derisimlerdeki SEF c¢ozeltilerinde bekletildi ve empedans olgiimleri

alindi.

PGE/ssDNA ile SEF miktarmin incelenmesi:

SWYV tekniginde, optimum sartlarda 6nceden ct ssDNA immobilizasyonu gergeklestirilen
PGE’ler, 0,05 M PBS c¢ozeltisinde hazirlanan sabit derisimde SEF igeren 110 pL’ lik
viallere batirildi ve farkli derisimlerde 6l¢iim alindi. Daha sonra SWV o6l¢timlerinden

alian guanin pik sinyallerindeki degisimden faydalanilarak SEF tayini yapildi.

EIS yontemindeki ¢alismada ise optimum kosullarda ct ssDNA immobilize edilmis

PGE’ler 0,05 M PBS ¢ozeltisinde hazirlanmis SEF igeren 110 puL’lik viallere daldirildi
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ve sabit siirede farkli derisimlerdeki SEF ¢ozeltilerinde bekletildi ve empedans dl¢limleri

alindi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. CV Yontemi Kullanilarak Yapilan Deneylere iliskin Bulgular ve Tartisma

Doniistimlii voltametri metodu kullanilarak hiicre icerisine 0,05 M PBS c¢ozeltisinde
hazirlanmis 102 M SEF konularak 50 mV/s tarama hizinda &l¢iim alindi. Bu 6l¢iim

sonucunda elde edilen doniistimlii voltamogram Sekil.4.1°de gosterilmektedir.

14E-03

1,2E-03

1,0E-03

8,0E-04

AKIM (A)

6,0E-04

4,0E-04

[

2,0E-04

0,0E+00

POTANSIYEL (V]

Sekil 4.1. 102 M SEF'in PBS'de (pH 7,4) doniisiimlii voltamogrami (tarama hiz1: 50
mV/s)

SEF'in dontisiimlii voltamogramindan elektrokimyasal davranigi incelendiginde 0,85 V
civarinda tersinmez olarak bir yiikseltgenme pikine sahip oldugu goriilmektedir. ik
taramada (1) gozlenen pik akimi ikinci taramada (2) biiyiik oranda azalmaktadir; bu da

yiikseltgenen SEF'in PGE yiizeyine kolaylikla adsorplandigini diisiindiirmektedir [72].
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4.2. SEF-DNA etkilesiminde SWYV yontemine gore yapilan deneylere iliskin bulgular

ve tartisma

4.2.1.PGE yiizeyine ct dsDNA ve ct ssDNA immobilizasyonuna iliskin bulgular ve

tartisma

4.2.1.1. PGE yiizeyine ct dsDNA ve ct ssDNA immobilizasyonunda uygun etkilesim

siiresinin belirlenmesine iliskin bulgular ve tartisma

Madde 3.6.1.1.°de anlatildig1 sekilde ct dsDNA ve ct ssDNA i¢in SWV deneyleri

gergeklestirilerek voltametrik dlgtimler alindi.

ct dsDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonunda etkilesim siireleri incelendiginde
optimum etkilesim siiresinin 15 dakika oldugu goriildii. Elde edilen voltamogram ve

histogram grafikleri Sekil 4.2°de verildi:
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Sekil 4.2. ct dssDNA’ nin PGE ylizeyine immobilizasyonu (a) 1 (b) 5 (c) 10 (d) 15 (e) 20
dakika farkli stirelerde etkilesim sonrasinda SWV teknigi ile Olciilen guanin
sinyallerini gosteren voltamogramlar (A) ve histogramlar (B)

Tez kapsaminda tanima yiizeyi olarak kullanilan ct dsSDNA ve ct ssDNA’nin, 30 s ve 1,4
V potansiyel uygulanarak aktive edilen PGE ylizeyine adsorpsiyon metodu ile
immobilizasyonunun ilk basamagini DNA'nin en uygun immobilizasyon siiresini tayin
etmek olusturmustur. Bunun i¢cin SWV yoéntemi ile 0,2 V -1,5 V potansiyel araliginda,
PBS tamponunda (pH 7,4) yapilan potansiyel taramasinda, yaklasik 0,95 V potansiyel
degerinde goriilen guanin bazinin yiikseltgenme pik akimi referans olarak secildi. Ct

dsDNA’nin en uygun immobilizasyon siiresi tayin edilirken aktive edilmis elektrotlar,
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PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 30 ppm sabit derisimdeki dsDNA ¢ozeltilerinde 1
dakikadan 20 dakikaya kadar degisen siirelerde bekletildi ve PBS tamponunda kare dalga
Olctimleri alind1 ve sonuglar Sekil 4.2°de voltamogram ve histogram olarak verildi.
Sekilden de anlasilacagi gibi artan etkilesim siiresiyle birlikte guanin pik akimlarmin da
arttigir ve 15 dakikalik etkilesim siiresinden sonra guanin pik akimlarinin degismedigi
yani bu siire sonunda elektrot ylizeyinin dsDNA ile tamamen bloke oldugu goriildii ve

boylece dsDNA immobilizasyonu i¢in optimum siire 15 dakika olarak tayin edildi.

Ct ssDNA’nin immobilizasyonunda optimum siirenin tayin edilmesinde yukaridaki
islemler tekrar edildi. Aktive edilmis elektrotlar, PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 30
ppm sabit derisimdeki ssDNA ¢ozeltilerinde 1 dakikadan 20 dakikaya kadar degisen
siirelerde bekletildi ve PBS tamponunda SWYV o6l¢iimleri alind1 ve sonuglar Sekil 4.3°te
voltamogram ve histogram olarak verildi. Sekilden de anlasilacagi gibi artan etkilesim
stiresiyle birlikte guanin pik akimlarmin da arttigi ve 10 dakikalik etkilesim siiresinden
sonra guanin pik akimlarinin degismedigi yani bu siire sonunda elektrot yiizeyinin ssDNA
ile tamamen bloke oldugu anlasildi ve bdylece ssDNA immobilizasyonu i¢in optimum siire

10 dakika olarak tayin edildi.
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Sekil 4.3. ct ssDNA’ nin PGE yiizeyine immobilizasyonu (a) 1 (b) 5 (c) 10 (d) 15 (e) 20
dakika farkli siirelerde etkilesim sonrasinda SWV teknigi ile dl¢iilen guanin
sinyallerini gosteren voltamogramlar (A) ve histogramlar (B)
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4.2.1.2. PGE yiizeyine ct dsDNA ve ct ssDNA immobilizasyonunda uygun etkilesim

miktarinin belirlenmesine iliskin bulgular ve tartisma

Ct dsDNA i¢in optimum immobilizasyon siiresi 15 dakika olarak tayin edildikten sonra,
PGE yiizeyine immobilize edilen ct dSDNA’nin optimum derisim degerinin belirlenmesi
basamagina gecildi. Bunun i¢in aktive edilmis elektrotlar, PBS tamponunda (pH 7.4)
hazirlanan 1 ppm — 20 ppm derigim araligindaki dsDNA ¢ozeltilerinde 15 dakika bekletildi
ve PBS tamponunda SWYV olciimleri alind1 ve sonuglar Sekil 4.4’te voltamogram ve
histogram olarak verildi. Sekilden de anlasilacagi gibi artan dsDNA derisimiyle birlikte
guanin pik akimlarinin da arttifi ve 15 ppm dsDNA derisiminden sonra guanin pik
akimlarinin degismedigi yani bu derisim degerine ulasildiginda elektrot yiizeyinin DNA
ile tamamen kaplandig1 anlasildi ve bdylece dsDNA immobilizasyonu i¢in optimum

derisim 15 ppm olarak tayin edildi.
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Sekil 4.4. ct dssDNA’ nin PGE ylizeyine immobilizasyonu (a) 1 (b) 5 (c) 10 (d) 15 (e) 20
ppm farkli derisimlerinde etkilesim sonrasinda SWV teknigi ile dl¢iilen guanin
sinyallerini gosteren voltamogramlar (A) ve histogramlar (B)

ct ssDNA’nin immobilizasyonunda optimum derisim degerinin tayin edilmesinde

dsDNA igin yapilan islemler tekrar edildi. ct ssDNA i¢in optimum immobilizasyon siiresi

10 dakika olarak tayin edildikten sonra, PGE ylizeyine immobilize edilen ct ssDNA’nin

optimum derisim degerinin belirlenmesi basamagina ge¢ildi. Bunun i¢in aktive edilmis

elektrotlar, PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 1 ppm — 40 ppm derisim araligindaki

ssDNA ¢ozeltilerinde 10 dakika bekletildi ve ABS tamponunda SWV o6l¢limleri alindi ve
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sonuclar Sekil 4.5’te voltamogram ve histogram olarak verildi. Sekilden de anlasilacagi
gibi artan ssDNA derisimiyle birlikte guanin pik akimlarinin da arttig1 ve 30 ppm ssDNA
derisiminden sonra guanin pik akimlarinin degismedigi yani bu derisim degerine
ulagildiginda elektrot yiizeyinin ssDNA ile tamamen kaplandigi anlasildi ve bdylece

sSDNA immobilizasyonu igin optimum derisim 30 ppm olarak tayin edildi.
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Sekil 4.5. ct ssDNA’ nin PGE ylizeyine immobilizasyonu (a) 1 (b) 5 (¢) 10 (d) 20 (e) 30
() 40 ppm farkli derigimlerinde etkilesim sonrasinda SWV teknigi ile 6l¢iilen
guanin sinyallerini gosteren voltamogramlar (A) ve histogramlar (B)
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4.2.2. SEF-DNA Etkilesimine iliskin Bulgular Ve Tartisma

4.2.2.1. SEF-DNA Etkilesiminde Uygun Etkilesim Siiresinin Belirlenmesine iligkin

Bulgular ve Tartisma

ct dsDNA ve ct ssSDNA i¢in Madde 3.6.1.1° de anlatildig: sekilde deneyler yapildi. SWV
teknigiyle ct dSDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonu i¢in optimum derigim 15 ppm
ve optimum etkilesim stiresi 15 dakika olarak bulundu. Bu sartlarda yiizeyine ct dsSDNA
immobilize edilmis PGE’ler, 0,05 M PBS’de (pH 7,4) hazirlanan 30 ppm sabit
derisimdeki SEF ¢ozeltisi (110 pL hacmindeki viallerde bulunan) ile farkli stirelerde
etkilestirildi ve yikama isleminden sonra voltametrik Ol¢iimler yapildi. Olgiimler
sonucunda 0,65 V civarinda dsDNA-SEF etkilesiminden kaynaklanan yeni bir pik
meydana gelirken 0,95 V civarinda olusan guanin piklerinde de 6énemli bir azalma oldugu
goriildii. SEF'ten kaynaklanan ve 0,65 V'ta meydana gelen yiikseltgenme piki referans
alimarak SEF-dsDNA etkilesim siiresi 15 dakika olarak bulundu. Elde edilen

voltamogram ile histogram Sekil 4.6’da gosterildi.
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Sekil 4.6. SEF immobilizasyon ¢alismasinin sinyale olan yaniti: ct dsDNA ile immobilize
edilen PGE’ler SEF igerisinde (a) 5 (b) 10 (c) 15 (d) 20 (e) 25 dakikalarda
bekletilerek SWV yontemiyle SEF sinyallerini gosteren voltamogram (A) ve
histogram (B)

SWYV teknigiyle ct ssDNA’nin PGE ylizeyine immobilizasyonu i¢in optimum derisim 30
ppm ve optimum etkilesim siiresi 10 dakika olarak bulunmustu. Bu sartlarda yiizeyine ct
sSDNA immobilize edilmis PGE’ler, 0,05 M PBS’de (pH 7,4) hazirlanan 30 ppm sabit
derisimdeki SEF ¢ozeltisi (110 pL hacmindeki viallerde bulunan) ile farkli siirelerde
etkilestirildi ve yikama isleminden sonra voltametrik Ol¢timler yapildi. dsDNA-SEF

etkilesiminde oldugu gibi 0,65 V civarinda ssDNA-SEF etkilesiminden kaynaklanan yeni
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bir pik meydana gelirken 0,95 V civarinda olusan guanin piklerinde de 6nemli bir azalma
oldugu gorildii. SEF'ten kaynaklanan ve 0,65 V'ta meydana gelen yiikseltgenme piki
referans alinarak SEF-ssDNA etkilesim siiresi 15 dakika olarak bulundu. Buna gore

olusan histogram ve voltamogram grafikleri sekil 4.7 de gosterildi.
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Sekil 4.7. SEF immobilizasyon ¢alismasinin sinyale olan yaniti: ct ssDNA ile immobilize
edilen PGE’ler SEF igerisinde (a) 5 (b) 10 (c) 15 (d) 20 (e) 25 dakikalar da
bekletilerek SWV yontemiyle SEF sinyallerini gosteren voltamogram (A) ve
histogram (B)
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Optimum kosullarda yiizeyine dsDNA ve ssDNA immobilize edilen PGE'ler, sabit
derisimde SEF igeren c¢ozeltilerde farkli siirelerde bekletildikten sonra alinan SWV
Olctimlerinde, 0,65 V'ta yeni yiikseltgenme piklerinin meydana gelmesi SEF'in DNA ile
gliclii bir etkilesime girdigini gostermektedir. Artan etkilesim siiresi ile birlikte bu
yiikseltgenme akim degerlerinin de arttig1 ve her iki DNA tiirli i¢in 15 dakikalik etkilesim

stiresinin optimum oldugu gdézlenmistir.

4.2.2.2. SEF-DNA etkilesiminde optimum etkilesim derisimlerinin belirlenmesine

iliskin bulgular ve tartisma

ct dsDNA ve ct ssSDNA igin yontem 3.6.1.1° de anlatildig: sekilde deneyler yapildi. SWV
teknigiyle ct dsSDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonu i¢in optimum derigim 15 ppm
ve optimum etkilesim siiresi 15 dakika olarak bulundu. Bu sartlarda da yiizeyine ct
dsDNA immobilize edilmis PGE’ler, 0,05 M PBS’de (pH 7,4) hazirlanan 15 dakika sabit
sirede SEF c¢ozeltisi (110 pL hacmindeki viallerde bulunan) ile farkli derigim
miktarlartyla etkilestirildi ve yikama isleminden sonra voltametrik Ol¢timler yapildi.
SEF'in yiikseltgenme sinyalinde gerceklesen degisimler incelendi ve optimum SEF-
dsDNA etkilesim miktar1 15 ppm olarak bulundu. Elde edilen voltamogram ile histogram
Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. SEF immobilizasyon ¢alismasinin sinyale olan yaniti: ct dSSDNA ile immobilize
edilen PGE’ler SEF igerisinde (a) 1 (b) 5 (c¢) 10 (d) 15 (e) 20 ppmler de
bekletilerek SWV yontemiyle SEF sinyallerini gosteren voltamogram (A) ve
histogram (B)

dsDNA-SEF etkilesimi sonrasinda 0,65 V'ta goriilen yiikseltgenme sinyallerinin SEF
derisimine bagl degisiminden yararlanilarak olusan kalibrasyon grafigi Sekil 4.9'da

verilmisgtir.
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Sekil 4.9. SEF-dsDNA etkilesimine ait kalibrasyon grafigi

SWYV teknigiyle ct ssDNA’nin PGE ylizeyine immobilizasyonu i¢in optimum derisim 30
ppm ve optimum etkilesim siiresi 10 dakika olarak bulundu. Bu sartlarda da ylizeyine ct
ssDNA immobilize edilmis PGE’ler, 0,05 M PBS’de (pH 7,4) hazirlanan 15 dakika sabit
sirede SEF c¢ozeltisi (110 pL hacmindeki viallerde bulunan) ile farkli derisim
miktarlaryla etkilestirildi ve yikama isleminden sonra voltametrik Ol¢timler yapildi.
SEF'e ait yiikseltgenme sinyalinde gerceklesen degisimler incelendi ve optimum SEF-
ssDNA etkilesim miktar1 20 ppm olarak bulundu. Elde edilen voltamogram ile histogram
Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. SEF immobilizasyon ¢aligmasimin sinyale olan yaniti: ct ssDNA ile
immobilize edilen PGE’ler SEF igerisinde (a) 5 (b) 10 (c) 15 (d) 20 (e) 30
ppmler de bekletilerek SWV yontemiyle guanin sinyallerini gdsteren
voltamogram (A) ve histogram (B)

SSDNA-SEF etkilesimi sonrasinda 0,65 V'ta goriilen yiikseltgenme sinyallerinin SEF
derisimine bagli degisiminden yararlanilarak olusan kalibrasyon grafigi Sekil 4.11'de

verilmisgtir.
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Sekil 4.11. SEF-ssDNA etkilesimine ait kalibrasyon grafigi
DNA ile etkilesen SEF derisiminin 0,65 V'ta meydana gelen yiikseltgenme pik
akimlarindaki degisime karsi ¢izilen kalibrasyon grafikleri incelendiginde SEF'in hem
dsDNA hem de ssDNA ile kat1 elektrot yiizeyinde giiglii bir sekilde etkilestigi goriildii.
Kalibrasyon grafikleri ve regresyon dogrusunun standart sapmasi ve egiminden
yararlanilarak tayin sinirlart hesaplandi ve SEF'in en diisiik tayin sinir1 dsDNA ile 2,38
ppm; ssDNA ile 2,40 ppm olarak hesaplandi. Caligilan ortamda SEF'in tek basina iken
aliman doniisiimlii voltamograminda 0,85 V civarinda gozlenen yiikseltgenme pik
potansiyelinin SEF-DNA etkilesiminden sonra 0,65 V civarina dogru negatif kaymasi ve
guanin pik akiminda meydana gelen azalmalar etkilesimin elektrostatik oldugunu

distindiirmiistiir [73].

4.3. SEF-DNA Etkilesiminde EIS Teknigi Kullanilarak Yapilan Deneylere iliskin

Bulgular ve Tartisma

Calisma elektrotu olarak kullanilan PGE yiizeyleri, EIS yonteminde de tipki SWV
yonteminde oldugu gibi 30 s ve 1,4 V potansiyel uygulanarak aktive edildi. Bundan
sonraki EIS 6l¢iimlerinde, SWV yonteminde oldugu gibi dsDNA ve ssDNA aktif PGE
ylizeyine immobilize edildi ve bunun i¢in optimum immobilizasyon siiresi ve optimum
DNA derisimleri impedimetrik olarak tayin edildi. Impedimetrik dl¢iimlerde yiik aktarim
direncinde (Rct) veya bagil yiik aktarim direncinde (Aoran) meydana gelen degisimler

incelenerek deney sonuglart yorumlandi. Empedans 6l¢timleri i¢in uygulanmasi gereken
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potansiyel degeri (Ag/AgCl referans elektroda kars1 0,21 V), 2,5x10° M [Fe(CN)e]*?
sisteminin redoks potansiyelinden hesaplandi. Impedimetrik 6lciimler, bu sabit
potansiyelde 0,1 MHz - 0,1 Hz frekans araliginda ve 10 mV AC genliginde
gergeklestirildi. Empedans degerleri FRA yazilimi destegi ve sisteme esdeger bir elektrik
devresi (Rs/Cdl/Rct/W) kullanilarak ¢izilen Nyquist grafiklerinden hesaplandi. Elektroda
ait elektriksel parametrelerin yorumlanmasinda, elektronlarin PGE/¢ozelti ara
ylzeyindeki gecisine karsi elektrot direnci olarak tanimlanan Rct degeridir ve bu deger
Nyquist grafigindeki yarim dairenin ¢ap1 ile orantilidir [74]. Impedimetrik deney
basamaklarinda kullanilan farkli elektrotlardan elde edilen sonuglar1 karsilastirmak,
bagimsiz ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek i¢in bagil Rct degerleri (Aoran) degerleri

kullanildi [75].

Bu teknikte EIS olgiimleri, doniisiimlii voltametri 6l¢iimleriyle paralel olarak deney
yapildi. Sirayla aktive edilmis elektrodun (PGEakive), Ct DNA (ct dSDNA veya ct sSSDNA)
immobilize edilmis elektrodun (PGEakiveiona) ve SEF ile etkilestirilmis elektrodun
(PGEaktiveonarser) CV ve EIS 6lgiimleri alindi. EIS ¢alismalarindan elde edilen spektrum
verilerinden ct dsDNA ve ct ssDNA i¢in ayr1 ayr1 immobilizasyon siiresi ve derisim
degerleri optimize edildi. Doniistimlii voltametri yonteminden bulunan sonuglar, DNA
nin immobilizasyonundan ve SEF-DNA etkilesiminden sonra elektrot yiizeyinde

gerceklesen degisimlerin de bir gdstergesi olmustur.

ct dsDNA ve ct ssDNA immobilize edilen PGE’lerin SEF etkilesimlerinden sonra ve 6nce
redoks ¢ozeltisindeki dontisiimlii voltametrik davraniglar1 Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de,

impedimetrik davranislari ise Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°de verildi:
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Sekil 4.12. dSDNA-SEF etkilesimine ait doniisiimli voltamogram a) Aktive edilmis PGE
b) dsDNA immobilize edilmis PGE c) SEF-dsDNA etkilesimden sonra PGE
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Sekil 4.13. sSDNA-SEF etkilesimine ait doniistimlii voltamogram a) Aktive edilmis PGE
b) ssDNA immobilize edilmis PGE c) SEF-ssDNA etkilesimden sonra PGE
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Sekil 4.14. SEF-dsDNA etkilesimine ait Niquist grafigi a) Aktive edilmis PGE b) dsDNA
immobilize edilmis PGE ¢) SEF-dsDNA etkilesiminden sonra PGE
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Sekil 4.15. SEF-ssDNA etkilesimine ait Niquist grafigi a) Aktive edilmis PGE b) ssDNA
immobilize edilmis PGE c) SEF-ssDNA etkilesiminden sonra PGE

Impedimetrik dlgiimlerle paralel olarak gergeklestirilen doniisiimlii voltametri
deneylerinden elde edilen sonuglar SEF-DNA etkilesiminin karakteristiginin ortaya
koyulmasina yardimec1 olmustur. Sekil 4.12 ve 4.13 incelendiginde, modifiye edilmemis
(ciplak) elektrot ile redoks probunda aliman doniistimlii voltamogramda pik akiminin,
modifiye edilmis elektroda gore ¢ok yiiksek olmasi ¢iplak elektrot yilizeyinin iletkenliginin
de yiiksek olduguna isarettir. Sekil 4.12'de gorildiigii gibi, dSDNA immobilizasyonu
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yapildiktan sonra, ayni kosullarda redoks sisteminden elde edilen doniisiimli
voltamogramda pik akimindaki siddetli azalma elektrot yiizeyinin dsDNA ile kaplandigini
ve buna paralel olarak negatif yiiklii prop ve negatif yiikli DNA iskeleti arasindaki
elektrostatik itmenin bir sonucu olarak, elektrot yiizeyinin iletkenliginin de azaldig
anlagilmaktadir [76]. Ayn1 sekilde ssDNA immobilizasyonundan sonra alinan doniisiimlii
voltamogramda da (Sekil 4.13) pik akimlarinin azaldigin1 hatta bu azalmanin dsDNA
immobilize edilen elektrottan alinan voltamograma gore daha fazla oldugunu yani
ssDNA'nin elektrot yiizeyi ile nispeten daha fazla etkilestigini gérmek mimkiindiir. Sekil
4.12 ve Sekil 4.13'de DNA'nin SEF ile etkilesiminden sonra aymi kosullarda alinan
doniistimlii voltamogramlarinda ise redoks sisteminde pik akimlarinin yeniden arttidi,

ancak bu artisin dsDNA durumunda biraz daha fazla oldugu goriilmektedir

4.3.1. PGE yiizeyine ct ssDNA ve ct dsDNA’nin immobilizasyonuna iliskin bulgular

ve tartisma

4.3.1.1. PGE yiizeyine ct ssDNA ve ct dsDNA’nin immobilizasyonunda en uygun

etkilesim siiresinin belirlenmesine iliskin bulgular ve tartisma

Hem ct dsSDNA hem de ct ssDNA i¢in Boliim 3.6.1.1.°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi.
Impedimetrik 6l¢iimler alindi. Yiik tasima direncinin (Rct) immobilizasyon siiresine gore

bagil degisimi (Aoran) orani su esitlige gore hesaplandi [75]:

oran™ ", (Denklem 4.1)
a: DNA modifiye elektrot i¢in Rct
b: Ciplak elektrot icin Rct

Aktive edilmis PGE elektrotlar1 (¢iplak PGE), 0,05 M PBS’de (pH 7,4) hazirlanan 30
ppm sabit derisimdeki dsDNA ¢ozeltisi (110 uL hacmindeki viallerde bulunan) ile farkli
stirelerde etkilesim yapildi. Etkilesim isleminden sonra yikama iglemi yapildi. Daha sonra
impedimetrik 6l¢iim alindi. Aoran degerlerinde olusan degisimler incelenerek optimum
dsDNA immobilizasyon siiresi 10 dakika olarak bulundu. Elde edilen histogram Sekil
4.16’da gosterildi:
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Sekil 4.16. dsDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonuna iligkin impedimetrik
Ol¢iimlerinin ortalama Aoran degerlerinin adsorpsiyon siiresine gore
degisimi

Sekilden de anlasilacagi gibi artan etkilesim siiresiyle birlikte Aoran degerlerinin de arttig1

ve 10 dakikalik etkilesim siliresinden sonra sabit kaldig1 yani bu siire sonunda elektrot

ylizeyinin dsDNA ile tamamen bloke oldugu anlasilmis ve bdylece dsDNA

immobilizasyonu i¢in optimum siire impedimetrik olarak tayin edilmistir.

Rct degerleri yiik aktarim direnci olarak tanimlanmisti. Redoks probunu iceren deney
¢ozeltisinde, Fe?** sisteminin indirgenme-yiikseltgenme olay1 esnasinda elektrot
ylizeyinden ¢dzelti ortamina (veya tersi) yik transferi, elektrot yiizeyinin elektriksel
yapistyla dogrudan ilgilidir. Negatif yiiklii fosfat iskelet yapisina sahip DNA'nin elektrot
ylizeyine immobilize edilmesiyle birlikte elektrot yiizeyi kismen negatif yiiklenecek ve
immobilizasyon siiresi arttikca elektrot yiizeyindeki negatif yiik yogunlugu da artacaktir.
Sonug olarak anyonik redoks probu ([Fe(CN)s]*”*) ile DNA arasindaki elektrostatik itme,
yik aktarim direncini artiracak ve belirli bir etkilesim siiresinden sonra da sabit

kalacaktir.

Ct ssDNA’nin immobilizasyonunda optimum siirenin tayin edilmesinde yukarida
islemler tekrar edildi. DPV yontemi ile aktive edilmis elektrotlarin (¢iplak elektrot), 0,21
V sabit devre potansiyelinde, 2,5x10° M [Fe(CN)s]*”* redoks probunda empedans
oOlgtimleri alind1 ve Nyquist grafiginden Rct degerleri [Rct(eipiak)] bulundu. Daha sonra bu
elektrotlar, PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 30 ppm sabit derisimdeki ssDNA
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cozeltilerinde 1 dakikadan 20 dakikaya kadar degisen siirelerde bekletildi ve ayni sekilde
empedans Olglimleri alinarak Nyquist grafiginden Rct degerleri [Rctssona)] bulundu.
Literatiire gore [75] her bir siire i¢in Aoran degerleri hesaplandi ve sonuglar Sekil 4.17'de

histogram olarak verildi:
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Sekil 4.17. ssDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonuna iligkin impedimetrik
Ol¢iimlerinin ortalama Aoran degerlerinin adsorpsiyon siiresine gore
degisimi

Sekilden de anlasilacag gibi artan etkilesim siiresiyle birlikte Aoran degerlerinin de arttig1

ve 10 dakikalik etkilesim siiresinden sonra sabit kaldigi yani bu siire sonunda elektrot

ylizeyinin ssDNA ile tamamen bloke oldugu anlasilmis ve bdylece ssDNA

immobilizasyonu i¢in optimum siire impedimetrik olarak tayin edilmistir.

4.3.1.2 PGE yiizeyine ct ssDNA ve ct dsDNA’nin immobilizasyonunda en uygun

etkilesim derisiminin belirlenmesine iliskin bulgular ve tartisma

Ct dsDNA i¢in optimum immobilizasyon siiresi 10 dakika olarak tayin edildikten sonra,
PGE yiizeyine immobilize edilen ct dSDNA’nin optimum derigsim degerinin impedimetrik
olarak belirlenmesi basamagina ge¢ildi. Bunun i¢in DPV yontemi ile aktive edilmis
elektrotlarin (¢1plak elektrot), 0,21 V sabit devre potansiyelinde, 2,5x10° M [Fe(CN)g]*"*
redoks probunda empedans Olglimleri alindi ve Nyquist grafiginden Rct degerleri
[Rct(eiplak)] bulundu. Daha sonra bu elektrotlar, PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 5 ppm
— 20 ppm derigsim araligindaki dsDNA ¢ozeltilerinde 10 dakika bekletildi ve empedans
Ol¢iimleri alinarak Nyquist grafiginden Rct degerleri [Ret(gsona)] bulundu. Literatiire gore
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[75] her bir dsDNA derisimi i¢in Aoran degerleri hesaplandi ve sonuglar Sekil 4.18'de
histogram olarak verildi:
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Sekil 4.18. dsDNA’nin PGE ylizeyine immobilizasyonuna iliskin impedimetrik
ortalama Aoran degerlerinin dsDNA adsorpsiyon siiresine gore
degisimi

Sekilden de anlasilacagi gibi artan dsDNA derisimleri ile birlikte Aoran degerlerinin de
arttigr ve 10 ppm dsDNA derisiminden sonra sabit kaldigi yani bu derisim degerine
ulagildiginda elektrot yiizeyinin dsDNA ile tamamen kaplandig1 anlagilmis ve boylece

dsDNA immobilizasyonu i¢in optimum derigim 10 ppm olarak tayin edilmistir.

Ct ssDNA i¢in optimum immobilizasyon siiresi 5 dakika olarak tayin edildikten sonra,
PGE yiizeyine immobilize edilen ct ssDNA’nin optimum derigim degerinin impedimetrik
olarak belirlenmesi basamagina ge¢ildi. Bunun i¢in DPV yontemi ile aktive edilmis
elektrotlarin (¢1plak elektrot), 0,21 V sabit devre potansiyelinde, 2,5%x10 M [Fe(CN)s]
R redoks probunda empedans Slgiimleri alindi ve Nyquist grafiginden Rct degerleri
[Rct(ciplak)] bulundu. Daha sonra bu elektrotlar, PBS tamponunda (pH 7,4) hazirlanan 5
ppm — 30 ppm derisim aralifindaki ssDNA c¢ozeltilerinde 5 dakika bekletildi ve empedans
Olctimleri alinarak Nyquist grafiginden Rct degerleri [Rct(ssona)] bulundu. Literatiire gore
[75] her bir ssDNA derisimi i¢in Acran degerleri hesaplandi ve sonuglar Sekil 4.19'da

histogram olarak verildi:
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Sekil 4.19. ssDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonuna iliskin impedimetrik
ortalama Aoran degerlerinin ssDNA adsorpsiyon siiresine gore degisimi

Sekilden de anlagilacagi gibi artan ssDNA derisimleri ile birlikte Aoran degerlerinin de
arttigr ve 15 ppm ssDNA derisiminden sonra sabit kaldig1 yani bu derisim degerine
ulagildiginda elektrot yiizeyinin ssDNA ile tamamen kaplandig1 anlasilmis ve boylece

ssDNA immobilizasyonu i¢gin optimum derisim 15 ppm olarak tayin edilmistir.
4.3.2. SEF-DNA ile etkilesimine iliskin bulgular ve tartisma

4.3.2.1. SEF-DNA etkilesiminde uygun etkilesim siiresinin belirlenmesine iliskin

bulgular ve tartisma

Hem ct dsDNA hem de ct ssDNA i¢in Boliim 3.6.1.1.°de anlatildig1 gibi deneyler yapildi.

EIS metodu kullanilarak ct dsDNA’nin PGE yiizeyine immobilizasyonunda optimum
etkilesim siiresi 10 dakika ve optimum dsDNA derisimi 10 ppm olarak bulunmustu.
Bulunan bu optimum degerler ile PGE yiizeyine ct dSDNA immobilize edilmis 0,05 M
PBS’de (pH 7,4) hazirlanan 30 ppm sabit derisimdeki SEF ¢ozeltisi (110 pL hacmindeki
viallerde bulunan) ile farkl siirelerde etkilestirildi ve yikama islemi yapildi. Bu iglemden
sonra impedimetrik Ol¢limler alindi. Acran degerlerinde olusan degisimler incelenerek
SEF-dsDNA etkilesimi i¢in optimum siire 15 dakika olarak bulundu. Elde edilen
histogram Sekil 4.20'de gosterildi. Aoran asagidaki esitlige gore hesaplandi [75]:
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Sekil 4.20. 30 ppm sabit derisimdeki SEF’nin dsDNA ile PGE yiizeyine tutturulmasina
iliskin impedimetrik ortalama Aoran degerlerinin adsorpsiyon siiresine gore
degisimi

EIS metodu kullanilarak ct ssDNA’nin PGE yiizeyine yiizeyine immobilizasyonunda
optimum etkilesim siiresi 5 dakika ve optimum ssDNA derisimi 15 ppm olarak
bulunmustu. Buldugumuz verileri kullanarak PGE yiizeyine ct ssDNA immobilize
edilmis 0,05 M PBS’de (pH 7,4) hazirlanan 30 ppm sabit derisimdeki SEF ¢ozeltisi (110
uL hacmindeki viallerde bulunan) ile farkli siirelerde etkilestirildi ve yikama islemi
yapildi. Bu islemden sonra impedimetrik Ol¢iimler alindi. Aoran degerlerinde olusan
degisimler incelenerek SEF-SSDNA etkilesimi icin optimum siire 15 dakika olarak
bulundu. Elde edilen histogram Sekil 4.21'de gdsterildi.
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Sekil 4.21. 30 ppm sabit derisimdeki SEF’nin ssDNA ile PGE yiizeyine
immobilizasyonuna iliskin impedimetrik ortalama Aoran degerlerinin
adsorpsiyon siiresine gore degisimi

4.3.2.2. SEF-DNA etkilesiminde en uygun etkilesim miktariin belirlenmesine

iliskin bulgular ve tartisma

Hem ct dsDNA hem de ct ssDNA i¢in Boliim 3.6.1.1.°de anlatildig1 gibi deneyler
yapildi.

Yiizeyine uygun kosullarda (10 dakika; 10 ppm) dsSDNA immobilize edilen PGE, 0,05 M
PBS’de (pH 7,4) hazirlanan farkli derisimlerdeki SEF ¢ozeltisi (110 pL hacmindeki
viallerde bulunan) ile 15 dakika sabit siirede etkilestirildi ve yikama islemi yapildi.
Yapilan her bir islemden sonra impedimetrik dl¢timler alindi. Aoran degerlerinde olusan
degisimler incelenerek dsDNA ile etkilesen optimum SEF derisimi 10 ppm olarak
bulundu (Sekil 4.22). Aoran degerlerinin SEF derisimiyle degisiminden yararlanarak
cizilen kalibrasyon grafigi (Sekil 4.23), regresyon dogrusunun standart sapmasi ve

egiminden yararlanilarak en diisiik tayin sinir1 1,09 ppm olarak hesaplandi.
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Sekil 4.22. 20 dakika siirede SEF’in dsDNA ile etkilesimine iliskin impedimetrik
ortalama Aoran degerlerinin etkilesim miktarina gore degisimi

y=0,030x + 1,249
R*=0,995

Aoran

0,5 1,5 2,5 3,5 45 5,5 £,5 7.5 8,5 8,5 10,5

Csgr (ppm)

Sekil 4.23. Impedimetrik ortalama Aoran degerlerinin SEF ile dsDNA etkilesen
derisimine gore degisimine ait kalibrasyon grafigi

Yiizeyine uygun kosullarda (5 dakika; 15 ppm) ssDNA immobilize edilen PGE, 0,05 M
PBS’de (pH 7,4) hazirlanan farkli derisimlerdeki SEF c¢ozeltisi (110 pL hacmindeki
viallerde bulunan) ile 15 dakika sabit siirede etkilestirildi ve yikama islemi yapildi.
Yapilan her bir islemden sonra impedimetrik 6l¢timler alindi. Aoran degerlerinde olusan

degisimler incelenerek ssDNA ile etkilesen optimum SEF derisimi 15 ppm olarak
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bulundu (Sekil 4.24). Aoran degerlerinin SEF derisimiyle degisiminden yararlanarak
cizilen kalibrasyon grafigi (Sekil 4.25), regresyon dogrusunun standart sapmasi ve

egiminden yararlanilarak en diisiik tayin sinir1 0,97 ppm olarak hesaplandi.
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Sekil 4.24. 10 dakika siirede SEF’nin ssDNA ile etkilesimine iliskin impedimetrik
ortalama Aoran degerlerinin etkilesim miktarina gore degisimi

1,45
14
1,35

13

1,25 y=0,024x + 1,150

R*=0,995
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1,2
1,15
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Sekil 4.25. Impedimetrik ortalama Aoran degerlerinin SEF ile ssDNA etkilesen
derisimine gore degisimine ait kalibrasyon grafigi
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Impedimetrik lgiimlerden elde edilen deney sonuclar1 kendi iginde karsilastirildiginda,
SWYV yontemi ile elde edilen sonuglara benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Sekil 4.22 ve
Sekil 4.24 karsilastirildiginda SEF’in DNA ile etkilesiminde artan derisim degerleri ile
birlikte Aoran degerlerindeki degisimin gerek dsDNA gerekse ssDNA icin belirgin bir
farklilik gostermedigi yani her iki DNA tipinin SEF ile ayn1 sekilde etkilestigi goriilmiistiir.
Sekil 4.23 ve Sekil 4.25 incelendiginde kalibrasyon grafiklerinde goriilen egim
degerlerinin ve elde edilen en diisiik tayin sinirlarinin da bir birine yakin olmasi SEF - DNA

etkilesiminde her iki DNA tiirii i¢in de bir birine benzer oldugu teyit edilmistir.

SWYV ve EIS yontemlerinden elde edilen deney sonuglari karsilagtirildiginda ise,
EIS yonteminde DNA immobilizasyonunun hem siire hem de derisim bakimindan ¢ok daha
avantajlt oldugu goriilmiistiir. Ayrica her iki yontemden bulunan en diisiik tayin sinirlar
karsilastirildiginda impedimetrik olarak tayin edilenlerin daha diisiik sinir degerlerinde

oldugu tespit edilmistir.
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5. SONUC

Bu calismada bir sefalosporin antibiyotik olan seftazidimin (SEF) DNA ile
etkilesim 6zellikleri doniisiimlii voltametri (CV), diferansiyel puls voltametrisi (DPV),
kare dalga voltametrisi (SWV) ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)
teknikleri kullanilarak incelenmistir. Tek kullanimlik kalem grafit elektrotlarin
kullanildig1 ¢alismada calf thymusdan izole edilen tek sarmal ve ¢ift sarmal DNA’nin
elektrot ylizeyine immobilizasyonu SWV ve EIS teknikleri ile ayr1 ayr1 optimize edilmis
ve kati elektrot yiizeyinde SEF-DNA etkilesimi voltametrik ve impedimetrik olarak
incelenmis ve bu tekniklerden elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Impedimetrik
yontemden elde edilen sonucglarin daha duyarli oldugu, SEF'in dsDNA ve ssDNA'ya
afinitesinde 6nemli bir fark olmadigi ve SEF-DNA etkilesiminin elektrostatik olarak
gergeklestigi sonucuna ulasilmistir. Calisma, SEF-DNA etkilesiminin voltametrik ve
impedimetrik olarak incelenmesi yoniinden literatiirde bir ilk olmasi ve yeni ilag
tasarimlarina 151k tutmasi bakimindan 6nemlidir. Ayrica diger grafit tabanl elektrotlarla
kiyaslandiginda maliyeti olduk¢a diisiik olan tek kullanimlik kalem grafit elektrotlarla
herhangi bir etiketletme yapmadan tekrarlanabilir, kararliligi ve duyarligr yiiksek

sonugclar elde edilmistir.
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