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OZET

ILAC-DNA ETKILESIMLERININ TAYININE YONELIK ELEKTROKIMYASAL
NANOBiIYOSENSORLERIN TASARIMI VE UYGULAMALARI

Suzan YANIK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1 Doktora Tezi
Danigsman: Prof. Dr. Selehattin YILMAZ
Ikinci Danisman: Dog. Dr. Dilsat ARIKSOYSAL
31/01/2020, 111

Glintimiizde biyosensorlerin tasarimi analitik kimyanin en 6nemli alanlarindan biridir
ve madde-DNA etkilesimi ile ilgili uygulamalar1 incelemek icin gelistirilen DNA tabanh
biyo (nano) sensorlere ilgi son yirmi yildir artmaktadir. Terapotik amaglar icin olsa bile,
DNA yapisindaki degisiklik insan saglig: tizerinde ciddi etkilere neden olabilmektedir. Bu
calismada, 1970'lerin baslarindan beri kanser tedavisinde kullanilmakta olan antikanser
ilac1 Tamoksifen (TAM)’in tek kullanimlik kalem grafit elektrot hemde karbon ve ¢ok
duvarl karbon nanotiip (MWCNT) perde baskili karbon elektrotlarla kullanilarak dsDNA,
ssDNA ve sentetik oligoniikleotid dizileriyle ile olan etkilesim yollar1 incelenmistir. Bu
amagla TAM ve guanin oksidasyon sinyalleri etkilesim Oncesi ve etkilesim sonrasinda
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) sinyalleri akim farklanmalar1 degerlendirilmistir.
Uygulanan voltametrik yontemin dogrulugunu ve kesinligini kontrol etmek i¢in TAM'in
ilag tabletinden geri kazanim ¢alismalarida ayrica gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada ilk kez
kalem grafit elektrot (PGE), perde baskili karbon elektrotlar (SPE'ler) kullanilarak, meme
kanseri (BRCA1) geni ile ilgili spesifik DNA dizilerinin, bu hastaligin tedavisinde
kullanilan antikanser ilag TAM ile olan etkilesiminin arastirilmasina yonelik
elektrokimyasal nanobiyosensor olusturulmustur. TAM ve DNA arasindaki biyomolekiiler
etkilesim, sadece guanin sinyaline degil, ayni zamanda TAM oksidasyon cevabina
dayanarak DPV ile arastirilmistir. TAM'in tek sarmal (ss)-DNA (veya prob DNA) ve cift
sarmal (ds)-DNA (veya hibrit DNA) {izerindeki etkisi, ¢ift sarmal ve tek sarmal yapiya
bagli olarak farkliliklar gostermistir. TAM'm ds-DNA ile ss-DNA'dan daha giicli
etkilesime girdigi bulunmustur. Benzer sekilde Prob DNA'dan veya hibrit DNA'dan elde
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edilen yaklasik + 1.00V'deki guanin sinyalinin, TAM ile etkilesimden sonra 6nemli bir
artis gosterdigi belirlenmistir. Ek olarak, TAM'in guanin bazlar ile etkilestigi ve guanin
oksidasyon alanina yakin olan TAM sinyalinin DNA ile etkilesimin ardindan da arttig1
bulunmustur. Go6zlenebilme limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ), DPV i¢in sirasiyla
3.19x107 M ve 1.06x10° M olarak belirlenmistir. Sonug olarak, hazirlanan biyosensor
DNA hibridizasyonu ve TAM-DNA etkilesiminin hassas bir sekilde analizi i¢in uygun bir

platform sunmaktadir.

Anahtar sézciikler: Elektrokimyasal DNA Biyosensorii, DNA, Nanomalzeme, ilag-
DNA Etkilesimi, Kalem Grafit Elektrot, Perde Baskil1 Karbon Elektrot.
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ABSTRACT

ELECTROCHEMICAL DNA NANOBIOSENSOR FOR THE DETECTION OF
ANTICANCER DRUGS AND DNA INTERACTIONS

Suzan YANIK
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Chemistry
Advisor: Prof. Dr. Selehattin YILMAZ
Co-Advisor: Assoc. Prof. Dr. Dilsat ARIKSOYSAL
01/31/2020, 111

Today, the design of biosensors is one of the most important areas of analytical
chemistry, and interest in DNA-based bio (nano) sensors developed to study applications
related to substance-DNA interaction has been increasing for the past two decades. Even
for therapeutic purposes, the change in DNA structure can have serious effects on human
health. In this study, the anticancer drug Tamoxifen (TAM), which has been used in the
treatment of cancer since the early 1970s, is used with both disposable pencil graphite
electrodes, screen printed carbon electrodes and multi-walled carbon nanotube (MWCNT)
screen printed electrodes in order to examine the ways of interaction with dsDNA, ssDNA
and synthetic oligonucleotide sequences. In order to check the authenticity and accuracy of
the applied voltammetric method, TAM's recovery from the drug tablet was also carried
out. In this study, for the first time, an electrochemical nanobiosensor was developed for
investigating the interaction of specific DNA sequences related to the breast cancer (BRCA
1) gene with the anticancer drug TAM which was used in the treatment of this disease by
using the pencil graphite electrode (PGE), screen printed carbon electrodes (SPEs). The
biomolecular interaction between TAM and DNA was investigated by DPV based on not
only the guanine signal but also the TAM oxidation response. The effect of TAM on single
stranded (ss)-DNA (or probe DNA) and double stranded (ds)-DNA (or hybrid DNA)
varied depending on the double stranded and single stranded structure. TAM has been
found to interact with dsSDNA more strongly than ssDNA. Similarly, it was determined that
the guanine signal at about + 1.00V from probe DNA or hybrid DNA showed a significant

increase after interaction with TAM. In addition, it was found that TAM interacts with
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guanine bases and the TAM signal, which is close to the guanine oxidation site, increases
after interaction with DNA. The Limit of Detection (LOD) and Limit of Quantification
(LOQ) were determined as 3.19x107 M and 1.06x10° M for DPV, respectively. As a
result, the prepared biosensor provides a suitable platform for DNA hybridization and

precise analysis of TAM-DNA interaction.

Keywords: Electrochemical DNA Biosensor, DNA, Nanomaterial, Drug-DNA

Interactions, Pencil Graphite Electrode, Screen Printed Carbon Electrode.
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BOLUM 1
GIRIS

1.1. Elektrokimya

Madde ile elektrik enerjsinin etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikan kimyasal enerjinin
fiziksel enerjiye doniisimii gibi enerji degisimlerini inceleyen bilim dali elektrokimya
olarak tanimlanmaktadir (Skoog ve Leary, 1996). Elektrokimyasal tepkimeler, elektron
transferi yoluyla ve yiikseltgenme-indirgenme yoluyla gergeklesen tepkimelerdir.

Elektroanalitik kimya, elektrokimyasal hiicrenin bir pargast olan analit ¢6zeltisinin
elektrokimyasal Ozelliklerine yonelik ¢esitli analitik yontemleri kapsamaktadir.
Elektroanalitik teknikler incelenen maddeye spesifik oldugundan, oldukga diisiik tayin
sinirlarina ulasilabilmektedir. Elektroanalitik tekniklerin siniflandirilmalarinda  ¢esitli
yollar izlenmektedir. Bu yollardan en yaygin kullanilan siniflandirma metodu Sekil 1.'de
gosterilmistir.

Elektroanalitik teknikler temel olarak statik ve dinamik olarak iki ana sinifa
ayrilmaktadir. Bu tekniklerden dinamik tekniklerde akim yoklugunda, statik tekniklerde ise
akim varliginda 6l¢timler gerceklestirilmektedir.

Potansiyometrik olgiimleri igeren statik yontemler, analizdeki se¢icilik ve hizlarindan
dolay1 oldukca 6nem tagimaktadir.

Elektrokimyasal hiicrelerdeki akimlar gerceklestirilen analiz i¢in olduk¢a Onem
tasimaktadir. Bu tekniklerde, olglim yapilirken, hiicre potansiyelinin kontrol edilmesi
gerekmektedir. Duyarlilig1 yiiksek olan bu teknikler genis calisma aralig1 saglamaktadir.

Ayrica bu analizler 6zellikle diisiik derisimlerde (nano veya mikro boyuttaki
konsantrasyonlara) da uygulanabilmektedirler. G6zlenebilme sinirlar1 pikomol seviyesinde
olabilir. Sekil 1.'de gosterilen elektroanalitik tekniklerden bir¢ogu cesitli kromatografik
islemlerde dedektdr olarak kullanilmaktadir (Skoog ve Leary, 1996).

Elektrokimyasal tepkimenin gergeklestigi bir sistemde, incelenen maddeyi igeren bir
¢Ozelti, maddenin elektrokimyasal tepkimeye girdigi bir elektrot sistemi (genellikle {i¢li
elektrot sistemi) ve elektrotlar1 birbirine baglayan bir ¢evrim sistemi bulunmaktadir.

Bahsedilen ¢ozelti (destek elektrolit) olarak tampon ¢ozeltiler kullanilmaktadir. Bu
tampon ¢oOzeltiler aynt zamanda elektriksel iletkenligi de saglamaktadir. Cesitli
elektrokimyasal yontemler ile Dogru akim (DC), Difarensiyel Puls (DP), Doniistimli

voltametri (CV) vb. de calisma elektrodunun ve incelenen maddenin izin verdigi



potansiyel aralifinda tarama yapilarak reaksion sonrasi ortaya c¢ikan akim siddeti

Olciilmektedir.
Elektroanalitik
Teknikler
Statik Dinamik
Yontemler Yantemler
1=0 1=0

Potansiyometri

(E)

( . ] l Potansiyel |
Sabit Alam Kontrellii

Sabit Elektrot
Potansiyel
Kulometrisi

Potansiyometrik
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Voltametri
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Elektrogravimetri
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Sekil 1. Elektroanalitik tekniklerin siniflandirilmasi (Yazar tarafindan ¢izilmistir.)

1.1.1.Voltametri

Tez kapsaminda uygulanan yontem olan voltametri; yiikseltgenebilen ve/veya
indirgenebilen (elektroaktif, elektrot tepkimesine giren) organik ve inorganik maddelerin
cesitli ortamdaki ¢ozeltilerinden uygun kosullarda elde edilen akim siddeti-gerilim
egrilerinin (voltamogram) karakteristik ozelliklerini inceleyen ve degerlendiren analiz
teknigidir (Yildiz ve Geng, 1993).

Voltametrinin temeli akim, potansiyel, elektriksel yiik miktar1 ile madde miktar
arasindaki iligkiye dayanmaktadir. Voltametri, elektroaktif tiim kimyasal maddelerin akim
siddeti-gerilim egrilerinin karakteristiklerini inceleyip degerlendiren bir analiz teknigidir.
Voltametrinin en énemli 6zelligi, uygun elektroanaliz teknikleri ile kullanilan elektrodun
ozelligine gore c¢ok diisiik derisimlerde dahi yiiksek duyarlik ve hizli bir analizle
yapilabilmesine olanak saglamasidir. Bu yontemde bir c¢alisma elektrodunun polarize
olmas1 esnasinda potansiyele kars1 akim o6l¢iiliir ve boylece analit hakkinda bilgi edinilir.

Bu yontemde elektroaktif 6zellige sahip bir maddenin ¢ozeltisinin bulundugu bir hiicrede



calisma elektrodu, referans elektrot ve karsit elektrot olmak iizere iiclii elektrot sistemi
kullanilir ve degisken potansiyelden olusan bir uyarma sinyali uygulanir (Yildiz ve Geng
1993). Bu uyarma sinyali sisteme 0zgii bir akim cevabi olusturur ve yontemde 6l¢iilen bu
akimdir. Gerilim — akim grafigi voltamogram olarak isimlendirilmektedir. Eger ¢alisma
elektroduna uygulanan gerilim negatif yonde degistirilirse burada gerceklesen indirgenme
tepkimesi hizlanir ve elektrot katot gibi davranir. Boylece katodik akim meydana
gelir.Voltametride en ¢ok kullanilan uyarma sinyalleri doniisiimlii voltametri, diferansiyel
puls voltametri ve kare dalga voltametridir. Bu voltametrik yontemler arasindan 6zellikle
diferansiyel puls ve kare dalga voltametri yontemleri kolay uygulanabilme, diisiik maliyet
ve kisa analiz siiresine sahip olma avantajlariyla farmasotiklerden analizde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu metotlar, redoks reaksiyonu {izerinden yiiriidiigiinden diger analitik
metotlara gore oldukea secicidir (Bard ve Faulkner, 1980; Skoog ve Leary, 1996; Tural,
Gokgel ve Ertas, 2003; Yildiz ve Geng., 1993).

Elektrokimyasal Tasinma Yollari: Elektroaktif maddenin elektroda taginmasi ve
olusan Triiniin de elektron aktarimiyla elektrottan uzaklasmasyla Faradaik akimin
elektroliz devresinden gecgebilmektedir. Bir elektrolitteki herhangi bir tanecigin bir yerden
baska bir yere taginabilmesi icin, o tanecige bir kuvvet uygulanmasi gerekmektedir. Bu
kuvvet kimyasal, elektriksel ya da mekanik bir kuvvetten meydana gelmektedir. Sekil 2.'de
taneciklerin elektrot yiizeyine tasinma yollar1 belirtilmistir.

Elektroaktif maddeler elektrokimyasal bir olayda elektrot ylizeyine ii¢ sekilde

taginabilir:
a) Migrasyon
b) Konveksiyon
¢) Difiizyon
Diftizyon Migrasyon Konveksiyon
S !
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Sekil 2. Elektrokimyasal kiitle aktarim yollar1 (Topkaya, 2009)



Bir elektrokimyasal hiicrenin ¢aligmasi sirasinda maddenin elektrot yiizeyine aktarim
yollart, ti¢ sekilde ger¢eklesmektedir (Turner, 1987). Bu kiitle aktarim yollart:

1-Elektriksel goc (Migrasyon): Elektriksel alan etkisi ile harekete gecen iyonlarin bu
hareketi, disaridan elektriksel alan uygulandiginda meydana geldigi gibi, ¢dzeltide
herhangi bir nedenle yiik esitligi bozuldugunda da olusabilir. Anyonlarin anoda katyonlarin
katota taginmasi olusan bu kuvvetle gerceklesmektedir. Olusan bu tiir taginmaya denir.

2-Karistirma (Konveksiyon): Mekanik kuvvetlerden (karistirma ve elektrodun
donmesi gibi) kaynaklanan kiitle aktarim yoludur.

3-Difiizyon: Elektrot yiizeyindeki derisim farkindan (siv1 film ile ¢6zelti arasindaki)
dolay1 meydana gelen kiitle aktarim yoludur. Deneysel kosullara bagli olarak bunlardan bir

tanesi veya birkaci kiitle aktarimina katkida bulunabilir.

1.1.2. Voltametrik Cihazlar

Voltametrik analizde kullanilacak cihazlar, elektrokimyasal hiicre ile i¢inde analiti
iceren ve destek elektrolit adi verilen derisimi yliksek bir ¢ozeltiye daldirilmis ii¢
elektrottan yapilmistir. Sekil 3.'de voltametrik analizlerde kullanilan {g¢lii elektrot sistemi

sematize edilmistir.

a) b)
iletken Tel oS

Yardimai Elektrot Calisma Elektrodu
Referans Elektrot

Grafit Kalem Ucu.

Referans Elektroi_ﬁ _epoeTEETES
Yardima Elektrot
\ = ! Calisma Elektrodu

Sekil 3. Uglii elektrot sisteminin sematize edilmesi; a) Kalem grafit elektrot (PGE).
b) Perde baskili karbon (grafit) elektrot (SPCE) (Yazar tarafindan ¢izilmistir)




Calisma elektrodu: Referans elektroda bagli olarak calisan ve elde edilen sinyali
(potansiyeli) analit derisimine bagli olan elektrottur. Yiizeyinde analitin yiikseltgenmekte
veya indirgenmektedir.

Referans elektrot: Deney siiresince potansiyeli sabit kalan elektroda denir. Bu
potansiyel calisilan ¢ozeltinin bilesiminden bagimsizdir. Referans elektrot olarak en ¢ok
Ag /AgCl veya doygun kalomel elektrot (DKE) kullanilmaktadir.

Yardimcer elektrot: Genellikle bir platin telden olusan ve elektronlarin ¢ozelti

icinden ¢alisma elektrotuna aktarilmasini saglamaktadir.

1.1.3. Voltametrik Calisma Elektrotlar:

Calisma elektrotlar1 genellikle inert bir metal, karbon, pirolitik grafit ya da camsi
karbon, kalay oksit ya da indiyum oksit gibi yari-iletken veya bir civa filmi ile kaplanmig
bir metalden meydana gelmektedir. (Herne ve Tarlov, 1997). Bu tiir elektrotlarin ¢alisma
potansiyel araligi tespiti ¢ok Onemlidir. Ciinkii her birinin calisma potansiyel araligi
farklidir. Bu araligi degistiren birgok sebep vardir. Bunlar; pH, ¢oziicii, elektrot tipi ve
elektrolit tipidir. Suyun yiikseltgenmesi sonucu olusan biiyiik akimlar, pozitif potansiyel
sinirlarini belirler. Bu belirleme genellikle molekiiler oksijen verecek sekilde olur. Suyun
indirgenmesinden kaynaklanan hidrojenler ise negatif potansiyel sinirlarini belirler (Bauer,
Birenbaum ve Meyer, 2004). Voltametride kullanilan ¢esitli calisma elektrotlar1 Sekil 4.'te

gosterilmistir.
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Sekil 4. Voltametrik ¢alisma elektrotlarinin cesitleri (Yilmaz, 2016).

Karbon Elektrotlar:
sagladigindan ve diisiik maliyete sahip oldugundan elektrokimyasal analizlerde oldukga sik
kullanilmaktadir. Ayrica yapisindaki hidrojen, hidroksil ve karboksil gruplar1 ve hatta

kinonlar ile karbon yiizeyinde baglar olusabilmesi modifikasyon islemlerinde avantaj

saglamaktadir.

Genis bir potansiyel araliginda calisilmasina imkan



Karbon elektrotlarin gesitleri:

a)Karbon Pastasi Elektrodu (CPE): Grafit tozunda bulunankarbon molekiilleri
aralarinda bulunan zayif bagar sayesinde hizli elektron transferine imkan saglamaktadir.
Grafit tozlarmi baglamak amaciyla, nujol (mineral yag), parafin yagi, silikon yagi gibi
organik sivilar kullanilmakta ve bu organik sivilarin miktar arttikga, elektron transfer hizi
azalmaktadir. Susuz destek elektrolitlerde ve organik ¢dzgenmiktarinnin fazla oldugu
destek elektrolit ¢ozeltilerinde karbon pastasinin ¢dzelti icerisinde dagilmasindan dolay1
kullanim imkani kisithdir.

b)Cams1 Karbon Elektrot (GCE) : Camsi1 karbon, fenol / formaldehit polimerlerinin
veya poliakrilonitrilin 1000- 3000 °C arasinda basing altinda karbonizasyona ugratiimasi
ile elde edilir (Ozcan, 2015). Fiziksel ve kimyasal ozellikleri nedeniyle camsi karbon,
ilging ve yaygin olarak uygulanan bir elektrot malzemesi haline gelmistir. Oldukca kiiciik
gozenek boyutlar1 ve kiigiik bir gaz ve siv1 gecirgenligi ile birlikte camsi karbonu uygun
bir inert elektrot haline getiren oldukga diisiik bir yiikseltgenme orani ve oldukc¢a yiiksek
bir kimyasal inertlik saglamasi ve bu 6zelliklerin getirdigi mekanik ve elektriksel 6zellikler
ile siklikla kullanilmaktadir (Van der Linden ve Dieker, 1980). Cams1 Karbon yapis1 Sekil

5."te verilmistir.

Sekil 5. Camsi karbonun yapis1 (Mercan, 2010)

c¢) Perde Baskili Karbon (Grafit) Elektrotlar (SPCE): Perde baskili elektrotlar genel
olarak plastik veya seramik bir tabaka {izerine perde baski teknigi ile bir film elektrodun
tutturulmasiyla imal edilir. Perde baski tekniginde bir mirekkep bir perde kalemi
yardimiyla yiizeye piskiirtiilir. Karbon ve platin bazli mirekkepler calisma

elektrotlarinda, glimiis baski miirekkepler ise referans elektrotlarda kullanilir. Genellikle



kiiciik bir damla ¢ozelti tiim elektrot ylizeyini kaplamaya ve analiz edilecek maddenin
tayinine yeterlidir. Perde baskisinda elektrot ¢oziiniirliigi 1 mikrometreye kadar ¢ikabilen
bu elektrotlar elektrokimyasal biyosensor yapiminda da siklikla kullanilmaktadirlar (Bard,
Inzelt ve Scholz, 2008).

Perde baskili elektrotlarin 6nemli avantajlari arasinda kolay imal edilebilir olmalari,
yine kolay bir sekilde modifiye edilebilmeleri ve ucuz olmalar1 sayilabilir (Metters ve
Banks, 2013). Daha da onemlisi bu elektrotlar tek kullanimlik oldugundan kirlenmeye
maruz kalmazlar ve yiizey problemlerinin daha az yasanmasini saglarlar. Bu o6zellikleri
biyosensor olarak kullanimlarini da kolaylastirir; ¢linkii kirlenme riski en aza indirgenmis
olur (Bagni ve Mascini, 2010). Ozellikle biyosensdr teknolojisinin gelecedi olarak
goriilmekte olan perde baskili elektrotlar son donemlerde yaygin kullanim gostermektedir.
Gergeklestirilen ¢alismalarda perde baskili elektrotlar ile olduk¢a basarili sonuglar elde
edilmistir. (Lucarelli ve digerleri, 2002; Marazza, Chianella ve Mascini 1999). Tek
kullanimlik bu elektrotlarin fabrikasyon iiretim sartlarindan dolay iyi tekrarlanabilirlige
sahip olmasi ve oldukga kii¢iik 6rnek miktarlariyla ¢alisilmasi en biiylik avantajlarindandir.

d)Kalem Grafit Elektrot (PGE): Kalem grafit elektrotlarin kullaniminin yaygin
olmasinin en bliylik sebepleri arasinda; tekrarlanabilirliginin diger ¢alisma elektrotlarina
kiyasla daha iyi olmas1 gelmektedir. Ayrica diger elektrotlarla kiyaslandiginda daha diistik
belirtme alt siniria sahiptirler. Ucuz ve tek kullanimlik olmalar1 kalem grafit elektrotlarin
kulanilabilirligini arttirmaktadir (Ariksoysal, 2006). Ayrica kalem grafit elektrotlarin
maliyetinin diigiik olmasindan dolayr analiz maliyetlerini diisiirmektedir. Bundan dolay1
tek kullanimlik olarak kullanima olanak vermektedir. Ardarda yapilan Olglimlerde diger
elektrotlarin yiizeylerinin temizlenmesi gerekirken, PGE yiizeylerinin temizlenmesine
gerek yoktur. Bu sebeple, analiz dncesinde uzun siiren temizleme ve parlatma islemleri
icermemetedirler. On hazirlik asamasinin (temizleme ve parlatma islemleri gibi) kisa
olmasindan dolay1 PGE ile ilgili ¢aligmalarda 6nemli bir zaman kazanimi da soz
konusudur. PGE’ler sonug¢ olarak; diger elektrotlarla kiyaslandiginda, yiiksek hassasiyet,
1yl tekrarlanabilirlik, iyi mekanik sertlik, tek kullanimlik, modifikasyon kolayligi, genis
potansiyel araligi, ticari kullanilabilirlik, diisiik teknoloji, diisiik maliyet, kolay
erisebilirlik, gibi bir¢ok iistiin 6zelliklere sahiptirler.

e)Metal Elektrotlar: Platin ve altin (Carpini ve digerleri, 2004; Herne ve Tarlov
1997; Kara ve digerleri, 2002a) en c¢ok tercih edilen elektrotlardir. Bu elektrotlar yiiksek

elektron transfer kinetiklerine ve genis bir pozitif potansiyel araliina sahiptirler.



1.1.4. Voltametrik Referans Elektrotlar:

Deney boyunca sabit potansiyele sahip elektrotlardir. Analit konsantrasyonundaki
degiSimlerden veya destek elektrolitten etkilenmezler. Kiiglik akim degerleri referans
elektrotlarin  polarlanmasim1  saglayamaz fakat yiiksek akim degerlerinde ideal
konumlarindan sapmalar gozlenir. En yaygin kullanilan referans elektrotlar Ag/AgCl ve
kalomel elektrotlardir. Bu calismada kullanilan Ag/AgCl referans elektrodu, doygun
kalomel elektroda gore daha yiiksek sicakliklarda ¢alismayaimkan vermesi, sicaklikla
degisim katsayis1 kiiclik olmasi, kolay hazirlanabilmesi Ozelliklerinden dolay1 tercih

edilmstir.

1.1.5. Voltamogramlar

Voltametrik dalga olarak bilinen dogrusal taramali voltamogramlar sigmoidal (s
sekilli) seklindedir. Uygulanan gerilim karsisinda meydana gelen akim sonucunda elde
edilen egrilere voltamogram denir. Asamal1 artig sonrasinda akim sabit kalmaktadir ve bu
sabit akima smur akimi, Iy denir. Analizlenecek maddenin kiitle aktarimi ve elektrot
yilizeyine taginma hizi analiz sonucu meydana gelen akimla orantilidir. Analizi yapilacak
maddenin derisimi sinir akim ile dogru orantilidir.

Aralarindaki baglanti;

is = k Cx seklinde yazilmaktadir.

Bu denklemde; C4 analit derisimi ve k ise bir sabittir.

Analit derisimi genellikle 10° M ve daha biiyiik ise; I.<I¢'dir ve dogru bir kantitatif
analiz yapilabilir. 10* M da kismen iyi sonu¢ almr. 10° M ve daha diisiik ise; I>>1;

olacagi i¢in dogru sonug alinamaz.

1.1.6. Voltametrik Akimlar

Voltametride uygulanan gerilimin belli bir degerinde devreden gegen akim, analitin
difiizyon tabakasinin dis kismindan elektrot yiizeyine tasinma hizi ile kontrol edilir ve bu
hiz 0CA / ox ile verilir.

Burada x, cm cinsinden elektrottan olan uzaklig1 gostermektedir. Diizlemsel bir
elektrot i¢in, akim;

[=nFADA(0Ca/0X) seklinde ifade edilir.

I = Amper cinsinden akimi,

N = Analitinmolii basina elektronlarin mol sayisini,

F =Faraday sabiti ( 96487Coulomb / mol elektron),
9



A =cm” cinsinden elektrot yiizey alanini,

D, = A' nin difiizyon katsayisini, (cm’s-1)

Ca= mol/cm’ cinsinden A'nm derisimini géstermektedir.

Kapasitif akim (I.): Elektrotelektrolit-analit ¢ozeltisi igeren hiicreye daldirildiginda
negatif yiikle yiiklenir. Hiicrede bulunan pozitif yiiklii iyonlar negative yiiklii elektroda
dogru ¢ekilmeye baglar. Bunun sonucunda ara yiizeyde bir gerilim farki olusur. Zit yiiklere
sahip iyonlar ara ylizeyin her iki tarafinda da birikerek elektriksel ¢ift tabakanin
olusmasina sebep olurlar. Olusan bu tabaka kapasitor gibi davranir. Bu kapasitoriin
yiikklenmesiyle ortamda negatif ya da pozitif iyon olmasa bile akim olusur. Reaksiyona
bagli olmayan sistem kaynakli bu akima kapasitif akim adi verilir. Ne kadar diisiik olursa,
o kadar dogru 6l¢iim yapilir.

Faradayik akim (Iy): Analiz edilen madde ve elektrot arasinda elektrokimyasal
etkilesim yoluyla meydana gelen akimlar faradaik akim oarak ifade edilmektedir. Elektrot
ve elektrolit ara yiizeyindeki -elektronlarin hareketi boyunca yiikseltgenme veya
indirgenme islemlerinin meydana geldigi ve Faraday Yasalariyla (Bir elektrottaki kimyasal
madde ne kadar fazla ise gegen akim da o kadar fazladir.) uyumlu oldugundan faradayik
akim adin1 alir (Wang, 2006).

I = I¢+ L oldugundan I, azaldiginda duyarlilik artmaktadir.

1.1.7. Voltametrik Teknikler

Polarografi: Polarografi, akim-voltaj egrilerindeki akimin uygulandig1 potansiyeli
bir fonksiyon olarak irdeleyen ve calisma (indikator) elektrodunun polarize oldugu
kosullarda gerceklesen voltametrik bir yontemdir. Bu yolla elde edilen akim — gerilim
egrisine de polarogram denir. Elektroanalitik kimyanin babasi olarak kabul edilen Cekyali
kimyager Jaroslav Heyrovsky'nin 1920'li yillarin baginda polarografiyi bulusu ile baslayan
stirecte elektrolitik bir hiicredeki akim-potansiyel iligkileri, ilk kez bu ydntemle ortaya
koyulmustur. Daha sonra bu teknik gelistirilerek voltametri yonteminin dogmasi
saglanmistir. Polarografi, ozellikle dogrusal taramali voltametrik yontemin temelini
olusturan bir tekniktir. Zaman igerisinde gelistirilince artik voltametrinin bir alt dali olarak
karsimiza ¢ikmaktadir; ancak bu yontemin diger voltametrik tekniklerden ayrildigi nokta
calisma elektrodu olarak damlayan civa elektrodun kullanilmasidir. Temelde her element,
ne tiir bir durumda olursa olsun, polarografik yontemle analiz edilebilir. Herhangi bir

maddenin polarografik davranisi kendine 6zgli oldugundan yontem, segicili§in gerektigi
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analizlere gayet uygunluk gosterir (Skoog, Holler ve Nieman, 1998; Tural, Gokgel ve
Ertas, 2003).

Sekil 6." daki polarogramda belirtildigi lizere belirli bir potansiyelden sonra akimin
sabit kaldig1 bir plato bolgesine ulagilmaktadir. Ulasilan plato bolgesindeki bu akima smir
akimi adi verilmektedir. Elektrot iizerinde heniiz reaksiyon olmadigi zaman kiiglikte olsa
bir akim gozlenmektedir Bu akima artik akim denir. Sinir akim ile artik akim arasindaki
yiikseklige dalga yiiksekligi adi verilir. Dalga yiiksekligi, elektroaktif maddenin
konsantrasyonu ile dogrusal olarak arttifindan polarografi, ayni zamanda kantitatif
analizlerde de kullanilabilmektedir (Yilmaz, 2016).

Derisimden bagimsiz olan ve sinir akiminin yarisina esit olan akima karsilik gelen
potansiyele yar1 dalga potansiyeli denir ve E;, seklinde gosterilir. Bu deger elektroaktif
maddenin konsantrasyonuna bagli olmamakla birlikte standart yar1 hiicre potansiyeli ile
yakindan iligkilidir. Yar1 dalga potansiyelinin her madde i¢in karakteristik olmasindan

dolay1 polarografi kalitatif analizlerde de kullanilabilmektedir (Y1lmaz, 2016).

AKIM(AMPER)

SINIR AKIM | === ====smssmmenes e

ARTIK AKIM

» E(VOLT)

Sekil 6. Polarografide akim potansiyel grafigi (Yilmaz, 2016).

Diferansiyel puls voltametrisi (DPV): Sabit ya da degisen dogru akim sinyali
tizerine bir kare dalganin ¢akistirllmast ile olusan bir uyaric1 sinyalin uygulandig
voltametri teknigidir. S1ivi ve dokulardaki elektroaktif maddelerin miktar tayininde genis
kullanim alanina sahiptir.

Akim, uyarma sinyalinden hemen 6nce ve uyarma sinyalinin sonuna dogru iki kere
dleiiliir. Bu durum Sekil 7.’de 6lciim 1 ve &lgiim 2 olarak gosterilmektedir. Iki nokta
arasindaki akim farki, uygulanan artan gerilimin fonksiyonu olarak kaydedilmektedir.
Uygulanan gerilime kars1 elde edilen akimdaki fark grafige gecirildiginde olusan

diferansiyel egri pik seklindedir ve yiiksekligi analitin derisimiyle dogru orantilidir.
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Her bir analite ait pik potansiyeli (Ep), yari-dalga potansiyeline (E;) bagli olarak;
Ep=E,»-AE/2  Seklinde ifade edilmektedir.

Puls
Yiiksekligi Adim
Gerilimi
Bitis |
Gerilimi
E
T
U]
Baslangig
Gerilimi

1. Blciim

Sekil 7. Diferansiyel Puls Voltametri tekniginde uygulanan uyarma sinyali (Yazar
tarafindan ¢izilmistir)

Esitlikte; AE, uyarma sinyalinin genligidir ve genligin ve gerilimin dikkatli
se¢ilmesiyle duyarlilik daha da arttirilabilmektedir. Bazen 50 mV’luk bir gerilim farki ile
pikler birbirinden ayirt edilebilir. Donligiimsiiz redoks sistemlerinde daha diigiik ve daha
genis akimlar (duyarlilik daha zayif) elde edilmektedir.

Yontem duyarliligi 10® M’a kadar diismektedir, bunun sebebi ise faradayik akimin
artmasi, faradayik olmayan yiikleme akiminin ise azalmasidir. Yani sinyal/giiriiltii orani
tyilestirilerek, analizdeki hassasiyet ve duyarlilik arttirllmistir (Bard ve Faulkner, 2001;
Skoog ve West, 1982).

Kare dalga voltametrisi (SWV): Kare dalga voltametrisi, uygulanan gerilim
seklinden dolay1 pulslara benzerlik gosterir fakat bu yontem bir puls teknigi olarak ifade
edilemez. Akim siniisoidal akim gibi degisir zaman i¢inde degisimi kare seklindedir.
Periyodun bir yarisinda potansiyel negatif deger alirken, diger yarisinda pozitif deger alir.
Bu teknik diger voltametrik tekniklerden ¢ok daha hizli tarama imkan1 saglar.
Voltamogramin tamami 10 milisaniyeden daha kisa bir siirede bitirilir. Ol¢iim hiz1 son
derece yiiksek oldugu i¢in analizin kesinligini arttirma amach birkag voltametrik taramanin
ortalamasi alinabilmektedir. Hizli, yiiksek duyarlikli bir teknik olmasi dolayisiyla Yiiksek
Performansli S1vi Kromatografisinde (HPLC) daha ¢ok kullanilmaktadir (Skoog ve Leary,
1996; Thiel ve digerleri, 1997, Tural, Gokgel ve Ertas, 2003; Yildiz ve Geng., 1993).
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Doniisiimlii voltametri (CV): En yaygin kullanilan voltametri yontemidir. Genel
olarak kalitatif tayinde tercih edilir. Indirgenme ve yiikseltgenme tepkimlerinin
aydinlatilmasinda ve elektrotlarda olusan tepkime sonucu olusan {riinlerin piklerini
saptamada sik¢a uygulanmaktadir. Tayinde calisma elektroduna uygulanan gerilim sabit
bir degere ulasana dek arttirilir, daha sonra aynm1 hiz ve egimde baslangi¢c noktasina kadar
indirilir (Skoog ve West, 1982; Wang, 2006). Ileri ve geri yonde tarama, birden fazla
uygulanabilmektedir. Ileri yonde tarama sirasinda bir indirgenme tepkimesi olmussa, geri
yondeki pik indirgenme sirasinda olusan iiriiniin elektrotta yeniden yiikseltgenmesinden
dolayt olusur (Bard ve Faulkner, 2001). Analitin hangi potansiyelde ve ka¢ adimda
indirgenip yiikseltgendigini, elektrokimyasal olarak tersinir olup olmadigi hakkinda bilgi
vermektedir (Sekil 8.).

s

01 02

Potansiyel

Sekil 8. Doniistimlii voltametri i¢in potansiyel uyarma sinyali ve elde edilen voltamogram
(Bogdan ve digerleri, 2014)

Siyirma  voltametrisi (SV): Siyirma analizleri en hassas elektrokimyasal
tekniklerden biridir ve bu nedenle 6zellikle eser miktardaki metallerin miktar tayininde
kullanilir. Bu biiytlik hassasiyetin nedeni etkili bir 6n biriktirme agamasinin son derece iyi
bir sinyal yaratan gelismis Ol¢lim islemleri ile birlestirilmesidir. Metaller elektrotta
onceden biriktirildigi i¢in ¢ozelti fazli voltametrik Ol¢iimlere gore daha diisiik tayin
siirlarina, 107'°M” lik bir diisiik tayin siniria, ulasmak miimkiindiir (Wang, 2006).

Temel olarak siyirma analizi iki agsamali bir tekniktir ve civa elektrotlarla (asil1 damla
civa elektrot veya ince civa film elektrot) kullanilir. Incelenecek malzeme ya civa iginde
indirgenir ve amalgamlar olusturmasi saglanir; ya da ¢oOziinemeyen bir civa tuzu
olusturmak tiizere adsorplanir. Yontemin ilk asamasinda ¢ozeltideki metal iyonlarin kii¢iik

bir kisminin civa elektrot lizerinde depozisyonu saglanir; bdylelik le metal in onbiriktirme
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islemi gerceklestirilmis olur. Bu islemi siyirma asamasi (6l¢iim asamasi) takip eder; bu
asamada da elektroliz sona erdirilir, karigtirma durdurulur, depozisyonu saglanan
birikintinin ¢oziinmesi (siyirma) saglanir. Depozisyon ve Ol¢lim asamalarimin dogasina
gore farkli styirma analizleri uygulanabilir (Wang, 2006).

On biriktirme isleminde ¢dzelti icinde mevcut olan analiz edilecek maddenin kiiciik
bir yiizey alanina sahip elektrot yiizeyinde biriktirilmesi amaglanmaktadir. Bu islem
maddenin elektrot yiizeyine tasinmasini gerektirir ve genellikle kullanilan teknige gore
degisen stirelerde (30 sn ile 30 dk arasinda) gergeklesir. Her ne kadar 6n biriktirme daha
diisiik tayin sinirlarina ulagsmaya imkan tanisa da siirecin uzunlugu pratik bazi zorluklar
yaratmaktadir. Disiik tayin smirmna ulasma ve analitik pratiklik arasindaki dengeye
nitekniklerle daha etkin bir bigimde saglanabilmektedir (Von Wandruszka, 1992).

On biriktirme islemi iki sekilde yapilabilir. ilki ve daha eski olani ¢ogunlukla metal
iyonlar1 i¢in uygulanmakta olup bir civa elektrot {izerinde katodik depozisyon yoluyla
biriktirme saglanir. Analiz edilecek madde civa damla veya film ile amalgam hale getirilir
ve anodik siyirma yoluyla metal iyonlar1 elektrot ylizeyinden kurtarilarak yeniden
¢ozeltiye dondiiriiliir. Ortaya ¢ikan anodik s1yrrma akimi analitik sinyali olusturur. ikinci
ve daha yeni olan teknik ise analiz edilecek maddenin elektrot yiizeyine adsorplanmasidir.
[k yontemin aksine bu faradayik olmayan bir islemdir ve agik devre sartlarinda veya en
uygun adsorpsiyonu saglayan potansiyellerde gergeklestirilir. Biriktirme isleminden sonra
yine ilk yoOntemin aksine katodik siyirma uygulanarak adsorbe edilen maddenin
indirgenmesi ve bdylece yeniden ¢dziinmesi saglanir. Bu islemde yalnizca siyirma kismi
faradayiktir (Von Wandruszka, 1992).

Siyirma voltametrisi ¢ok farkli alanlarda uygulanabilmektedir. Bu alanlardan ilki
ilag analizleridir. Son yillarda pek ¢ok ila¢ etken maddesinin tayininde siyirma voltametrisi
kullanilmaktadir. Bu alandaki uygulamalara 6rnekolarak adsorptif siyirma voltametrisi
yontemiyle Tadalafil’in elektrokimyasal davranisinin analizi (Demir ve digerleri, 2014),
ayni yontemle metildopa’nin miktar tayini (Rezaei, Askarpour ve Ensafi, 2013), katodik
adsorptif siyirma voltametrisi yontemiyle nimodipin’in miktar tayini (Gupta ve digerleri,
2011) ve anodik siyirma voltametrisi yontemiyle farmasotik tabletlerde eser elementlerin
tayini gosterilebilir.

Bu yontemin ikinci bir uygulama alanmi g¢evre analizleridir. Styirma voltametrisi
Ozelikle deniz suyu ve igme suyunda metal kirliligi analizinde siklikla kullanilmaktadir. Bu
caligmalara 6rnek olarak deniz suyunda bulunan ¢inkonun miktar tayini i¢in kullanilan

deneysel parametrelerin optimizasyonu (Arancibial ve digerleri, 2010), yine deniz
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suyunda bulunan sub-nanomolar derigimlerdeki kursunun miktar tayini (Wu ve Batley,
1995), icme suyunda kursun ve antimon tayini (Fang., Zhang ve Zhou, 2015) sayilabilir.
Dort cesit siyirma voltametrisinden s6z etmek miimkiindiir; bunlar anodik siyirma
voltametrisi, katodik siyirma voltametrisi, potansiyometrik siyirma voltametrisi ve
adsorptif styirma voltametrisidir.

Siyirma voltametrisi ayn1 zamanda klinik uygulamalarda da kullanilmakta ve insan
kaninda, idrarinda ve dokularinda gesitli analizlerin yapilmasina imkan tanimaktadir. Insan
kaninda bakir, kursun ve kadmiyum gibi metallerin miktar tayininin yapildigi ¢aligmalar
(Attar, Harek ve Larabi 2013; Attar ve digerleri, 2012), yine insan kaninda kaptopril gibi
ila¢ etken maddelerinin tayininin yapildig: analizler (Ensafi ve Haijan, 2008), idrarda ilag¢
etken maddelerinin tayininin yapildigi incelemeler (Ardila ve digerleri, 2013) ve biyolojik
dokularda kursun, ¢inko, kadmiyum ve bakir tayininin yapildigi c¢alismalar siyirma
voltametrisinin klinik uygulamalarina 6rnek gosterilebilir.

Anodik Siyirma Voltametrisi (ASV): Tiim siyirma voltametrisi teknikleri i¢inde en
sik kullanilan teknik ASV’dir. Bu teknikte ¢alisma elektrodu depozisyon islemi siiresince
katot, styirma islemi siiresince anot davranisi gostermektedir ve analit orjinal formuna geri
donecek sekilde yiikseltgenir (Skoog, Holler ve Nieman 1998). Bu teknikte incelenecek
malzemeler kiiciik hacimli civa elektrotlar iizerinde Onbiriktirme islemine tabi tutulur.
Onbiriktirme islemi kontrol edilen bir siire ve gerilim altinda katodik biriktirme ile
gergeklestirilir. Biriktirme potansiyeli genellikle 0.3 — 0.5 V araliginda ve en zor
indirgenen metal iyonunun belirlenebilecegi potansiyelden daha negatif potansiyeldedir.
Metal iyonlar1 civa elektroda diflizyon veya konveksiyon yoluyla ulasir, orada indirgenir
ve amalgam olarak birikirler. Bu birikimi gosteren formiil asagidadir (Wang, 2006):

M ne+ Hg =>M(Hg) n

Konveksiyonel tasinim elektrot rotasyonu veya cozeltinin karistirilmasi ile elde
edilir. Depozisyon siiresi metal iyonlarinin derisimine bagli olarak segilir; 107M” lik bir
seviye i¢in 0,5 dakikadan daha az bir siire yeterliyken 10™"°M” lik bir seviye i¢in yaklasik
20 dakikalik bir siireye ihtiya¢ vardir. Depozisyonun Onceden segilen siiresini takiben,
konveksiyon durdurulur ve potansiyel anodik, dogrusal veya daha hassas potansiyel-zaman
(puls) dalga formlar ile olgiiliir. Anodik tarama siiresince, amalgam olusturan metaller
yeniden yiikseltgenir ve elektrot yiizeyinden siyrilir; olugan yiikseltgenme (styirma) akimi
sOyledir (Wang, 2006):

M(Hg)=> M ne+ Hg n

ASV’nin en 6nemli avantaji ¢ok kiiclik miktarda analitin ¢ok diisiik derisimlerde
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tayin edilebilmesine imkan saglamasidir. Iyi kesinlik ve dogruluk 0,1x10 pug L kadar
diisiik araliklarda saglanabilir. Bu nedenle bu teknik 6zellikle hava, su, gida, toprak ve
biyolojik Orneklerde eser miktarda metallerin saptanmasinda siklikla tercih edilen bir
tekniktir (Cummings, 2010).

Katodik SiyirmaVoltametrisi (KSV): Katodik siyirma voltametrisi ASV’nin tam
tersi bir yontemdir. Bu yontemde elektrot depozisyon siirecinde anot olarak, siyirma
siirecinde ise katot olarak davranir (Skoog, Holler ve Nieman, 1998). Analitin anodik
depozisyonunu igeren bu yontem negatif giden bir potansiyel taramasinda siyirma ile
devam eder (Wang, 2006). Diger bir deyisle Once analizi yapilacak madde elektrot
tizerinde yiikseltgenir ve ¢dziinmeyen bir film olusturur (6nderisim basamagi); ardindan bu
madde negatif bolgede indirgenerek Slgiimii yapilir (styirma basamagi). Sonugta ortaya
cikan indirgenme pik akimi istenen kantitatif bilgiyi ortaya koyar. KSV genellikle organik
ve inorganik bilesiklerin Ol¢iimiinde kullanilir; 6l¢iim i¢in bu bilesiklerin civa ile
¢oziinmeyen tuzlar olusturmasi gerekir. Bu bilesikler arasinda cesitli tiyoller veya
penisilinler, siyaniir ve siilfit sayilabilir. Bu yontemle oldukca hassas sonuglara ulagilabilir.
Bu yontemde giimiis disk elektrot veya bakir bazli elektrotlar gibi farkl: tiirlerde elektrotlar
kullanilabilir (Wang, 2006).

Potansiyometrik Siyirma Voltametrisi (PSV): Siyirma potansiyometrisi veya
kronopotansiyometrik siyirma voltametrisi adlartyla da anilan bu yontemde ASV’de civa
elektrot {izerinde -elektrodepozisyonu yapilan metalleri oksitlemek i¢in kullanilan
potansiyel siliplirme islemi yerine, yiikseltgenmeyi saglamak icin kimyasal olarak
yiikseltgeyici ve miktar1 belirli bir ¢ozelti eklenir. Daha sonra da sistemin potansiyeli
zamanin bir fonksiyonu olarak goriintiilenir. Her bir metal ylikseltgendiginde, mevcut
miktar1 yansitacak zaman araliklarindaki elektrotpotansiyelini kontrol eder. Bu yontemin
temel avantaji Ornekte bulunan oksijenin analizden Once ortadan kaldirilmasina gerek
duyulmamasidir. Ayrica bu yontemde kullanilan islem indirgenebilir veya ylizey aktif
organik maddelerin varligina daha az duyarhdir (Pickering, 2002, 26-27).

PSV’de oOnderisim asamasindan sonra potansiyostatik kontrole son verilir ve
konsantre edilmis metaller ¢ozeltide bulunan bir yiikseltgeyici ile (6rnegin, O* veyaHg (II))
yenidenylikseltgenir (Wang, 2006):

M(Hg) oksitleyici => Mn

Siyirma agamasinda ise yiikseltgeyicinin taginimini kolaylagtirmak i¢in karistirilmis
bir ¢ozelti kullanilir veya ylikseltgenme elektrottan sabit bir anodik akim gecirilerek

saglanir. Yiikseltgenme asamasinda caligma elektrodunun potansiyelindeki degisimler
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kaydedilir ve bir styirma egrisi elde edilir. Incelenen metalin yiikseltgenme potansiyeline
ulagildiginda, potansiyel taramasi yiikseltgeyici veya akim siyirma i¢in kullanildigindan
yavaslar. Elektrottaki her bir metalin tiikenmesine keskin bir potansiyel basamagi
eslikeder. Elde edilen potansiyogram bir redoks titrasyon egrisinde oldugu gibi siyirma
platolar1 igerir. Analiz edilen metalin yiikseltgenmesi i¢in gereken zaman (rM) metalin
ornek derigiminin kantitatif 6l¢timiidiir (Wang, 2006).

Adsorptif Siyirma Voltametrisi (AdSV): AdSV yontemi de genellikle eser
elementlerin 6l¢limiin de kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde hem voltametrik, hem de
potansiyometrik siyirma teknikleri, negatif yonlii potansiyel taramasi veya sabit katodik
akimla beraber adsorplanmig kompleksin Ol¢iimiinde kullanilabilir. Bu ydntemin
islemlerinin ¢ogunda adsorplanmis kompleksin i¢indeki metal indirgenir. Maksimum
adsorpsiyon yogunlugu ise adsorplanmis kompleksin boyutuna ve yiizey derisimine
baglidir (Wang, 2006). Yontem, kullanilan elektrotlarin analitin karistirilan bir ¢ozeltisine
belirli bir siire daldirilarak fiziksel adsorpsiyon yoluyla analitin elektrot yilizeyinde
biriktirilmesi ile baslar. Yeterli miktarda analitin biriktirilmesinin ardindan bu birikim
farkli voltametrik yontemlerle tayin edilir (Bard, Inzelt ve Scholz, 2008).

Her ne kadar adsorpsiyon siiresi biriktirilecek maddenin {iirline gore degissede,
genellikle 1 — 5 dakikalik kisa adsorpsiyon siireleri ile etkin sonuglar alinabilmektedir. Bu
iki 6zelligi bu Yontemle uranyum, vanadyum, aliiminyum ve molibden gibi metaller i¢in
oldukca diisiik tayin smnirlarma ulasilabilmesini miimkiin kilar (107 10" M). Bu tayin
smirt platin, titanyum, kobalt gibi metallerde adsorptif biriktirme katalitik tepkimelerle
birlestirildiginde 10"*M’a kadar ¢ikabilmektedir (Wang, 2006). izmetallerin yamisira
AdSV yontemi ylizey aktif 6zellik gosteren bazi organik bilesiklerin (6rnegin kardiyak
veya antikanser ilaglar, niikleik asitler, vitaminler, pestisitler) tayininde de kullanilir.
Redoks aktivitelerinin tiiriine goére bu maddelerin tayini yiikseltgenme veya indirgenmeyle

belirlenir (Wang, 2006).

1.2. Sensorler

En basit tanimiyla sensor mekanik hareket, 1s1, 151k, ses, manyetik veya elektriksel
bir etkiyi dlciilebilir ve kaydedilebilir bir elektrik sinyaline doniistiiren aygitlardir (Khanna,
2011). Diger bir tanimla sensor farkli formlardaki enerjileri (bunlar termal, mekanik,
optik, elektrik, manyetik, radyoaktif, kimyasal veyabiyokimyasal olabilir) baska bir enerji
formuna, 6zellikle de elektrik enerjisine doniistiirmeye yarayan aygitlardir (Andreu ve

digerleri, 2010).
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1.2.1. Biyosensor

Son yillarda, birgok farkli tipte biyosensor, biyomedikal, c¢evresel, arastirma ve
bircok alanda kullanilmak iizere gelistirilmistir. Uluslararasi saf ve uygulamali kimya
(IUPAC) tarafindanbiyosensOr ic¢in yapilan tanim sOyledir; “Biyosensler izole edilmis
enzimler, immunosistemler, organlar, organeller veya tiim hiicrelerce meydana getirilen
spesifik biyokimyasal reaksiyonlar1 kullanarak kimyasal bilesikleri elektriksel, termal veya
optik sinyaller araciligiyla algilayan cihazlardir”.

Bundan dolayi, genel bir tanim olarak biyosensorleri iki-bilesenli sistemlerden
olustugunu sdyleyebiliriz (Sekil 9.).

1) Hedefle spesifik baglanma yapan veya biyokimyasal reaksiyona giren bir
biyolojik tanima elementi (ligand).

2) Bir sinyal ¢evirici linitesi (transduser, gevirici).

Biyotanima
Numune Katmani

Sinyal

(Isik, Akim,
Frekans)

Analit Cevirici

Sekil 9. Biyosensoriin temel bilesenleri (Yazar tarafindan ¢izilmistir)

Biyosensorler, biyolojik islemlerin yapisina bagli olarak iki ana sinifa ayrilir.

1) Enzimlerin, hiicrelerin, bakteri veya dokularin immobilize bilesenler olarak
kullanildig1 aygitlar, yani enzim metaboliksensorler,

2) Antikor/antijen, membran alicilar veya niikleik asitlerin kullanildig1 afinite
sensorleri.

Ceviriciye Gore Biyosensorlerin Simiflandirilmasi:

1) Optik,

2) Piezoelektrik,

3) Termal ve

4) Elektrokimyasal biyosensorler olarak dort gruba ayrilir.

Optik biyosensorler, etkilesim sonucunda meydana gelen absorplanan ya da agiga
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¢ikan 151k siddetinin Slgiilmesi temeline dayanir. Bu biyosensorler temelde absorpsiyon,
floresans, biyoliiminesans gibi prensipler c¢ergevesinde c¢alisirlar. Piezoelektrik
biyosensorler, analit ile biyobilesen arasindaki etkilesim sonrasi meydana gelen kiitle
degisiminin Ol¢iilmesi temeline dayanir.

Piezoelektrik bir kristal yiizeyinde analit birikti§i zaman kristalin rezonans
frekansinda farklanma meydana gelir ve bu farklanmanin Sl¢iilmesi sinyal olarak kabul
edilir. Kalorimetrik (termal) biyosensdrler, analit ile biyobilesen arasinda meydana gelen
enzimatik reaksiyondaki 1s1 degisiminin belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Enzimatik
reaksiyonlarin ekzotermik oOzelliginden faydalanilir. Elektrokimyasal biyosensorler,
etkilesim sirasinda elektrokimyasal tiirlerin harcanip olusurken ortaya ¢ikan elektroaktif
sinyalin Olc¢lilmesi temeline dayanir. Literatiire ilk kazandirilan biyosensor bir
elektrokimyasal biyosensordiir (Clark Jr, 1962). Farkli biyosensor tiirlerinin kullanim
alanlarmna goére farkli dezavantajlari ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin, optik sensorler bulanik
ortamlarda kullanilamazlar. Piezoelektrik biyosensorlerin kullanim alanlar1 kisithdir.

Termal biyosensorler ise kiiciik 1s1 degisimlerinin meydana geldigi sistemlerde
yiiksek hassasiyette kullanilamazlar. Bu tip olumsuzluklarin ¢ogu elektrokimyasal
biyosensorlerde yasanmamaktadir.

Ozellikle, tek kullammlik elektrot teknolojisi kullanim kolayligini oldukga
artirmaktadir. Bu elektrotlar diisiik maliyet ve seri analiz sistemlerinin ortaya ¢ikmasini
saglamistir. Ayrica, elektrokimyasa Olgiim sistemleri kiiclik boyutlarda, tasmabilir ve
ekonomiktir. Bulanik ortamlarda calisilabilme elektrokimyasal sensorlerin en Snemli
avantajlarindan  biridir (Thevenot ve digerleri, 2001). Bu sebeplerden dolay1
elektrokimyasal biyosensorler oldukea ilgi ¢ekmektedir (Kuralay ve Demirci, 2014).

Giliniimiizde en yaygin kullanim alanina sahip olan elektokimyasal sensorler,
tizerinde bir veya birden fazla biyolojik katalizor tasiyan elektrotlarin kullanildigi
sistemlerdir. Elektrokimyasal biyosensorlerde meydana gelen biyo-etkilesim sonucunda
analiz edilen tiirler harcanir ya da iiretilmektedir. Boylece elektrokimyasal sinyal
farklanmasi meydana gelmektedir. Bu biyosensorler, oldukca diisiik duyarliliga sahiptirler,
kiiciik boyutlardadirlar ve ucuzdurlar. Klasik elektrokimyasal yontemlerde sadece
elektroaktif maddelerin analizleri gerceklestirilirken, teknolojinin gelisimiyle beraber
sensOr sistemlerine biyolojik materyallerinde dahil olmustur. Biyolojilk materyallerin
sensOr sistemlerine dahil olmasiyla diger bir¢ok maddenin tayinini gergeklestirmek
miimkiin olmustur. Bununla birlikte biyomateryalin ¢esitli ortam kosullari, 6rnegin; pH,

sicaklik, iyon siddeti gibi etkilenmesi durumunda biyosensoriin  ¢alisma Omrii
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kisalabileceginden dezavantaj olusturmaktadir. Biyosensorlerin tantyicit katmaninda goérev
alan biyomateryaller, ¢ogu kez biyoreseptor olarak da adlandirilirlar ve genis kullanim

alanina sahiptirler (Sekil 10.).

- o

7~ i
\
it ( fi'm'f::l Diniistiiriicii Verilerin
# 3 . -
(Receptor) (Transducer) islenmesi
*Enzim
*Antijen *Enzim
*DNARNA *Antikor F-ll'ktﬂlkiﬂl)"a“!
*Protein *(Mligoniiklcotit Kantitatif
“Toksin *Reseptir 1o . . " vada
*Virils protein B{?:::;I al Opik I"':'::;':r - var kantitatif
*Afir metal *Mikroorganizma L Fiziksel - o analitiksel
*Pestisit “Tiim hilcre/hilere s bilgi
*Diisiik molekiil organchi
agrilikl substrat *Daoku dilimi
"-\—.-/I

Sekil 10. Biyosensoriin siniflandirilmasinin sematik gosterimi (Karakaya, 2019)

Kullanilan Biyotanima Elementine Gore Siniflandirma: Biyotanima elementleri,
hedef analitleri tanimadaki roliinden dolay1 biyosensorlerin 6nemli parcalaridir. Bu yiizden
biyotanima elementinin se¢imi tamamen hedef analite baghdir ve tanima elementinin
hedefe yiiksek baglanma affinitesine ve stabilitesine dikkat edilir. Klasik tanima
elementleri enzimler, antikorlar, niikleik asitler ve hiicrelerdir. Fakat son zamanlarda fajlar,
aptamerler, molekiiler baskilanmig polimerler (MIP) ve affikorlar dikkat ¢ekmektedir
(Justino ve digerleri, 2015).

Enzimler: Enzimatik biyosensorlerde, enzim substrati ile segici bir sekilde
etkilesime girer. Enzimatik biyosensor sistemleri enzimlerin katalizini ve/veya hedef
tarafindan inhibisyonunu 6l¢ebilirler.

a) Enzim analiti metabolize edebilir, boylece analit konsantrayonu analitin katalitik
transformasyonu ile ol¢tiliir.

b) Enzim analit tarafindan inhibe edilebilir, bdylece analit konsantrasyonu enzimatik
liriin olusumunun azalmasi ile ilisikilidir (Wang ve digerleri. 2004).

Bu durumda, biyosensor sirasiyla {iretilen veya tiiketilen tiirleri tespit eder.
Genellikle, enzimatik biyosensorlerde sadece bir enzim kullanilir fakat multi-enzim
sistemlerinde kombine enzimler ayni1 platformda birlestirilir (Crew ve digerleri, 2011).

Antikorlar: Antikorlar biyosensorlerde kullanilan popiiler affinite tanima
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elementlerindendir. Gida giivenligi, ¢cevresel izleme, klinik analizler ve mekanik teshis gibi
bir dizi uygulamalarda siklikla kullanilmaktadirlar (Justino, Rocha-Santos ve Duarte,
2013).

Niikleik Asitler: Biyokimyasal bileseni niikleik asitler olan biyosensorlerdir. Bu
biyosensorlerde biitiin bir DNA zinciri degil, kiiclik pargalari kullanilir ve DNA probu
olarak adlandirilan bu pargalar, DNA yapisinin 6zgiinliigiinii bir biitiin olarak yansitacak
sekilde segilirler. DNA problari, polimeraz zincir reaksiyonu yoluyla DNA amplifikasyonu
ile sentezlenir. DNA sensorlerinde ayrica; dogal analogu olmayan, belirli biyomolekiillerle
etkilesime girme yeteneklerine gdre segilen oligoniikleotit dizileri de kullanilabilir. Bu
sentetik niikleik reseptorler aptamerlerin adim1 almistir. Aptamerler neredeyse antikorlar
kadar secicidir ve kararliligi antikorlardan daha fazladir. Aptamerlere dayanan DNA
biyosensorleri aptasensorler olarak adlandirilir. Bu tip biyosensorler, genetik bozukluklarin
tayini ve genetigi degistirilmis organizmalarla elde edilen iirtinlerin tayini gibi amagclar i¢in
kullanilabilirler (Rafique ve digerleri, 2019).

Hiicreler: Canli organizmalar 6rne8in bakteri, fungi, maya, alg ve doku-kiiltiir
hiicreleri tanima elementi olarak biyosensorlerde kullanilirlar. Hiicre temelli
biyosensorlerde, analitik sinyal yasayan canli organizmanin genel metabolik durumunun
Ol¢iilmesi ile tespit edilmektedir. Boylece, biiyiimenin inhibisyonu, hiicre canliligi ve
substrat alimi analitik sinyal olarak degerlendirilir. Biyotanima elementi olarak hiicrelerin
enzimlere gore; yiiksek stabilite, azaltilmis saflagtirma basamaklar1 gereksinimi, ucuz
hazirlama maliyeti, yeterli kofaktdr rejenerasyonu gibi ¢esitli avantajlar vardir.

Fajlar: Fajlar, bakterileri enfekte eden viriislerdir ve yiizeylerinde peptid ve protein
bulundururlar, boylece patojenleri tespit etmede biyotanima elementi olarak kullanilir. Ev
sahibi bakteri lizerinde bulunan spesifik reseptér molekiillerin taninmasi ile olay
gerceklesir. Fajbiyosensorleri, immunosensdrlere gore ¢evre kosullarina daha dayanmiklidir
(Subramanian ve digerleri, 2013). Bununla birlikte fajlar bakterilerin tespitinde bakterilere
olan spesifikliginden dolay1 oldukga basarilidir. Ciinkii, fajlar bakterilere spesifik olacak
sekilde genetik miithendislenmistir ve saglam, diisiik maliyetli ve iiretimi ucuzdur.

Aptamerler: Aptamerler kisa zincirli 30-40 niikleobazdan olusan in vitro ortamda
hayvan ve hiicre kiiltiiriine gereksinim duyulmadan sentezlenen oligoniikleotidlerdir (RNA
ve tek iplikli DNA). Aptamerlerin hedeflere yiiksek affinitesi vardir. Aptamerler tipik
olarak benzersiz 3 boyutlu yapiya katlanir ve bu katlanma hedef analitlere spesifik
baglanmaya izin verir. Aptamerler, termal olarak stabil olmalari, tekrar kullanilabilir

olmadan immobilizasyon i¢in kolay modifiye edilebilir olmalar1 gibi avantajlara
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sahiptirler. Kimyasal modifiye edilebilir olmasi analitinstabilitesini, affinitesini ve
spesifikligini arttirir. Ek olarak, ¢ok yonliiligii ve liretim sirasinda hayvan kullanimindan
kacinmasi antikorlarla kiyaslandiginda en biiylik avantajlarindandir. Aptamerler bir dizi
hedef analitlere 6rnegin toksinler, antibiyotikler ve biyomarkerlara baglanabilir (Justino ve
digerleri, 2015).

Molekiiler Baskilanmis Polimerler (MIP): Son yillarda biyosensorlerin birgok
prototipi 6rnegin, enzim ve antikorlarin ekstrem kosullarda diisiik stabiliteden dolayi ticari
hale gelememektedir. Bu yiizden biyotanima elementi olarak MIP gibi sentetik
matrikslerin kullanimi dikkat ¢cekmektedir. MIP’ler yiiksek secicilik, stabilite, sentezinde
kisa siire gereksinimi, yiiksek termostabilite ve ucuz maliyet gibi avantajlara sahiptir.
MIPler, fonksiyonel monomerlerin elektrokimyasal polimerizasyonu ile hedef analit ve
capraz baglayici iceren karisim i¢inde iiretilir. Bu ylizden, MIP’ler geometrilerden dolay1
hedef molekiillerle olan etkilesimlerinde spesifiktir ve baglanma spesifikligi tipik antikor-
antijen etkilesimi ile aynidir. Hedef analiti taklit eden kalip molekiil, molekiiler oyuklara
tanima yerlerinin varhginda secici olarak baglanir. Bu durumda MIP’ler molekiiler
baskilanmis bosluklar ile sentetik ¢apraz baglanmis materyaller olarak diisiiniilebilirler. Bu
bosluklarda yapay tanima yerleri mevcuttur ve bu sayede dogal reseptoriin (O6rnegin,
antikor) biyolojik aktivitesini taklit ederler (Chen ve digerleri, 2011).

Kullanmilan Biyotanima Elementlerinin Immobilizasyon Yollar: Biyosensérlerin
giivenilir bir sekilde ¢alismasi i¢in, biyolojik tanima bileseni ¢evirici ylizeyine baglanmasi
gerekir. Bu isleme biyolojik bilesenin immobilizasyonu denir. Immobilizasyon,
biyomolekiillerin, inert bir ortam icine hapsedilerek ya da kimyasal veya fiziksel olaylarla
gevirici yiizeyine baglanmasi anlamina gelir. Biyomolekiillerin immobilizasyonunun
yapilabilmesi i¢in bes temel yontem vardir (Korotkaya, 2014):

Adsorpsiyon: Bu yontem, biyosensor bilesenlerine 6nemli bir 6n islem yapilmasina
veya Ozel amagl kimyasallarin kullanilmasina ihtiyag duyulmayan en basit
immobilizasyon yontemidir. Bu yontemde hem fiziksel hem de kimyasal adsorpsiyon
kullanilabilir. Fiziksel adsorpsiyonda, biyomolekiil yiizeyde van der Waals kuvvetleri,
iyonik etkilesimler veya hidrojen baglan ile tutulur. Biyomolekiiller ile ¢evirici arasinda
daha kuvvetli bir baglanma saglamak i¢in kimyasal baglar ile kimyasal adsorpsiyon
yapilir. Adsorpsiyon ile immobilizasyonun etkinligi genel olarak, ¢evirici yiizeyinin ytikdi,
polar gruplarin varligi, homojenligi ve redoks potansiyeli gibi 6zellikleri ile belirlenir.
Adsorpsiyon ile biyomolekiil, ¢evirici ylizeyine yiiksek derisimlerde immobilize edilemez.

Adsorbe edilen biyomolekiil miktari arttirmak i¢in yiizey modifikasyonu ile veya ¢esitli
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fonksiyonlastirict yontemler ile ¢eviricinin yiiklii veya polar gruplara sahip olmasi saglanir.
Biyomolekiillerin adsorpsiyonu ile hazirlanan biyosensorler pH, sicaklik, iyonik siddet ve
substrat derisimi gibi degisimlere kars1 oldukca duyarhdir. Bu yontem genellikle
biyomolekiil ile ¢evirici arasinda zayif bir baglanmanin bile yeterli oldugu, uzun siire
caligma gerektirmeyen durumlarda kullanilir (Korotkaya, 2014).

Mikrokapsiilleme: biyomolekiillerin immobilizasyonu i¢in yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biridir. Biyomalzeme, ¢6zeltinin geri kalanindan, analit molekiillerinin ve
katalitik reaksiyonun {iriinlerinin gegmesine izin veren yari gegirgen bir zar ile ayrilir. Bu
amagla, organik ¢oziicii i¢inde bulunan polimer ¢ozeltisi ve biyobilesenin sulu
cozeltisinden bir emiilsiyon hazirlanir. Bu emiilsiyon, polimerik matriksi iginde
biyomolekiilleri ve elektrolit iyonlar1 barindiran mikrokapsiiller igeren bir zar elde etmek
icin kurutulur. Bu immobilizasyon yontemi, biyopolimerin hidrofilik ortaminin, tiim
immobilizasyon asamalarinda bozulmadan kalmasimi saglar, bdylece biyobilesenin
aktivitesi azalmaz. Immobilize edilmis biyobilesen serbest halde olmakla birlikte, dlgiim
hiicresinin belirli bir béliimiinde sinirlandirilmistir. Bu yontemde ¢ok ¢esitli membranlar
kullanilmakta, ancak 6zellikle glukoz biyosensorlerinde nafyon polimeri gibi negatif ytiklii
membranlar tercih edilmektedir. Bu immobilizasyon yontemi, cesitli sensdr modellerine
kolayca uygulanabilir, enzimi kirlenmeye ve bozulmaya karst korur. Genel olarak,
mikrokapstillenmis enzimler, pH, sicaklik, iyonik siddet ve ortamin kimyasal bilesimindeki
degisikliklere kars1 direnclidir. Bu ydntemle immobilizasyonda, gaz ve elektrolit gibi
kiigiik molekiiller membrandan gegebilir (Korotkaya, 2014).

Hapsetme: polimer matrise biyomolekiil hapsedilmesi yaygin yontemlerden biridir.
Polimer, organik ¢o6ziiclideki ¢ozeltisinin ¢dzeltinin suyla seyreltilmesi veya sensor
yilizeyinde kurutulmasi ile elde edilebilir. Polimer ayrica jelatin, agar, poliakrilamid veya
aljinat ¢ozeltisinden jellesme ile veya bazi organik esterlerin veya kloroanhidridlerin
polikondensasyonu ile de elde edilebilir. Ikinci teknige sol-gel immobilizasyonu denir.
Biyomalzeme varliginda sentetik bir polimerden olusan bir matriks hazirlanir. Ayri
polimer ipliklerini {ic boyutlu bir agda birlestirmek i¢in genellikle bir ¢apraz baglama
maddesi eklenir. Biyolojik olarak aktif molekiiller kendilerini polimer i¢inde hapsolmus
halde bulurlar. Bu yontemin dezavantaji, agin difiizyonu engellemesi ve analitin niifuz
etmesini  zorlagtirmasidir. Biyomolekiillerin poliyonik komplekslere hapsedilmesi,
polielektrolitlerin ¢ozeltiden tabaka tabaka biriktirilmesinde olusan komplekslesmeden
kaynaklanmaktadir. Kendiliginden olusan tek tabakalar (SAM) da bu yontem igine dahil
edilebilir. Tek tabaka olusumu, ayr1 molekiillerin polar (bas) kismi ile destek yiizeyi
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arasindaki etkilesimle baglar. Destek yiizey olarak silikon, metaller ve oksitler gibi ¢esitli
malzemeler kullanilabilir. Molekiillerin tek tabaka halinde siralanmasi, molekiillerin
hidrofobik (kuyruk) kisimlar1 arasindaki van der Waals etkilesimlerine baglidir. SAM’ler,
biyopolimerlerin ve makromolekiiler olmayan hidrofobik bilesiklerin hapsedilmesi i¢in
matriks olarak kullanilabilir (Korotkaya, 2014).

Capraz baglama: Bu yontemde biyomolekiiliin baglanmasi, glutaraldehit gibi
bifonksiyonel bir reaktif kullanilarak gerceklestirilir. Glutaraldehitin ¢apraz baglama
islemine etkisine, proteinlerin ve niikleik asitlerin amino, hidroksil ve tiyol gruplar ile
Schiff bazlar1 olusturmas1 ornek olarak verilebilir. Bu yontemin en biiyiik
dezavantajlarindan biri, substrat diflizyonunun yavas olabilmesidir. Ayrica biyolojik olarak
aktif bilesikler zamanla bozulabilir. Ancak yontem, adsorbe edilmis biyomalzemenin
kararliliginin arttirilmasinda kullanilabilir (Korotkaya, 2014).

Kovalent Baglama: Bu yontem, biyomalzeme ve destek arasinda kovalent bir bag
olusumu anlamina gelir. Bu immobilizasyon yonteminde kullanilacak kimyasallarin
se¢imi, baglanacak olan molekiillere ve destek malzemeye baglhidir. Kovalent baglama
genellikle i adimda gergeklestirilir: ilk adim, destek yiizeyinin temizlenmesi ve gerekli
gruplarla fonksiyonlastirilmasi, ikinci adim biyomalzemenin biriktirilmesi ve {giinciisii
zayif baglanmig molekiillerin saf bir ¢oziicii ile uzaklastirilmasidir. Destek malzemelerin
yiizeyini modifiye etmek i¢in genellikle serbest -NH2, —SH veya —COOH gruplar1 igeren
malzemeler kullanilabilir. Proteinler genellikle, yan aminoasit zincirlerinde bulunan ve
biyolojik aktivitelerini etkilemeyen niikleofilik fonksiyonel gruplari vasitasiyla kovalent
olarak baglanirlar. Kovalent baglamanin en biiyiik avantaji, biyomalzeme ile destek
arasinda gii¢lii bir baglanma saglayarak hem biyomalzeme kaybini 6nlemesi hem de uzun
Omiirlii sensorler tiretilmesini saglamasidir (Korotkaya 2014).

Kullanilan fletici Sisteme Gore Smiflandirma: Biyosensorler ayrica kullanilan
iletici sisteme gore siniflandirilabilmektedir. Transduser, biyosensoriin bir bilesenidir ve
sinyal tespit etme prosesinde onemli bir role sahiptir. Transduser, fiziksel, kimyasal ve
biyolojik etkileri elektriksel sinyale yiiksek hassasiyet ve minimum bozulma ile doniistiiren
cihazlar olarak tanmirlar. Literatiirde dort temel transduser tipi bulunmaktadir;
elektrokimyasal, kolorimetrik, piezoelektrik, optik (Whitcomb ve Lowe, 2007).
Elektrokimyasal transduserlar, oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari sonucu {iretilen
akmm 6lger. Olgiilen bu akimin, elektroaktif tiirlerin konsantrasyonu ile iliskisi vardir.
Optik transduser, biyotanima elementi sonunda olusan absorbans, fluoresans, fosforesans,

refraksiyon ve dispersiyondaki degisimleri olger. Piezoelektrik transduser, piezoelektrik
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materyalden yapilir ve biyomateryal piezoelektrik materyal ile kaplanir. Bu materyal belli
bir frekansta titresir. Bu frekans dis kaynakli elektriksel sinyal ile kontrol edilir ve bu
sinyal beli bir degerde akim iiretir ve hedef analitinbiyomateryale baglanmasi frekansta
kaymaya neden olur ve ilgili analitin kiitlesi degisir. Kalorimetrik transduser, olusan

kimyasal ve biyolojik reaksiyonlar sonucu olusan 1s1 degisimini 6lgmektedir.

1.3. Elektrokimyasal Biyosensorler
Elektrokimyasal biyosensorlerin temel prensibi, immobilize biyomolekiil ile hedef

analit arasindaki kimyasal reaksiyona dayanmaktadir (Sekil 11.).
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I Zi (Q)

A\

( Amperometrik | | impidimetrik | [Kondutometrlk] | Potansiyometrik|
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Sekil 11. Elektrokimyasal biyosensorlerin siniflandirilmasinin sematik gosterimi(Yazar
tarafindan ¢izilmistir)

Elektrokimyasal biyosensorler genel hatlariyla biyolojik tanima siirecine gore iki
kategoriye ayrilabilir: biyokatalitik cihazlar ve afinite sensorleri. Biyokatalitik sensorler,
hedef analiti taniyan ve katalize edilmemis bir reaksiyona bagl reaksiyon hizini segici

olarak arttiran sensorlerdir. Enzimleri, hiicreleri ve doku dilimlerini igerir. Afinite
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biyosensorleri, hedef analit ve antikorlar, niikleik asitler (DNA/MicroRNA) gibi
biyokimyasal elementler arasindaki etkilesime dayanir. Immiinosensérler ve
elektrokimyasal DNA hibridizasyon biyosensorleri, iki tipik afinite sensorii 6rnegidir
(Wang, 2006).

Elektrokimyasal biyosensdrler son birkag on yildir hastaliklarin erken tanisina
yonelik kullanimlariyla oldukea ilgi ¢ekici olmustur. Hassasiyeti ve seciciligi, ¢ok kii¢iik
konsantrasyonlardaki analite yanit verebiliyor olmasi, ucuz ve kolay hazirlanir olmasi gibi
avantajlarinin bulunmasi bu yontemin tercih sebeplerindendir. Bu reaksiyon sirasinda
tiretilen veya tiiketilen elektronlar, destek elektrolitin elektrik akimi veya potansiyel gibi
Olciilebilir elektriksel 6zelliklerini etkiler. Elektrokimyada reaksiyon dlgiilebilir bir akim
iiretiyorsa (amperometrik), Ol¢iilebilir potansiyel iiretiyorsa (potensiyometrik), ortamin
iletkenlik 6zelliklerini degistiriyorsa (kondiiktometrik), ortamin impedansini degistiriyorsa

(impedimetrik) olarak isimlendirilmektedir.

1.3.1. Amperometrik Biyosensorler

Biyosensorlerin en yaygin smifindan biridir. Amperometrik Olgiimlerde, akim
elektroaktif tiirlerin oksidasyon ve rediiksiyon sonucunda olusur. Bu tip 6l¢iimler, ¢alisma
elektrodunun (altin, platin, karbon) referans elektroda karsi sabit genlik voltajinda, sabit
potansiyelde akim numuneden gegerken gerceklesir. Akim sabit potansiyelde Olgiiliir ve
amperometri olarak isimlendirilmektedir. Eger akim, potansiyelin kontrollii degisimlerinde
Ol¢iiliirse voltammetri denir. Amperometrik algilamanin basitlik ve diisiik maliyet gibi

cesitli avantajlart mevcuttur.

1.3.2. Potansiyometrik Biyosensorler

Calisma ve referans elektrot arasindaki potansiyel fark, bu iki elektrot arasinda
onemli bir akim yoksa voltammetre ile olgiiliir. Potansiyel fark, 6rnek soliisyonundaki
tiirlerin oksidasyon ve rediiksiyonundan kaynaklanir.

Ek olarak, potansiyometri, elektrokimyasal reaksiyonda iyon aktivitesi ile ilgili bilgi
verir. letici sistemde, iyon secici elektrot (ISE) bazli ince film veya segici membran

kullanilmaktadir (RK ve Kallichurn 2012).

1.3.3. Impedimetrik Biyosensorler
Impedimetrik 6l¢iimler, modifiye elektrot yiizeyinde gergeklesen biyotanima

olaylarinin sonucunda olusan elektriksel degisimlerin izlenmesinde oldukca kullanislidir.
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Bu tip biyosensorler hedef molekiillerin ve yiik transfer direncinin karakterizasyonunda

etkili bir sekilde kullanilmaktadir.

1.3.4. Kondiiktometrik Biyosensorler

Kondiiktometrik Olclimlerde, biyotanima olayr ile iletkenlik arasinda bir iliski
bulunmaktadir. Iyonik tiirlerin konsantrasyonundaki degisim ¢ozeltinin elektriksel
iletkenliginde veya akimda degisime neden olur. Kondiiktometrik biyosensorler iki metal
elektrottan olusur. Genellikle platin veya glimiis elektrotlar kullanilir. Ohm metre, metal
elektrotlar arasindaki letkenlikdegisimini Slgmek i¢in kullanilmaktadir (Conneely ve

digerleri, 2007).

1.4. Elektrokimyasal DNA Biyosensorleri

Tanima ylizeyi olarak DNA'min kullanildigi ve secimli olarak etkilesime giren
biyosensorlere DNA Biyosensorleri denir. DNA tanima yiizeyleri ile yeni sentezlenen
bir¢ok maddenin, ilacin ve oOzellikle kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin tasarimina
yardimc1 olurken, bu maddelerin DNA ile etkilesimlerinin hizli ve etkin bir sekilde
aydinlatilmas1 tedavide olduk¢a Onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica dizisi belli
hibridizasyon olaylarmin izlenmesinde de kullanilmaktadir. Biyosensor tasariminda
kullanilan DNA tanima yiizeyleri gelecekte biiyiik rol oynayacaktir. Yeni ve ilgi ¢ekici bir
konu olmas1 nedeniylede bilinen elektrokimyasal biyosensorlere yeni boyutlar

kazandirmaktadir.

1.4.1. Elektrokimyasal Niikleik Asit Biyosensorleri (Elektrokimyasal
Genosensorler)

Algilayict biyolojik molekiil olarak niikleik asitlerin kullanildig1 biyosensorlere
niikleik asit biyosensorleri veya genosensorler adi verilmektedir. Elektrokimyasal
tekniklerle niikleik asit analizlerinin yapildig1 biyosensorlere ise elektrokimyasal
genosensorler denir. DNA biyosensorleri gliniimiizde kalitsal ve bulasici hastaliklarin
tanisinda, gidayr ve ¢evreyi tehdit eden mikroorganizmalarin ve biyolojik silahlarin
tayininde oldukga sik kullanilir hale gelmistir. Ozellikle saglik alaninda kullanilan DNA
biyosensorleri ilgi cekicidir. Niikleik asitlerin elektroaktivitesinin Palecek tarafindan
1960’11 yillarda kesfi (Palecek, 1960) ile gelisen siirecte, elektrokimyasal DNA analizleri
alaninda pek c¢ok calisma yapilmistir. DNA biyosensorleri dizi se¢imli hibridizasyona

dayali (Wang ve digerleri, 2001a, 2001b, 2004) veya niikleik asit etkilesimlerine (ilag-
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DNA, toksin-DNA, protein-DNA gibi) dayali olarak (Ariksoysal, 2006) gelistirilebilir.
Elektrokimyasal analiz yontemleri diger yontemlere kiyasla daha ucuz, pratik ve
minyatiirize edilmeye elverisli oldugundan son zamanlarda yapilan ¢alismalarda siklikla

tercih edilmektedirler.

1.4.2. Niikleik Asit Etkilesimine Dayahl Elektrokimyasal Biyosensorler

Dogadaki pek ¢cok madde niikleik asitlerle, 6zellikle DNA ile etkilesim igerisindedir.
Proteinler (Palecek and Fojta, 2007; Erdem ve digerleri 2009) toksinler gibi
biyomolekiiller, Co, Cu gibi metaller (Chiorcea-Paquim ve digerleri, 2009) ve antikanser
ilaglar (Rauf ve digerleri, 2005; Erdem ve Ozsoz, 2001a, 2001b; Ariksoysal, 2006) DNA
ile etkilesimi siklikla incelenen gruplardir. Antikanser ilaglar ve antibiyotiklerin DNA’ya
baglanma mekanizmasinin acgiklanmasi, ilag-DNA kompleks yapisinin dinamiklerinin
incelenmesi tip ve eczacilik alaninda biiyiik 6nem tagimaktadir.

Etkilesim halindeki maddenin diizlemsel ve halkali yapist nedeniyle ¢ift sarmal
yapidaki bazlarin arasina yerleserek baglanmasi interkalasyon olarak tanimlanmaktadir
(Erdem ve Ozsoz, 2002). Protein-DNA etkilesimleri de interkalasyon prensibine dayanir.
Proteinler biiyiik molekiiller oldugundan genel olarak DNA’nin major oyuguna interkale
olurlar. Pek ¢ok antikanser ilag ise DNA’nin minor oyuguna interkale olur ve spesifik bir
bazdizisine baglanarak DNA ile kompleks olusturur.

[lag-DNA etkilesimlerini elektrokimyasal biyosensorlerle tayin ederken; etkilesim
oncesi ve sonrast ilag¢ sinyalindeki ve/veya DNA’nin elektroaktifbazlari1 guanin ve adenin
sinyalindeki degisimler 6l¢iiliir ve bu degisimlerden yola ¢ikilarak yorum yapilir (Erdem
and Ozsoz, 2001a, 2001b). DNA-ilag etkilesimlerinden faydalanilarak ila¢ tayinine yonelik
elektrokimyasal DNA biyosensérleri gelistirilmistir. Ornegin, Erdem ve arkadaslar, tek
kullanimlik kalem grafit elektrot (PGE) yiizeyini tek duvarli karbonnanotiip (SWCNT) ile
modifiye ettikten sonra, antikanser ila¢g daunorubisin (DNR)-DNA etkilesimini SWCNT-
PGE vyiizeyinde diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ve elektrokimyasal empedans

spektroskopisi ile incelemislerdir (Erdem ve digerleri, 2008).
1.4.3. DNA Biyosensorleri (Genosensorler)’in Siniflandiriimasi

DNA Biyosensorlerinin  (genosensdrler) smiflandirilmasini alt bagliklar halinde

asagidaki sekilde siralanabilir.
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Madde-DNA etkilesmesine dayali DNA biyosensérleri: ilag, toksik maddeler vb.
gibi bazi kimyasal maddelerin DNA ile etkilesimini inceleyerek ilag tasarimi, gevresel
toksik madde analizleri ve ¢esitli kimyasal savas ajanlarinin tayininde kullanilmaktadir.

[lag molekiilleri ile DNA arasindaki etkilesimin incelendigi calismalar hem
etkilesimin mekanizmasini anlamada hem de yeni ila¢ tasarimlarinda olduk¢a 6nemli bir
asamadir. Ilag molekiilleri DNA ile kovalent ve kovalent olmayan baglanmalar olarak
temelde iki sekilde etkilesebilir.

Kovalent baglanmalarda; molekiil, DNA ile tersinmez sekilde etkileserek DNA’nin
yirlittiigli siireclerin inhibisyonuna ve sonugta hiicre oliimiine neden olur. Kovalent
baglanan molekiiller, kanser tedavisinde DNA yapisina alkil gruplar1 baglayarak gorev
aldig1 i¢in alkilleyici ajanlar olarak da adlandirilmaktadir. Alkilleyici ajanlar DNA
yapisindaki Guanin ile etkilesirken bazi alkilasyon ajanlar1 en giiglii etkiyi capraz
baglardaki diger pozisyonlarda alkilasyon yaparak gosterirler (Yunus ve digerleri, 2013;
Sirajuddin ve digerleri, 2013).

Alkilasyon ajanlar1 ii¢ mekanizma {izerinden etki ederler:

1) DNA bazlarina alkil gruplarii baglayarak DNA’y1 parcalar.

i1) DNA ¢ift sarmalin1 ve atomlar1 arasindaki baglar1 pargalar. Bu sekilde DNA’nin

baglanma bolgelerine sahip olan alkilleyici ajan iki bazin yeniden birbirine
baglanmasina neden olur. Kimyasal bilesiklerin biiylik bir kism1 fizyolojik sartlar altinda
alkilleyici ajan olarak davranirlar ve bu sekilde antitiimor aktivite gosterirler.

ii1) Yanlis eslesen niikleotitler mutasyona neden olur (Yunus ve digerleri, 2013).
Alkilasyon ajanlart kimyasal etkilesimlerle DNA’ya kovalent olarak baglanir. Sonug
olarak yanlis eslesmis bazlar, yer degistirmeler ya da yapidan ayrilan gruplar gibi
sebeplerle DNA sentezi durur ya da apoptozis ger¢eklesmektedir.

Kovalent olmayan baglanmalar; tersinir baglanmalardir. DNA konformasyonunu ve
biikiilme gerginligini degistirirler, protein-DNA etkilesimini inhibe eder ve DNA
sarmallarini kirarlar. Bu sekilde gen yapilarinda deformasyona neden olurlar (Alberti,
Zampakou ve Donghi, 2016).

Kovalent olmayan baglanmalar kendi i¢inde ii¢ grupta toplanir:

1. DNA c¢ift sarmal yapisindaki biiyiik ve kii¢lik oluklara baglanmasi
2. Elektrostatik etkilesimler
3. DNA’nin baz giftleri arasina interkalasyon yapmasi
1) DNA ¢ift sarmal yapisindaki biiyiik ve kiigiik oluklara baglanmas:
DNA sarmalinin biiylik ve kiiciik oluklar ile etkilesen molekiiller genellikle bu
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oyuklar1 tamamlayacak sekilde hilal formundadir ve DNA’ya Van Der Waals baglar1 ile
baglanirlar. Ayrica Adeninin N3 ve Timinin O, atomlart ile hidrojen baglar1 da
olustururlar. Baz1 sentetik leksitropin ve imidazol pirolpoliamit tiirevleri bu tiir etki
gosteren gruplar icinde yer alirlar (Rajendiran ve digerleri, 2012).

2) Elektrostatik etkilesimler:

Molekiiliin, niikleik asitin negatif yilikli seker-fosfat omurgasinin etkisiyle
elektrostatik olarak etkileime girmesidir. Rutenyum (II) gibi bazi metal kompleksleri
DNA’ya bu sekilde baglanirlar (Karacan ve Okay 2013). Baglanma genelde spesifik
degildir.

3) DNA’nin baz ¢iftleri arasina interkalasyon yapmast:

Interkalasyon, bir molekiiliin ya da grubun iki molekiil ya da grup arasina tersinir
sekilde girmesidir. Interkalasyon, DNA' da zincir kirilmasina yol acarak, DNA senteziyle
DNA'ya bagimlt RNA sentezini bozmaktadir. Eger molekiiliin sekli ve kimyasal yapisi
uygunsa, DNA'daki baz giftleri arasina girebilir (Sekil 12.). Bu tiir molekiiller tersinir

baglandiklari i¢in ligand olarak adlandirilirlar.

Sekil 12. Bazi maddelerin DNA’nin baz ciftleri arasina interkalasyonu (Polat, 2016)

Interkalasyon yapisal distorsiyonlara (yani bir nesnenin seklinin degisime ugramasi)
neden olur. Solda, normal DNA ikili sarmali. Sagda, li¢ yerde interkalasyon olan bir DNA
(koyu bolgeler) (Teles ve Fonseca, 2008). Interkalasyon yapan ligandlar cogunlukla ¢ok
halkali, aromatik ve diizlemseldir ve bu yiizden niikleik asitlerin boyanmasinda siklikla

kullanilirlar. Elektrokimyasal DNA biyosensorleri kullanilarak bazi DNA hedefli
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maddelerin ve antikanser ilaglarin DNA ile etkilesmeleri incelenmistir. Son yillarda

yapilan bu ¢aligmalar Tablo 1.” de 6zetlenmistir (Sengiz, 2016).

Tablo 1.

Antikanser ilag DNA etkilesiminin elektrokimyasal DNA biyosensorleriyle incelendigi
baslica ¢alismalar (Sengiz, 2016), (Ariksoysal, Dogan Topal, Topkaya, 2018)

. Kullanilan | Elektrokimy . . ; . .
Ilac Elektrot asal Yéntem DNA Sinyali Ila¢ Sinyali Kaynak
Guanin ve
Guanin ve adenin adenin Karadeniz
PGE DPV yiikseltgenme yiikseltgenme vd.. 2007
Mitomisin C sinyalinde azalma sinyalinde
azalma
- . . . Ozkan ve
CSPE, DPV, SWN Gugmn yukseltgenme Ilag sinyalinde digerler,
CPE sinyalinde azalma azalma
2004
Ilag sinyalinde Erdem ve
Epirubisin CPE CV, DPV - ¢ sty Ozséz
azalma
2001a
DPV, CV, Guanin yiikseltgenme Mehdinia
Takel B EIS sinyglitiI® azalmd - vd., 2008
flag sinyalinde | S0 Ve
Ekinomisin HMDE cv - ¢ siny digerleri,
azalma
2002
Guanin ve adenin Erdem ve
Mitoksantron GCE DPV, SWV yiikseltgenme - Ozsoz
sinyalinde azalma 2001b
Guanin ve adenin Erdem ve
cis- DDP ve
PGE DPV yiikseltgenme - digerleri,
cis- BAFDP ) )
sinyalinde azalma 2005b
Ilacin
Bitkisel ilag indirgenme Wang,
Emodin GCE CV.DPV ) sinyalinde 2006
azalma
. . Guanin yiikseltgenme Nawaz
Siprofloksasin | GCE DPV sinyalinde azalma - vd., 2006
Guanin yiikseltgenme Yanik ve
Tamoksifen | PGE,SPE | CV,DPV N YUKSCTS - digerleri,
sinyalinde artma 2020

1.4.4. DNA Biyosensorlerinde Prob Dizilerinin Elektrot Yiizeyine Tutturulma
Yollar

DNA biyosensorlerinde 15-30 bazlikisa DNA dizileri (oligoniikleotitler), prob olarak
elektrot yiizeyine tutturulmaktadir. Hibridizasyon tayinin daha kolay gerceklesmesi i¢in,
prob dizisinin elektrot yiizeyine giiclii ve diizenli bir sekilde baglanmas1 hedeflenmektedir
(Ariksoysal, 2006)

Pasif Adsorbsiyon Yoluyla Prob Tutturulmasi (1slak adsorbsiyon yontemi);

Yontemin ilkesi su sekildedir; prob igeren analiz ¢6zelti igerisine kullanilan

elektrodun daldirilarak probun elektrot yiizeyine adsorbe olmasidir. Bu yontemin basit ve
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otomasyona uygulanabilirligi kolaydir. Pahali kimyasal madde kullanimi ve
elektrokimyasal potansiyel uygulama basamaklarinin ortadan kaldirilmasi nedeniyle
ucuzdur ve tayin siiresi de kisalmaktadir (Ozs6z ve digerleri, 2003), (Ariksoysal, 2006).

Elektrostatik Yolla Prob Tutturulmasi;

Elektrot yiizeyine pozitif (+) potansiyel uygulanarak, negatif (-) yiklii fosfat
omurgasina sahip olan DNA’nin elektriksel ¢ekim kuvvetleri sayesinde, elektrot ylizeyine
paralel olarak tutunmas ilkesine dayamir (Ozs6z ve digerleri, 2002). Pahali kimyasal
maddeler kullanilmamasi nedeniyle maliyeti diisiik bir yontemdir.

Kovalent Yolla Prob Tutturulmasi;

Prob dizilerinin elektrot yiizeyine kovalent baglanma ajanlar1 kullanilarak, kovalent
olarak tutturulmasi ilkesine dayanir. Bu sekilde yapilan tutturma islemi ile elektrot
yiizeyinde daha diizenli ve daha dayanikli bir prob tabakasi olusmaktadir, bu da
hibridizasyon tayininde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Ancak pahali kimyasal maddeler
kullanilmast ve diger yontemlere oranla daha uzun bir iglem olmasi gibi dezavantajlari

bulunmaktadir (Radhika ve Maha, 2008).

1.4.5. ideal Biyosensoriin Ozellikleri

Biyosensorler kullanilan biyoaktif materyalleregore ve ¢evirici sistemlerinden yola
cikarak yuradaki boliimlerde smiflandirilmistir. Biyosensorlerde bir¢cok parametre sz
konusudur. Ideal bir biyosensériin sahip olmasi gereken dzellikler (Hall, 1990):

Secicilik: ideal bir biyosensoriin sahip olmasi gereken en o6nemli oOzelliktir.
Biyosensoriin sadece incelenen analize 6zgiin oldugunu gostermektedir. Biyosensor baska
reaktiflere ilgi gostermemelidir. Boylece biyosensor, yeterli segicilige sahip oldugundan
yanlis sonug¢ alinmasini engellenmektedir.

Kullanim émrii: Biyosensoriin performansinda gozle goriiliir bir azalma olmadan
verdigi hizmet dmriinii belirtir.

Tekrarlanabilirlik: Ayni deneysel kosullarda, ard arda yapilan Olgiimlerde,
elektrodun birbirine ¢ok yakin degerleri okumasi istenir. Bu durum teorik olarak miimkiin
gibi goziikse de, pratikte pek miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle yapilan deneysel
caligsmalarda tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne
kadar iyi olursa, biyosensoriin uygulamalarinin o denli iyi oldugundan s6z edilebilir.

Kararhhk: Analiz siiresince biyosensorde kullanilan bilesenlerin tam anlamiyla
bozulmadan kalmasi1 beklenir. Kararlilik, kullanilan biyoaktif maddenin fiziksel

dayanikhiligina, ortam pH's1, 1s1, nem, O konsantrasyonu gibi parametrelere bagl olarak
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degisiklik gosterebilmektedir.

Duyarhlik: Sensor yilizeyindeki immobilize materyalin sadece hedef analite duyarl
olmast gerekmektedir. Niikleik asit biyosensorlerinden beklenen en biiyiik 6zellik
hazirlanan biysensoriin yiiksek duyarlili§a sahip olmasidir.

Tayin simirr: Biyosensoriin tespit edecegi en diisiik analit konsantrasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Tayin smiri, elektrot yiizey genisligi, analitin sensor afinitesi,
immobilize edilen madde gibi faktorlerden etkilenmektedir.

Olgiim arahg:: Olgiim aralifi  biyosensorlerden alinan akim-konsantrasyon
egrilerinin dogrusal oldugu konsantrasyon araligini belirtmektedir. Cihazin 6lgebildigi
analiz ¢Ozeltisi konsantrasyonunu ifade etmektedir.

Ol¢iim zamani: Bir biyosensor elektrodunun cevap zamani elde edilen akim zaman
egrilerinden anlagilmaktadir.

Kalibrasyon: ideal bir biyosensdrde hi¢ kalibrasyona ihtiyag duyulmamasi
istenmektedir. Fakat teorikte beklenen bu olsada pratikte miimkiin olamamaktadir.
Biyosensoriin kalibrasyonu siklikla yapilmalidir.

Hizhh geriye donme zamani: Hizli geriye zamani bir biyosensérde en Onemli
ozelliklerden birisidir. Analiz sonrasinda ikinci bir 6rnegin ne kadar siire sonunda verimli
bir sekilde dl¢iilebileceginin gostergesidir.

Basitlik ve ucuzluk: Tasarimi kolay ve basit, ekonomik olarak elde edilmis
biyosensorler ideal bir biyosensordiir.

Kiiciiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Biyolojik malzemelerle kontaminasyon
riskini azaltmak i¢in biyosensor ve kisinmlarinin kolay sterilize edilmesi ve kullanim ile

tasinim i¢in yeterli kiigiikliikte olmas1 6nemlidir.

1.4.6. Biyosensor Tasariminda Kullanilan Molekiiller ve Yapilari

Niikleik asitler ve DNA (Brett ve digerleri, 1997; Dervan 1986, 1998; Vaseashta,
2005; Plambeck ve Lown, 1984 )

Watson ve Crick adli arastirmacilar 1953 yilinda organizmanin genetik bilgisini
igeren ve kalitimda rol oynayan organik bir molekiil olan DNA’nin yapisini, hazirladiklar
modeller {izerine agiklamaya ¢alismislardir (Sekil 13.). Buna gére DNA molekiilii, sarmal

seklinde kivrilmis, iki kollu bir ip merdivenine benzemektedir.
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Sekil 13. 1953 yilinda ¢ekilen Watson ve Crick DNA sarmal yapisinin ilk modeli

Biyolojik olarak fonksiyonu; genetik bilginin saklanmasi, ¢ogaltilmasi ve genleri
nesiller boyunca aktarmak olan niikleik asitler, riboniikleik asit ve deoksiriboniikleik asit
yapisindadir ve niikleotit ad1 verilen monomerlerden olusmaktadir. Niikleotitler piirin ve
pirimidin olarak ikiye ayrilirlar. Piirin niikleotitleri; adenin ve guanindir, ayrica yapisal
olarak c¢ift halka tagimaktadir. Pirimidin niikleotitleri; timin, sitozin ve urasildir, yapisal
olarak tek halkaya sahiptirler (Gegkil, 2012).

Piirin ve pirimidin niikleotitlerine bir seker molekiiliiniin baglanmasiyla niikleozit
yapilart meydana gelmektedir. Icerdigi seker molekiiliine gére olusan niikleik asidin adi
belirlenir buna gére RNA’da 5 karbonlu D-riboz sekeri, DNA’da ise 5 karbonlu 2-deoksi-
D-riboz bulunmaktadir. Piirin niikleotitleri 9 numarali azot (N); pirimidin yapilarinda ise 1
numarali N; 5 karbonlu seker yapilarinda bulunan 1 numarali karbon atomuyla N-
glikozidik bag ile baglanmaktadir (Wang, 2002). Niikleozit yapisina bir fosfat grubunun
katilmasiyla niikleotit yapist olugsmaktadir. Piirin bazlari, sadece pirimidin bazlariyla bag
yapabilir bu yiizden DNA sarmali simetrik bir yapiya sahiptir. Buna gére DNA’da; adenin
ve timin, guanin ve sitozin birbirleriyle hidrojen bagiyla baglanabilir. Adenin ve timin

arasinda ikili, guanin ve sitozin arasinda ise ii¢lii hidrojen bagi olusur (Gegkil, 2012).
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DNA sarmalinda, bazlar genetik bilgiden sorumludur ve sarmala bazik ozellik
kazandirir, seker ve fosfat gruplari ise sarmalin yapisindan sorumludur ve yapiya fosfat
gruplar 6zellikle asidik 6zellik kazandirir. Sarmalda adenin ve timin sayist ve guanin ve
sitozin sayisi biribirine esittir. Bu kurala CHARGAF kurali denmektedir. Yani piirin sayis1
pirimidin sayisina esittir (Gegkil, 2012; Passarge, 1995).

Niikleik Asit (DNA) Hibridizasyonu:

Birbirine eslenik iki adet tek sarmal niikleik asit (DNA) dizisinin ¢ift sarmall tek bir
yap1 haline gelmesi islemidir. Giiniimiizde ¢esitli hibridizasyon yontemleri mevcuttur. En
cok kullanilan hibridizasyon yontemleri; Southern blot, Northern blot, Dot blot ve PCR’
dir.

DNA hibridizasyon kinetigini etkileyen faktorler (Palecek ve Fojta, 2001):

Niikleik Asitlerin Yapisi: Hibridizasyon hizi arttik¢a, hibrit olusturan dizilerin
uzunlugu ve DNA yapisinin karmagiklig: artar.

Baz Kompozisyonu: Dizilerde GC (Guanin-Sitozin) yiizdesi ile hibridizasyon hizi
dogru orantili olarak degisir. Clinkii GC baz ¢iftleri, AT (Adenin-Timin) baz ¢iftlerine gore
1s1ya kars1 daha dayaniklidir.

DNA dizi Uzunlugu: Prob dizinin uzunlugu hedef dizinin uzunlugundan kisa ise,
baglanma hizi hedef dizinin uzunlugu arttik¢a artar. Ancak prob dizinin uzunlugu hedef
dizinin uzunlugundan uzun ise, baglanma hizinda diisiis meydana gelir.

Sicaklk: DNA igin optimum sicaklik 25°C ‘dir. Clinkii bu derecenin altinda DNA
hibrit olugturmamaktadir.

Tuz Derisimi: Hibritlesme hizi 1.2 M’a kadar artan NaCl derisimi ile artis
gostermektedir.

Formamit: Hibridizasyon tepkimelerinde, formamit kullanimi belirli araliklarda
oldugu siirece baglanma hizini etkilememektedir. Bu aralik %30- %50 “dir.

Dekstran Siilfat: Hibridizasyon tepkimelerine inert polimer ilavesi, hibridizasyon
hizin1 10 kat artirir. Dekstran stilfat ise yliksek yiikleme akimlarina sebep olmaktadir.

Iyonik Kuvvet: Hibridizasyon hiz1 iyonik kuvvetle dogru orantilidir.

pH: Insan hiicre pH1 ve kan pH" arasindaki (6.8-7.4) degerler yani ndtr pH’lar
hibridizasyon tepkimeleri i¢in ideal pH'lardir.

Viskozite: Viskozite artis1 ile hibridizasyon hiz1 azalir.
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1.5. Biyosensorler Tasariminda Kullamilan Malzemeler

Biyosensor sistemleri alanina nanoboyutta malzemelerin kullailabilir hale gelmesiyle
birlikte, biyosensorlerinminyatiirize edilmesi, ayn1 zamanda daha hizli ve daha ucuz
elektrokimyasal analiz yontemlerinin olusturulmast miimkiin olmustur. Biyosensor
yiizeylerinin nano boyuttaki ¢esitli malzemelerle kaplanmasyla farkli 6zelliklerde tiretilen

nanoelektrotlar ile daha se¢imli ve spesifik analiz platformlar1 gelistirilmektedir.

1.5.1. Nanomalzemeler

Niikleik asit biyosensorleri alaninda daha hassas analiz sistemlerinin gelistirilmesi
amaciyla siklikla kullanilmaktadirlar. Boyutlar ayarlanabilir yar iletken yapidaki yiiksek
mekanik ve termal stabiliteye sahip metal oksit nanopartikiilleri ile modifiye edilmis analiz
yiizeyleri, hibridizasyona dayali niikleik asit analizlerinde kullanilmaya baglanmislardir.
Altin, platin, paladyum gibi metal yapisindaki nanopartikiiller;

(1) immobilizasyonlar1 sonucunda kullanilan c¢evirici sistemlerin yiizey alanini
genisleterek biyomolekiillerin daha hassas ve secimli bir sekilde analizlerini miimkiin
kilarlar (Yumak ve digerleri, 2011).

(2) yiizeyin iletkenligini arttirirlar (Fang, Zhang ve Zhou, 2015),

(3) yiizeyin biiylikliigli ve morfolojisi lizerinde modifikasyon yapabilmeyi saglarlar
(Wang J. ve digerleri, 2001a; 2001b),

(4) hibridizasyona dayali DNA analizlerinde sinyal amplifikasyonunu saglarlar
(Ozsoz ve digerleri, 2003; Karadeniz ve digerleri, 2007)

Karbon nanotiipler: Karbon nanotiipler, elektron transferi kolaylastiran, yliksek
biyouyumluluga sahip, mekanik direnci yiiksek ve genis ylizey alan1 saglayan
nanomateryallerdir. Klasik karbon elektrotlarin karbon nanotiiplerle modifiye edilmesiyle,
yiizeyinde gerceklesen kinetik olaylara hizli cevap verebilen daha hassas analiz
platformlar1 gelistirilmis olunur.Tek duvarli ve ¢ok duvarli olmak iizere iki tip karbon
nanotiip yapisit bulunmaktadir. Tek bir nanotiip yapisi tek duvarli karbon nanotiipleri
olustururken, i¢ ice gecmis ¢ok sayidaki nanotiipler ¢ok duvarli karbon nanotiipleri
olugsmaktadir. (Literatiirde karbon nanotiiplere dayali elektrokimyasal DNA biyosensorleri
gelistirilmesine yonelik pek cok calisma bulunmaktadir (Cubuk¢u ve Anik, 2008;
Karadeniz, Erdem ve Caliskan, 2008; Ariksoysal, 2017; Ariksoysal, 2019).

36



1.6. Lab-on-a-Chip Teknolojisi

Analitik kimyanin ilgi alanlarindan biri de analitik sistemlerin minyatiirize edilmesi,
entegre edilmesi ve otomatiklestirilmesidir. Igeriginde filtrasyon, ekstraksiyon, karistirma,
ayirma ve tayin gibi klasik yontemleri gergeklestirebilen sistemler Lab-On-a-Chip
sistemleri (LOC) ya da Toplam Analiz Mikrosistemleri (WTAS) olarak adlandirilmaktadir
(Dittrich ve Manz, 2006).

Transistor ve silikon teknolojileri olusturuldugundan beri, minyatiirize sistemlerin
gelistirilmesinde hizli ilerlemeler olmustur. Baslangicta, elektronik alanindaki bu teknoloji,
farkl tlirlerde giris, uygulama {initesi ve ¢ikis bulunduran sistemler dizayn etmek 6 ve
gelistirmek icin iretilmistir. Mikroelektronik teknoloji genis capli tespit ve veri isleme
cihazlan gelistirmeye olanak sunmaktadir.

Ik LOC’ler Stanford Univeristesinde, 1975 yilinda, S.C. Terry tarafindan icat edilen
gaz kromatografi sistemleridir. Fakat, asil biiylik gelismeler, mikro pompalarin ve akis
sensoOrlerinin iiretimi ile entegre sistemler konseptinin, yontemin biitiin adimlarini entegre
etmesi, ayirma, 6rnegin temizlenmesi ve tiim analizin tek bir cihazdan alinmasi konularini
derinlemesine incelemesi sonrasinda 90’11 yillarda olmustur.

Mikro toplam analiz sistemlerinin (LTAS) 6nemli avantajlari, 6rnek ve reaktiflerin
hacimlerinin kullanimin1 pikolitrelere kadar diistirmek ve molekiiler difiizyon gibi
reaksiyonlarm siiresini mikrokanallarin boyutlarina bagli olarak azaltma imkanini
sunmalaridir. Bir diger avantaj ise mikro akigkanlara uygunlugundan dolay1 yiizeye bagh
deneylerde imkanlar saglayan genis ylizey-hacim oranidir.

En fazla kullanilan mikro akiskan sistem cihazlar1 diiz plastik veya cam substratlar

lizerine yapilan mikrokanal aglarinin bir araya getirilmesiyle olugsmaktadir.

1.6.1. Elektrot Fabrikasyon Yontemleri

Screen-Printed Teknolojisi (SPE) iletken veya iletken olmayan 6zel miirekkeplerin
istenilen geometride tiretilmis bir maske aracilifiyla inertsubstratlar {izerine art arda
transferine dayalidir. Son zamanlarda screen-print fabrikasyon teknolojisi, yaygin bir
sekilde biyolojik ya da kimyasal sensorlerin iiretiminde kullanilan kalin film elektrotlarinin
imalatinda kullanilmaktadir (Fanjul-Bolado, 2008). SPE bu teknolojinin yiliksek imalat
verimi ve diigiilk maliyetinden dolay1 en 6nemli {iriinlerinin birini temsil eder.

Genellikle screen-printed fabrikasyonunda kullanilan inert substratlar seramik ya da
polimeriktirler. Polimerik substratlardan poliester substratlar, ¢ogunlukla direngliligi,

berraklig1 termal ve hidroskopik kararliligi ve sertligi i¢in kullanilmaktadirlar. Baski
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miirekkeplerinin ger¢cek kompozisyonunu ticari ve patentli olduklarindan dolay1 tam olarak

bilinmemektedir.

1.7. Taramah Elektron Mikroskopu (SEM)

Serbest elektronlarla yiiklii partikiiller elektromanyetik veya elektrostatik alanda
diger yiiklii partikiiller gibi yon degistirilebilir. Bu elektronlar ayn1 zamanda ¢ok kisa boylu
dalgalar gibi davranir ve kirmima ugrayabilir, absorplanabilir veya sacgilabilir ve
karsilastig1 noktaya bir miktar enerji tasirlar (Chamot ve Mason, 1958). Bu prensiplerden
yola c¢ikilarak Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscope) (SEM),
1950’11 yillarda gelistirilmesi ile birlikte bir¢ok bilim dalinda genis bir kullanim alani
bulmustur. Ciinkii SEM biiylik cesitlilikte numunenin incelenebilmesine olanak
saglamistir. Bir maddeye ait bir¢cok Ozelliginin cihazin yardimci tekniklerle birlikte
kullanilmasiyla elde edilebilmesinin yaninda numune yiizeyinin goriintiilenmesi ve
bilesiminin belirlenmesi de saglanmistir. Taramali elektron mikroskopta, kati numune, bir
katot 1sinlar1 tiipii veya bir televizyondaki tarama diizeni ilkesine benzer bir tarama
seklinde taranarak goriintli elde edilmektedir. Bu tarama islemi sirasinda ylizey iistiinde (z
yonil) bir sinyal almir ve goriintiiye doniistiirilecegi bir bilgisayar sisteminde toplanir
(Skoog ve Leary, 1996). Biitiin mikroskoplarda ana unsur biiylitme derecesi ve goriintii
netligidir. Bir optik mikroskopta 1s1k dalgalarinin odaklanmasinda lensler kullanilir.
SEM’de ise ekrandaki goriintiiyii olusturan elektron demetinin odaklanmasinda
elektromiknatislar kullanilir. Elektromiknatislarin - kullanimi operatére daha yiiksek
biiyiiltme derecelerinde ¢alisma olanag: saglar. Ayni zamanda elektron demeti daha net bir
gorintii olusturur. SEM, kati madde yiizeylerinde direkt olarak ¢alismak i¢in tasarlanmig
bir cihazdir. Cihaz tarafindan saglanan ve odaklanan elektron demeti ile yapilan tarama ile
TV’dekine benzer bir goriintii olusur. SEM optik mikroskoplara nazaran daha derin bir
odaklama saglar. Bu 6zellikleri nedeniyle, SEM ile bir numunenin {i¢ boyutlu goriintiisii
elde edilebilir. SEM, daha ¢ok goriintiileme amaci ile iiretilmistir. Coziiniirliik topografik
10 nm ve kompozisyonda 100 nm’den daha iyi diizeyde elde edilebilir. Iyi bir goriintii ve
caligmast i¢in numunelerin elektriksel olarak iletken olmalar1 tercih edilir. Ayrica
elektrikge iyi iletken numuneler genellikle 1s1y1 iyi ilettiklerinden 1sisal bozunma olasilig1
en az diizeydedir. iletken olmayan numunelerin SEM goriintiilerini elde etmek icin
numune ylizeyine vakumlu bir ortamda ince bir metalik film tabakasi kaplanir (Skoog ve

Leary, 1996).
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1.8. Kanser

Her giin diinyada 1500'den fazla insanin Oliimiine sebep olna KANSER insan
yasamini tehdir eden en 6nemli hastaliklardan biri olarak kabul edilmektedir. 200'e yasin
kanser ¢esidi tespit edilmistir ve arastirmalar devam etmektedir. Giintimiizdeki teknolojik
gelismelere ragmen ileriki evrelerde tespit edilen kanser hastaliginin tedavisi ve kurtulma
orani olduk¢a zor ve disiiktiir (Jayanthi, Das ve Saxen, 2017). Kanser, anormal ve
kontrolsiiz hiicre biiylimesi sonucu olusan bir hastaliktir. Kontrolsiiz hiicre biiyiimesi,
tiimor kiitlesinin biiyiimesine neden olmaktadir (Bohunicky ve Mousa 2010).

Kanserin meydana gelis siireci oldukca karmasiktir ve tiim kanser tiirlerinde, temel
patolojik mekanizmalar benzer olsa da kanserler farkli sekilde ilerler ve hastaligin gelisimi
ve tedavisi, baslangi¢ yasina, bliylime hizina, tutulan organa, yayinim hizina, evrelerine ve
tedaviye verdikleri cevaba gore biiylik farkliliklar gosterir (Can, 2005). Ancak tiim kanser
hiicreleri anormal hiicre ¢ogalmasi ve yayilmasi (metastaz) olmak iizere iki temel 6zellige
sahiptirler.

Tim viicudu etkileyebilen bu hastalik, organlari meydana getiren en kiiciik birim
olan hiicrelerin iginde baslar. Kanser hiicresinin en temel 6zelligi, hizli ¢ogalma, planh
hiicre 6liimiinden korunma ve farkli organ ya da dokular1 da etkilemesidir. Saglikli bir
hiicrenin yasam dongiisii li¢ temel parametre igerir; biiylime, boliiniip ¢ogalma ve hiicre
Oliimii. Kanserli hiicre, hiicrenin normal dongiisiiniin disina ¢ikmasiyla meydana gelir.
Normal stiregteki hiicre boliinmesinin engellenmesi durumunda ise anormal fonksiyonlara
sahip hiicreler olugur. Bu anormal hiicreler ya 6liir ve bagisiklik sistemi tarafindan yok
edilir ya da cevresine uyum gosterir. Hiicre 6liimiine neden olabilecek siire¢lerden biri
olarak adlandirilan “apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii)” siireci, hiicre organellerinin
hiicreye Olme talimati vermesiyle baslar ve hiicre bilesenlerini parcalayan enzimler
iretilerek hiicrenin igyapisi pargalanir.

Kanser; hiicre i¢i fonksiyon bozukluklarina bagli olarak meydana gelen mutasyonlar,
radyasyon, kimyasal etmenler ya da ultraviyole gibi kanserojen ajanlara maruz kalma
sonucunda ortaya ¢ikar. Kanserli hiicrelerin saglikli hiicrelerden en énemli farki, ¢evreden
gelen normal biliylime sinyalleri olmadan da yasayabilmeleri ve sinirsiz bir replikasyon
potansiyeline sahip olduklar1 i¢in kontrolsiiz olarak biiyiiylip cogalmalaridir (Apetoh ve
digerleri, 2008).

Meme kanseri ise tiim kadin kanserlerinin dortte birinde goriilmektedir. Kadinlarda
gozlenen kansere bagli oliimler iginde ilk ii¢ sirada yer almaktadir (Parkin ve digerleri,

2005). 1985 yilina kadar kansere bagl oliimlerde ilk sirayr alan meme kanserinin son
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donemlerde kadinlarda goriilme sikliginin azalma sebeplerinden en nemlisi erken saftada
meme kanseri teshisinin artmasidir. Bu artiglar ve cerrahi islemlerden sonra son giinlerde
liclincii siraya diigmiistiir. Bu gelismelerden en ilgi ¢ekici olan1 1973 yilinda klinik
kullanima sunulan mmem kanseri erken dénem ve cerrahi sonrasi Onleyici etkisi olan

tamoksifendir. Tamoksifen nonsteroid yapida bir antidstrojen ajandir (Jordan, 1988).

1.9. Tamoksifen

Tamoksifen, (2-[4-(1,2-Diphenyl-1-butenyl) phenoxy]-N,N-dimethylethanamine),
son 30 yil1 agskin 6strojen reseptdr (ER) pozitif meme kanserinin tedavisinde kullanilmakta
olan bir ilactir. Tamoksifen tedavisinin meme kanserinden Sliimleri iigte bir oraninda
azaltacag iddia edilmektedir (Kouchakzadeh, Shojaosadati ve Shokri 2014). Tamoksifen
segici Ostrojen reseptor modiilatoriidiir (SERM) (Lorizio ve digerleri, 2012). Endokrin
terapisi gerekli oldugunda hem premenopoz hem de postmenopoz dénemindeki kadinlarda
en yaygin kullanilan ilagtir (Lumachi, Santeufemia ve Bass., 2015). Tamoksifen’in
kimyasal yapis1t Tamoksifen’in meme kanseri tedavisinde kullanilmaya baglanmasi, 1958
yilinda Dr. Elwood Jensen’in dstrojen reseptorlerini kesfetmesine dayanmaktadir (Moore,
2012). Jensen’in bu bulusu bircok kadmin hayatimi kurtarmistir (O'Malley, Khan ve
Jensen, 2013). ilk kesfedildigi yillarda Tamoksifen, postmenopoz dénemdeki kadinlarin
metastatik meme kanserinin tedavisi gibi limitli alanda kullanilmistir. Ancak daha
sonradan yapilan ¢alismalar, yliksek meme kanseri riskine sahip kadinlarda Tamoksifen
sayesinde bu risk oraninin diistiigiinii géstermistir. 1970’lerde yapilan ¢alisma sayesinde,
Tamoksifen’in Ostrojen reseptdor meme kanserlerini uzun donemde tedavi ettigi
kesfedilmistir (Maximov, Lee ve Jordan, 2013). Ostrojen, normal ve kanserli meme epitel
hiicrelerindeki Gstrojen reseptoriine (ER) baglanarak reseptorii aktive etmekte ve bu da
hiicre bdliinmesi, hiicre Oliimiiniin baskilanmasi, yeni kan damari olusumu ve proteaz
aktivitesinden sorumlu olan genlerin aktivasyonuna yol agmaktadir (Fabian, 2007). Bu
nedenle hormon reseptor pozitif (HR+) hastalarda endokrin terapi (ET), tedavinin temelini
olusturmaktadir (Reinert ve Barrios, 2015). TAM, 0Ostrojen reseptorii pozitif (ER+) meme
kanseri olan kadinlarda 6liimii ve hastaligin tekrarlanmasini azaltir. Ayrica, yiiksek meme
kanseri riski tasiyan kadinlarda primer dnlem yontemidir. Tamoksifen, meme dokusunda
ER antagonisti olarak davranarak (Lorizio ve digerleri, 2012), Ostrojen reseptoriine
baglandiginda tiimor hiicre 6limiinii baslatip, gelismeyi durdurarak, metastazi onleyerek,

anjiyogenezi azaltarak etkisini gostermektedir.
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(Shin ve Choi, 2009)Tamoksifen zayif bir baz olup (pKa 8.8) erime noktas1 100 °C
ve sudaki ¢Oziintirliigli oldukga diisiiktiir. Ticari olarak satilmakta olan Tamoksifen suda
¢Oziinlirliglinii arttirllmasi amaciyla sitrat tuzu formundadir. Sitrat tuzu halindeki TAM'in
suda c¢oziiniirliigii arttifin da biyoyararlanimi da artmis olacagindan sitrat tuzuna
doniistiiriilmektedir (Torne ve digerleri, 2013). Biitiin bu sebeplerden dolayr Tamoksifen
icin uzun siireli salim ve biyoyararlanim formulasyonlarinin gelistirilmesi gerekmektedir

(Torne ve digerleri, 2013).

1.9.1.11ac ile Tlgili Genel Bilgi

Asagida Tablo 2' de tez kapsaminda DNA ile etkilesimi arastirilmis olan Tamoksifen
etken maddesinin fiziksel ve kimyasal ozellikleri listelenmistir. Listelenen fiziksel ve
kimyasal ozellikler 1s181nda ilag etken maddesinin elektrokimyasal analizi ve DNA ile

etkilesimi aragtirilmstir.

Tablo 2

Tamoksifen’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

TAMOKSIFEN

Ila¢ Siifi Antineoplastik Nonsteroidal Segici Ostrojen

Reseptorii Modiilatorii

CAS Numarasi 10540-29-1

Kimyasal Ismi (IUPAC) (2-{4-[(1Z)-1,2-diphenylbut-1-en-1-
yl]phenoxy}ethyl)dimethylamine

Kimyasal formiilii CosHoNO

Hac“’rl/\“/o“:" N

QTE CH Lz CHy
Yapisal formiilii - =

Molekiiler agirhig: (g/mol) 371.515 g/molh

UV spektrumu dalga boyu (nm) 204, 238 ve 276 nm

Erime noktasi (°C) 97 °C

Buhar basinci (mmHg) 3.46X10™® mm Hg (25 °C)
Henry yasasi sabiti (atm-m3/mol) 4.49x10™'? atm-m’/mol (25 °C)
pKa 8.87

Plazma yarilanma omrii (giin) 5-7 gin

Suda Coziiniirligii 0.000167 mg/mL (25 °C)
Fiziksel goriiniimii Beyaz kristalize toz

Kokusu Kokusuz
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BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Elektrokimyasal DNA Biyosensorii Calismalari

2.1.1. Kalem Grafit Elektrotla Yapilan Elektrokimyasal Biyosensor Calismalar:

Kimyasal inertlik, diisiik maliyet, cesitli algilama ve saptama uygulamalari igin
uygunlugundan dolay1 karbon elektrotlarin ¢esitli formlar1 ve modifikasyonlar
elektroanalitik uygulamalar i¢in kullanilmaktadir (McCreery, 1991;Rice, 1983). Bunlar
arasinda kalem grafit elektrot, ucuzluk, kolay ulasilabilirlik, yiiksek elektrokimyasal
reaktivite, modifikasyon ve kolay minyatiirize edilebilme 0Ozelliginden dolay1
elektrokimyasal sens6r tasariminda ve DNA etkilesimlerine dayali biyosensor
tasarimlarinda siklikla kullanilmistir (Gao, Song ve Wu, 2005).

Ozcan ve Sahin (2011), viicut sivilarinda iirik asit varhginda parasetamol’iin (PC)
basit ve hizli elektrokimyasal tayini i¢in, yeni bir yaklasim Onerilmistir. PC'nin voltametrik
belirlenmesi 6l¢iim sirasinda elektrokimyasal islemden kalem grafit elektrot iizerinde ayni1
anda olusan N-asetil-p-benzokinonimin’in elektrokimyasal olarak indirgemesine
dayanmaktadir.

Dilgin ve digerleri. (2012), hematoksilin ile modifiye kalem grafit elektrot
(PGE/HMT) kullanarak siilfiiriin elektrokatalitik oksidasyonunu arastirmak i¢in yeni bir
yaklasim gelistirmiglerdir. PGE/HMT elektrodun stilfiir oksidasyonuna karst énemli bir
elektrokatalitik aktivite gdsterdigi gozlemislerdir. Onerilen yontem, basaril bir sekilde atik
sularda siilfiir iyon tayini i¢in uygulanmis ve spektrofotometrik yontem ile
karsilagtirmislardir.

Ensafi, Heydari-Bafrooei ve Amini (2012), kalem grafit elektrot kullanarak adenin
ve guaninin azalan oksidasyon sinyaline ve somon balig1 spermlerinin ¢ift sarmallit DNA’s1
ile riboflavin etkilesimine dayali elektrokimyasal bir caligma tasarlamislardir. Caligmada
riboflavin ile etkilesim sonrasi guanin ve adenin oksidasyon sinyallerinin yogunlugundaki
azalma riboflavinin hassas belirlenmesi i¢in bir gdsterge sinyali olarak kullanilmistir.

Mirmoghtadaie ve digerleri (2013), somon baliginin ¢ift sarmalli DNA’s1 ile

modifiye edilmis kalem grafit kullanarak folik asit tayini yontemi onermislerdir.
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2.1.2. Perde Baskil Elektrotla (SPE) Yapilmus Elektrokimyasal Biyosensor
Calismalan

Perde baskili elektrotlarla elektrokimyasal arastirmasini  gergeklestirdigimiz
tamoksifen etken maddesi ve tabletle ilgili herhangi bir ¢calismaya rastlanmamustir. Perde
baskili elektrotlar (SPE); basit, hizli ve ucuz biyosensor iiretimine yonelik iizerinde en ¢ok
durulan gelecek vaadeden yaklagimlardan biridir. Mikroelektrotlar: ve modifiye elektrotlar
iceren SPE dayali tek kullanimlik biyosensorler, biyomolekiillerin, pestisitlerin,
antijenlerin, DNA'nin, mikroorganizmalarin ve enzimlerin saptanmasinda ve
nicelenmesinde yeni arastirmalara yol gdstermistir. Gelisen teknolojiyle SPE tabanh
sensorler, taginabilir veya mobil cihazlara artan ihtiyaglarla ayrica hizli ve dogru analiz
sonuglariyla biiylik gelisim potansiyeline ulagtigini belirtmiglerdir.

Martinez-Paredes, Costa-Garcia ve Gonzalez-Garcia (2010), gerceklestirmis
olduklar1 ¢alismada tek kullanimlik altin nanoyapili SPE ile pndmoni i¢in hibridizasyon
bazli genosensor gelistirmislerdir. Tek kullanimlik altin nano-yapili perde-basilmis karbon
elektrotlar kullanilarak ii¢ farkli elektrokimyasal genosensér hazirlamiglardir. Bu sensorler
tiyol prob- biyotin target , tiyol prob-floresan etiketli target ve biyotinli prob- floresan
etiketli target'tan meydan gelmistir. En iyi sonuglar, streptavidin-biotin etkilesiminin
gereklestigi, biyotinli prob- floresan etiketli target ile elde etmislerdir. Hibridizasyon
sinyalinin tespiti, bir anti-fliioresan antikoruna isaretlenmis alkalin fosfataz yardimyla
enzimatik yolla gerceklestirmislerdir. Genosensor yanitinin, incelenen bakteri sekansina
bagli olarak degisen, genis bir aralikta floresan isaretli hedef konsantrasyon ile dogrusal
olarak iligkili oldugu bulmuslardir. Tayin limitleri, tim bakteri sekanslari i¢in 10 pM'den
daha diisiik olarak belirlemislerdir. Bundan dolay1 toplum kékenli pndmoni ile iliskili ana
bakteri patojenlerinin sekanslar1 arasinda net bir sekilde ayrim yapmanin miimkiin oldugu
Onermislerdir.

Labuda, Ovadekova ve Galandova (2009), tek kullanimlik bir elektrokimyasal DNA
biyosensorii gelistirmiglerdir. Sentetik olarak hazirlanmis bir kinazolin tiirevinin yiizeye
bagl ¢ift sarmal DNA {izerindeki etkisi SPE ve ¢ok duvarl karbon nanotiipmodifiye pede
baskili karbon elektrotlar ile arastirmiglardir. DNA ile kinazolin etkilesimi, [Co (phen)3]3+,
[Ru (bpy)s] gibi DNA bagl elektrokimyasal indikatorler kullanilarak voltametrik olarak
arastirmiglardir. Etilen mavisi, ¢ozelti fazinda ve ayrica elektrokimyasal empedans
spektroskopisi ile etkilesim Oncesi ve etkilesim sonrasi olmak iizere arastirilmistir.
Kinazolin ¢o6zeltisinde biyosensoriin inkiibasyonunda DNA'ya ciddi bir hasar verdigi

goriilmiis ve burada elektrot ylizeyinden DNA kaybina neden oldugunu belirlemislerdir.
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Elde edilen sonuglar agaroz jel elektroforezi ile dogrulamislardir.

Ariksoysal ve Topkaya (2016), calismalarinda, ilk kez Karbon ve MWCNT
SPE'lerin uygun bir sekilde kullanmildigim1  belirtmislerdir. GSTP-1  geninin
hipermetilasyonunun etiketsiz elektrokimyasal tespiti i¢in transdiiksiyon materyali.
CNT'lerin modifiye edilmis elektrotlari, yiiksek ylizey/hacim oranini saglayarak, DNA'nin
yiizey ile etkilesimini gli¢lendirerek ve elektron transfer reaksiyonlarini tesvik ederek
guanin oksidasyon sinyallerini arttirgin1 rapor etmislerdir. SPE'lerin ve CNT'lerin
kombinasyonu, elektrotlarin elektron transfer ozelliklerini destekleyerek, diisiik algilama
potansiyelleri sinirlandirarak azalttigini belirtmislerdir. Elde edilen sonuglar ile hem
karbon hem de MWCNT SPE'leri, yiizeyinde probun etkin bir sekilde immobilizasyonunu,
hedef ile probun saglam bir hibritlesmesini ve hibridizasyonun hassas bir sekilde tespit
edilmesini  sagladigini  gostermiglerdir. DNA  hipermetilasyonu, ayni zamanda,
metillenmemis ve metillenmis dizilerin elektrokimyasal tepkilerinin bagarili bir sekilde
ayirt edilmesi i¢in de kullanildigint belirterek, gelistirmis olduklar1 biyosensor ile
oligontikleotitlerin aktivitesini bir pikomolar saptama seviyesi ile 40 giine kadar kararlilik
elde etmislerdir. Ek olarak, tasarlamis olduklar1 biyosensor, hedef DNA'min daha fazla
Olciimii i¢in yeniden iiretilebilir 6zellikte oldugunu belirtmislerdir. Temel bir elektrot
rejenerasyon protokolli kullanarak ve uygun maliyetli bir algilama elde etmislerdir. Yeni
gelistirilen bu biyosensoriin diger tasinabilir sensorlerin tasarimini desteklemesi ve ¢esitli

kit tipi biyosensdrler olusturmuslardir.

2.1.3. Antikanser Ila¢c-DNA Etkilesim Calismalar

Antikanser ilaglarin tayini, DNA ile etkilesimlerinin ve bu etkilesimlerin tiiriiniin
belirlenmesine yonelik analitik metotlara olan gereksinim son derece onemlidir. Ortaya
cikan degisikliklerin saptanmasi ve agiklanmasi giderek zorlagsmaktadir. Bu nedenler,
yenilenmis analitik tekniklerin ve metodolojilerin uygulanmasina temel olusturmaktadir.
DNA-ilag etkilesimlerini arastirmak i¢in ¢ogunlukla spektroskopik ve elektrokimyasal
yontemler kullanilmakla beraber, kromatografik yontemlerden de bu amagla
yararlanilmaktadir.

Dogan Topal ve Ozkan (2011), PGE kullanarak dsDNA ile anti kanser ilag1 olan
fulvestrantin etkilesimini DPV yontemi kullanarak incelemislerdir. Guaninin oksidasyon
sinyallerinin yogunlugundaki azalma temelli etkilesim mekanizmasi fulvestrant’in hassas
belirlenmesinde kullanmislardir.

Mirmomtaz, Zirakbash ve Ensafi (2016), gergeklestirmis olduklar1 ¢alismada, 6-
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Tiyoguaninin (6-TG) elektrokimyasal davranisi ve ds-DNA ile etkilesimini, asili damla
civa elektrot (HMDE) ile incelemislerdir. Analizler, gergek numunelerde, 6-Tiyoguanin
tabletlerde ve ayrica 6-TG kan serumunda 6-TG'nin belirlenmesi prosediirii kullanilarak
arastiritlmistir. 6-TG'nin nétral tamponda ds-DNA ile etkilesimi, sonucunda yeni bir
indirgeme pikinin ortaya c¢ikmasiyla etkilesim gerceklesmistir. Bu etkilesimi aragtirmak
icin, birikme siiresi ve potansiyeli ile ds-DNA konsantrasyonu gibi ¢esitli parametreleri,
adsorptif siyirma voltametrisi (AdSV) ve kare dalga voltametrisi (SWV) teknikleriyle
optimize etmislerdir. 6-TG anti-kanser ilac1 ve ds-DNA arasindaki etkilesim
mekanizmasini daha iyi anlamak amaciyla dongiisel voltametri ve UV-Vis spektroskopi
Olciimleri de ayrica gergeklestirmislerdir. Elde edilen verilen sonucunda 6-TG'nin ds-DNA
ile etkilesimini agiklayan bir mekanizma 6nermislerdir.

Muti ve Muti (2018), gergeklestirmis olduklar ¢calismada, kafeik asit antioksidanin
DNA -antikanser ilact daunorubisin (DNR) etkilesimi tizerindeki etkisini aragtirmiglardir.
DNR ve DNA arasindaki etkilesimi, antioksidan, kafeik asit varliginda ve yoklugunda ayni
potansiyelde guanin (1.0 V) ve DNR (0.5 V) oksidasyon sinyallerini degerlendirmislerdir.
Bunun sonucunda kafeik asit yoklugunda DNA'min DNR ile etkilesimi sonucunda %S
degeri, %81 orta derecede toksik olarak elde edilirken, kafeik asit varliginda %S, %122.4
yani toksik olmayan olarak elde etmislerdir. Bunun sebebi olarak kafeik asitin, DNA 'nin
mindr oluklarina baglanarak etkilesen DNR ile yarigmali olarak reaksiyona girdigini
Onermislerdir.

Karimi-Maleh ve digerleri (2018), farmasétik numunelerde didanosin (DDI) tayini
icin bir DNA biyosensorii gelistirmislerdir. Bu amagla, polipirol (PPy) ve indirgenmis
grafen oksit (rGO) (PGE / PPy / rGO) modifiye edilmis bir kalem grafit elektrot ylizeyine
dsDNA immobilize edilmistir. Daha sonra DDI'nin DNA ile etkilesimi, diferansiyel puls
voltametrik (DPV) yontemiyle guanin ve adenin oksidasyon sinyaleri iizerinden
dgerlendirilmistir. DDI, 0.02-50.0uM araliginda dogrusallik elde etmislerdir. Modifiye
elektrodun, LOD degeri DDI i¢in 8.0nM olarak belirlenmistir. Ayrica gelistirilen metod
gercek  numunelerde uygulanmis ve elde edilen veriler HPLC yontemiyle
karsilastirilmistir. 1ki farkli yontemi dogrulamak amaciyla F-testi ve t-testi kullanmuslardir.

Aydogdu T1g , Zeybek ve Pekyardimei (2016), yapmis olduklari ¢alismada poly(2,6-
pyridinedicarboxylic acid) (P(PDCA)) modifiye camsi karbon elektot (GCE) ile
antikanser ila¢ gemcitabine (GEM)'in dsDNA ile etkilesim mekanizmasmi  DPV
yontemiye incelemislerdir. GEM etkilesimi sonrasinda dsDNA guanin oksidasyon

sinyallerinde belirgin bir azalma tespit etmislerdir. Guanin oksidasyon sinyallerindeki
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etkilesim sonrasindaki bu azalma sonrasinda GEM 'in selektif bir indikator olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmigtir. 1-30 mg/L  konsantrasyon raliginda guanin
oksidasyon sinyallerinide lineerlik gozlenmistir. Sirastyla LOD ve LOQ degerleri 0.276
mg/L ve 0.922 mg/L olarak belirlenmistir. Ayrica tekrar elde edilebilirlik, tekrar
edilebilirlik ve geri kazanim degerleri tablet ve kan serumunda belirlenmistir. Kullanilan
DPV metoda ek olarak, ilag DNA etkilesim mekanizmasini aydinltma amactyla UV-vis ve
viskozite Olclimleri gerceklestirilmistir.Gelistirilmis olan DNA biyosensoriintiiny GEM'in

hassas, dogru ve hizli bir sekilde belirlenmesinde kullanilabilecegi sonucuna varmislardir.

2.1.4. Tamoksifen ile Yapilmis DNA Etkilesim Calismalari

Guo ve digerleri (2008), TAM" dogrusal tarama voltametrisi yardimiyla karbon
pasta elektrot ile elektrokimyasal olarak incelemislerdir. Oksidasyon caligmalar1 i¢in en
uygun tampon ¢oOzelti olarak pH=4.1 ABS"1 belirlemislerdir. Ayrica analitik tayin
parametreleri belirlenmistir. Buna goére 7.0x107'°- 3.0x 10® mol/L'de lineerlik elde
etmiglerdir. Tabletten geri kazanim calismalar1 yaptklari TAM'n c¢esitli interfazlar
igerisinde (glikoz, iire, askorbik asit, dopamin, serin, arginin) dl¢iimleri gerceklestirilmistir.

Kumar ve Mahesh (2017), Tamoxifen (TAM) ve Herring Sperm DNA (Hs-DNA)
arasindaki etkilesimi, Britton-Robinson pH: 7.40 tamponunda voltametrik (CV ve DPV)
UV-vis, spektrofulorimetrik ve viskometrik yontemlerle DNA ile etkilesim yolunu
incelemistir. Ayrica absorpsiyon ve floresans spektrumlarinda sondiirme emisyonu
arastirilmistir.  Karbon pastast elektrot (CPE) kullanarak voltametrik yontem ile
gerceklestirilen arastirma sonucunda, tamoksifen etken maddesinin elektrostatik ve DNA
oluklarma baglanma etkilesimi gosterdigi yoniinde sonug elde edilmistir. Spektroskopik
analiz sonugclari incelendiginde tamoksifen etken maddesinin baskin olarak kii¢iik oluklara
baglanma egilimi gosterdigi sonucuna ulasilmistir. UV absorpsiyonu, spektrofluorimetri ve
voltammetrik Ol¢iimlerden elde edilen baglanma sabitlerinin degerleri birbirine yakin
oldugundan. Elde edilen sonug¢lar mevcut yontemin dogrulugunu gostermistir.

Moghaddam, Beitollahi ve Dehghannoudehd (2017), meme kanserinin 6nlenmesi ve
tedavisinde yaygin olarak kullanilmakta olan; oral, steroid olmayan bir antidstrojen ilag
olan TAM‘m DNA ile etkilesimini DPV yontemiyle elektrokimyasal olarak incelenmistir.
Tamoksifen’i belirlemek icin grafen pasta elektrodu (GPE), somon-sperm ¢ift sarmalli
DNA (ds-DNA) ile modifiye edilmistir. DNA modifiye karbon pasta elektrot ile

gerceklestirilen tamoksifen etken maddesi kalibrasyon analizinde 8.0x1077 ve 8.5x107
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araliginda lineerlik elde edilmisti. DNA modifiye karbon pastasi elektrot ayrica
tamoksifen tabletinde, serum ve idrarda uygulanmastir.

Literatiirdeki sonuclar ve tez kapsaminda gerceklestirilen arastirmalar neticesinde
guanin oksidasyon sinyalindeki artisin hem elektrokimyasal hem de interkalatif yonde
DNA ile etkilestigi sonucuna varilmigtir. TAM'i sudaki ¢oziiniirliigiiniin az olmasi ve
seciciliginin de diisiik olmasi uzun siireli kullanimlarda hastalarin ¢esitli kanserlere
yakalanma riskini arttirdigi caligmalar mevcut oldugundan (How ve digerleri, 2013;
Lazzeroni ve digerleri, 2012) ve ilaca karsi direng risklerinin mevcut olmasinan dolay1
olusan yan etkilerin (Hashem, Nasr ve Khairy, 2014) minimum diizeye indirgenmesi i¢in
doza bagli hasta basi analizlerde kullanilacak bir DNA biyosensér meme kanseri

tedavisinde TAM"in uygulandig1 hastalarda ciddi 6nem arzetmektedir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanmilan Cihaz ve Gerecler

Elektrokimysal Ol¢timler i¢in; Kalem Grafit Elektrot (PGE) ve Perde baskili karbon
elektrot (SPE), Cok duvarli karbon nanotiip modifiye karbon elektrot (MWCNT/PGE)
(Calisma elektrodu); Rotring 0.5 Tombo 2B model, 0.5 mm , Dropsense. Ag/AgCl
(Referans elektrot), Platin Tel (Yardimci elektrot) 3’ lii Elektrot Sistemini iceren ve
Yazilim Programi; GPES 4.9 olan AUTOLAB tip II; Metrohm Potansiyostat
kullanilmistir. Maddelerin tartimi i¢in; Metler Toledo Classic AB-54s, Hassas Terazi; pH
Olctimleri icin Inolab WTW model pH-metre; Cozeltilerin karistirilmasi i¢in, Thermo
Shaker TS-100, Boeco model Karigtirma Hizi ve Sicaklik Ayarli Karistirici; Thermo EC

330 model Elektroforetik Jel Sistemi; ¢ozetilerin hazirlanmasi i¢in Otomatik Mikropipetler

ve Eppendorf tiipler kulanilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Asetik Asit (CH;COOH) (%99-100); Riedel-de Haen
Hidroklorik Asit (HCI) (%37); Riedel-de Haen
Sodyum Kloriir (NaCl); Sigma

Sodyum Hidroksit (NaOH); Riedel-de Haen
Dipotasyum Hidrojen Fosfat (K,HPO,); Merck
Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH,PO,); Merck
Sitrik Asit (C¢HgO7); Sigma-Aldrich

Glasiyel asetik asit (%99-100); Merck
Magnezyum kloriir (MgCl,); Sigma-Aldrich
Borik asit (H3BO3); Sigma

H;PO4 (Fosforik asit); Sigma

3.3. Sentetik DNA Dizileri

Calismada kullanilan sentetik diziler ve bu dizilere ait niikleotid siralamasi Tablo

3’de belirtilmistir. BRCA-1 dizisi tedavisinde TAM'n kullanildigi meme kanserine sebep

olan gen bolgesine ait sentetik oligoniiklotit dizisidir.
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Tablo 3
Arastirmada kullanilan sentetik oligoniikleotid dizilerinin listesi

Sentetik Oligoniikleotid Dizileri Baz Sayisi Kisaltma
5'- GATTTT CTTCCT TTTGTT C-3' 19 BRCA-1 PROB
5'- GAACAA AAG GAA GAA AATC-3' 19 BRCA-1 HEDEF
5’-TTG TCCTTCATG CCA GCG AA-3’ 20 COMT PROB
5-TTCGCTGGCATGAAGGACAA-3¥ 20 COMT HEDEF
5'-ACC TTC GGC AAA AGC TTC AAT
27 INF-B PROB
ACT CCA-3'
5'-TGG AGT ATT GAA GCT TTT GCC
27 INF-B HEDEF
GAA GGT-3'

Tablo 3'de listelenmis sentetik oligoniikleotidler, asagidaki kaynaklardan secilmistir.
COMT sentetik dizileri gen bankasi Vall08/158 Met polimorfizm (rs4680)
boliimiinden secilmistir (Lotta, 1995), (Ariksoysal, 2008).
INF-B sentetik dizileri ise HA geni, B/ Kobe/1/94 (GenBank accession no. D38646)
boliimiinden secilmistir (Schweiger, 2000).
Meme kanseri hastalik gen bolgesine ait sentetik BRCA-1 oligoniikleotidleri gen
bankasinin E908X WT breast cancer 1 boliimiinden se¢ilmistir (Tong ve digerleri, 1999).

3.4. Kullamilan Cozeltiler ve Hazirlamislan

Tez kapsaminda gerceklestirilen deneylerde kullanilmak {izere hazirlanan tiim
cozeltilerde 18 Mega-ohm’luk ultra saf su kullanilmistir. Deneylerde asetat, fosfat ve
Britton—Robinson tampon ¢ozeltileri kullanilmigtir.Hazirlanan tampon ¢ozeltiler, bir
sonraki kullanima kadar steril cam siselerde, buzdolabinda +4°C’de saklanmustir.

0.05 M Fosfat tamponu ¢cozeltisinin (PBS) hazirlanisi (pH:7.40):

0.05 M fosfat tampon ¢ozeltisi litresinde 1.36 g (0.01 mol) potasyum dihidrojen
fostat (KH,PO4)ve 6.96 g (0.04 mol) dipotasyum monohidrojen fosfat (K,HPO,) icerecek
sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’1 yaklasik 7.40 olacak sekilde ayarlanip,
tizerinederisimi 0.02 M NaCl olacak sekilde 1.168 g NaCl eklenmistir.

0.5 M Asetat tamponu ¢ozeltisinin (ABS) hazirlanisi (pH:4.80):

0.5 M ABS litresinde 0.5 mol glasiyel asetik asit olacak sekilde hazirlanmistir.
Cozeltinin pH'1 4.80 degerine, 0.1 M NaOH ve/ya da 0.1 M HCI ilavesiyle pH metre ile
Olctilerek ayarlanmistir. Hazirlanan tampon c¢ozelti tuz (NaCl) derisimi 0.02 M olacak
sekilde (1.168 g) NaCl eklenmistir.
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Britton — Robinson tampon ¢dzeltisinin hazirlanisi:

2.47 gr H3BO;, 2.7mL derisik H;PO4 ve 2.3mL glasiyel CH;COOH kullanilarak

hazirlanmigtir. 1000 mL balon jojeye bir miktar distile su eklendikten sonra asit karigimi
eklenerek ¢ozelti tamamlanmistir. Elde edilen asit ¢ozeltisinin pH'in1 ayarlamak amaciyla
0.2 M NaOH cozeltisi kullanilarak istenilen pH degeri ayarlanmistir. B-R tampon ¢ozeltisi
pH:2.09-12.00 civarinda genis ¢aligma araligina sahiptir (Y1lmaz, 2016).

3.5.0ligoniikleotit, dSDNA ve ssDNA Cozeltilerinin Hazirlanmisi
Tiim oligoniikleotit stok ¢ozeltileri Mili Q distile su ile 1000 pg/mL derisiminde
olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiler kullanima kadar -20°C’de

saklanmustir.

3.6. BRCA 1 Gen Bolgesine Ait Oligniikleotid Cozeltilerinin Uygun
Hibridizasyon Kosullarinin Belirlenmesi

COMT ve INF-B sentetik oligoniikleotid dizileri, tez kapsaminda deneysel
uygulamalarin  gerceklestigi Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya
Anabilimdali 1 nolu Analitik Kimya Arastirma Laboratuvari’nda daha once optimize
edilmis ¢alismalardir.

COMT sentetik dizileri gen bankasi Vall08/158 Met polimorfizm (rs4680)
boliimiinden secilmistir (Lotta, 1995), (Ariksoysal, 2008).

INF-B sentetik dizileri ise HA geni, B/ Kobe/1/94 (GenBank accession no. D38646)
boliimiinden secilmistir (Schweiger, 2000).

Meme kanseri hastalik gen bolgesine ait sentetik BRCA-1 oligoniikleotidleri gen
bankasinin E908X WT breast cancer 1 boliimiinden secilmistir (Tong ve digerleri, 1999).
Arastirmanin gergeklestirildigi laboratuvarda optimize edilerek diger sentetik dizilerle ayni

deney sartlarinda calisilmistir.

3.6.1. Tuz Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Farkli iyonik kuvvete ve baz konformasyonuna sahip hedef ve prob dizilerinin
optimum tuz konsantrasyonuna sahip tampon igerisinde hibridizasyonunun gerceklesmesi
gerekmektedir (Subak ve Ariksoysal, 2018). Bu sebeple uygun hibridizasyon tamponunu
belirlemek amaciyla, PBS tamponunun 20-50-130-250-500-1000 mM'lik NaCl ¢ozeltileri
hazirlanarak prob ve hedef sentetik oligoniikleotidler bu ¢ozeltiler igerisinde

hibritlestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 36.'da verilmistir.
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3.6.2. Prob Hibrit Konsantrasyonlarim Belirlenmesi

Hastalik gen bolgesine ait sentetik hedef oligoniikleotidile hibritlesecek en uygun
prob sentetik oligoniikleotid derisiminin belirlenmesi amaciyla en yiiksek sinyalin
belirlendigi elektrot yiizey doygunluguna ulasilan ilk konsantrasyon olan 4ppm hedef
modifiye PGE ile etkilestirilmek iizere artan derisimlerde prob ¢ozeltileri ile hibridizasyon
saglanmistir. Bu deneyde en yiliksek guanin oksidasyon sinyalindeki farklanma
amaclanmistir. Bunun i¢in 4 ppm hedef derisimli PGE modifiye elektrotlara pasif
adsorbsiyon yoluyla 20 dk siireyle, 1-2-4-6-8-10 ppm prob c¢ozeltileri ile 20 dakika
boyunca hibridizasyon saglanmis ve Britton-Robinson pH=4.50 tamponunda guanin

oksidasyon sinyalleri degerlendirilmistir.

3.7. Deneylerde Kullanilan Yontemler

Elektrot yilizeyi tim prosediirlerden 6nce pH=4.50 ABS cozeltisi icinde aktive
edilmistir. Daha sonra c¢ozelti ortaminda etkilesimi incelemek amaciyla adsorpsiyon
teknigi  ile  elektrot  ylizeyine  sabitlenmis  ilag/dsDNA, ilag/ssDNA  ve
ilag/oligoniikleotidlerin asagida belirtilen sartlarda dlgtimii yapilmustir.

Yiizey fazindaki ilag-DNA etkilesimi, hibridizasyondan 6nce ve sonra incelenmistir.
Etkilesim sonrasi prosediir i¢in, elektrot yiizeyinde hibridizasyonu gerceklestirilmis
oligontikleotidler ilag ile etkilestirilmis ve 6l¢iim alinmistir. Etkilesim 6ncesi prosediir i¢in,
prob oligoniikleotid immoblize edilmis elektrot ylizeyi ilagla etkilesime sokulduktan sonra
hedef oligoniikleotid ile hibridizasyona tabi tutulmustur (Sekil 14.). Etkilesim sonucunu
incelemek amaciyla ayni sartlarda Ol¢iimler alinmistir. Ayrica ilacin elektrokimyasal

davranis1 CV ve DPV teknikleri ile de arastirilmistir.

Sensor onislemi

Analit ile etkilesim Tek sarmal DNA (Prob) Cift sarmal DNA
immobilizasyonu immobilizasyonu /
l 1 hibridizasyonu
Analit piki I 1 1

I DNA piki Analit ile etkilesim [

(GveA)  e— 1 DNA piki Analit ile etkilesim
e 1 DNA piki Analit piki (G ve A)
?‘)klleﬁl'm (Gyeh) L DNA piki Analit piki
ncesi I e

E_t_klleglm E_l_kI|E§II'I1 (Gve A)
Oncesi Etkilesim Sonrasi Oncesi |

Etkilesim Sonrasi

Sekil 14. DNA biyosensorleri kullanilarak bazi antikanser ilaglarin DNA ile
etkilesmelerinin elektrokimyasal tayini. (Yazar tarafindan ¢izilmistir)
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3.7.1. Guanin Sinyali i¢cin Optimum Sartlarin Belirlenmesi

Kullanilan elektrotlarin aktivasyonu, elektrot yiizeyine dsDNA, ssDNA ve
oligoniikleotidlerin immobilize edilmesi (tutturulmasi), DNA materyalinin madde ile
elektrot yiizeyinde ve/veya ¢ozelti fazinda etkilesmesinde, mevcut literatiirlerde (Erdem ve
Ozsoz, 2001a; Erdem ve Ozsoz, 2001b; Ozsoz ve digerleri, 2002) belirtilen basamaklar

izlenmisgtir.

3.7.2. Cozelti ortaminda PGE Yiizeyine Immobilize Edilen Farkh
Derisimlerdeki Oligoniikleotid, ssDNA ve dsDNA’ya Ait Guanin Yiikseltgenme
Sinyalinin Tayini

PGE aktivasyonu: Kalem grafit elektrot yiizeyi, 0.50 M ABS tamponu (pH=4.80)
icinde +1,40 V uygulanarak 30 saniye siireyle karismayan ortamda aktive edilmistir
(Subak ve Ariksoysal, 2018).

PGE yiizeyine ssDNA ve dsDNA immobilizasyonu: Yiizeyi aktive edilmis PGE,
ABS tamponu (pH=4.80) i¢inde hazirlanmis olanilac (S5uM) ve ssDNA (10ppm) ve
dsDNA(10ppm) ¢ozeltisine daldirilmistir (Subak ve Ariksoysal, 2018).

Oligoniikleotidler, SuM ilac ¢ozeltisi ile asagidaki derisimlerde etkilestirilmistir.

PROB (ppm) | HEDEF (ppm)
COMT 10 15
INF-B 7 12
BR 4 6

Karigmayan ortamda elektrot ylizeyine immobilize edilen DNA materyalleri adsorbe
olmamis materyallerin elektrot ylizeyinen uzaklastirilmasi i¢in Britton—Robinson tamponu
(pH 4.80) ile 5 sn boyunca karisan ortamda yikanmaistir.

Olciim: +0.5V ile +1.60V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV'luk puls
genliginde tarama yapilarak, Britton—Robinson tamponu (pH=4.80) ortaminda ol¢iim
gergeklestirilmistir. +1.00V  civarinda goézlenen guanin bazma ait yiikseltgenme

sinyalindeki degisim incelenmistir.

3.7.3. Yiizey Ortaminda PGE Yiizeyine Immobilize Edilen Farkh
Derisimlerdeki Oligoniikleotid, ssSDNA ve dsDNA’ya Ait Guanin Yiikseltgenme
Sinyalinin Tayini

PGE aktivasyonu: PGE yiizeyi, 0.50 M ABS tampon c¢ozeltisi i¢inde (pH=4.80)
+1.40 V uygulanarak 30 saniye siireyle karismayan ortamda aktive edildi.

PGE yiizeyine oligoniikleotid, ssSDNA ve dsDNA immobilizasyonu: Yiizeyi aktive
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edilmis PGE, ABS tamponu (pH=4.80) icinde hazirlanmig olan ilag, ssDNA ve dsDNA
cozeltisine daldirildi. Prob dizisi immobilize olan elektrotlar, etkilesim oncesi ilag
etkilesimini arastirmak amaciyla hedef dizisiyle hibritlestirilmeden 6nce; etkilesim sonrasi
etkiyi arastirmak amaciyla ise hibritlestirildikten sonra ilagla etkilesime sokulmustur.

Oligoniikleotidler, SuM ilac ¢ozeltisi ile asagidaki derisimlerde etkilestirilmistir.

PROB (ppm) | HEDEF (ppm)
COMT 10 15
INF-B 7 12
BR 4 6

Ol¢iim: ABS tamponu icerisinde hazirlanan dsDNA ve ssDNA B—Rn tamponuyla
karigan ortamda 5 sn boyunca yikandiktan sonra tekrar Britton—Robinson tamponunda,
+0.60V ile +1.50V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV'luk puls genliginde tarama

yapilarak ol¢timii alinmigtir.

3.7.4. Perde Baskih Elektrotlar (SPE) ile Cozelti ortaminda Gerceklestirilen
Calismalar

SPE aktivasyonu: SPE yiizeyi, 0.50 M ABS c¢ozeltisi i¢inde (pH=4.80) +1.80V
uygulanarak 60 saniye siireyle karismayan ortamda aktive edildi. Aktivasyon iglemi igin,
ticlii elektrot sistemini i¢eren sensor yiizeyine 70 mL ABS damlatildi. Daha sonra, karbon
elektrot yiizeyinde bir karboksil grubu tabakasi olusturmak amaciyla +1.80 potansiyel
uygulanmistir (Topkaya ve Ozkan-Ariksoysal, 2016), (Ariksoysal, 2017), (Ariksoysal,
2019).

Analiz edilmek istenen ilag-DNA ¢o6zeltisi aktive edilmis elektrot yiizeyine
immobilize edilerek +0.60 V/+1.5V potansiyel araliginda, 50 mV puls genliginde ve

16 mV/s tarama hizinda oksidasyon sinyalleri dl¢lilmiistiir.

3.8.TAM'mn Bos PGE'de Yiikseltgenme Mekanizmasinin incelenmesi

3.8.1. Standart Maddelerin Stok Cozeltisi

Bos kalem grafit elektrot ile yapilan deneylerde kullanilan tamoksifen, 46 mg
tartilarak, SmL metanol igerisinde 5SmM derisimde olacak sekilde stok c¢ozeltileri

hazirlanmistir.

3.8.2. PGE Aktivasyonu
PGE yiizeyi, 0.50 M ABS tampon ¢ozeltisi i¢ginde (pH=4.80) +1.40 V uygulanarak
30 saniye siireyle karismayan ortamda aktive edildi (Subak ve Ariksoysal, 2018).
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3.8.3. Voltametrik Yontemin Tabletlere Uygulanmasi

5 adet Tamoksifen® film tablet hassas olarak tartilmis ve bir havanda ince toz haline
getirilmistir. Bu tozdan 5SmM 'a esdeger miktarda tam tartilmis ve 15mL'lik plastik tiipte 5
mL metanol eklenerek hazirlanmistir. Ultrasonik banyoda 1 saat karistirilmistir.
Sonikasyon sonunda iistte kalan berrak ¢ozeltiden piyasadaki tabletten stok ¢ozeltiler elde
edilmistir. Stok ¢ozeltiden uygun miktarlarda alinip segilmis destek elektrolitleri (ylizeyde
ve c¢oOzelti ortaminda etkilesim icin pH=4.50 ABS) ile tiipte gerekli hacimlere

tamamlanmistir. Hazirlanan ¢6zeltilerin B-R tamponunda voltamogramlar: alinmaistir.

3.8.4. Tamoksifen I¢in Yapilan Geri Kazamim Cahsmalar

Tablet icerisindeki katki maddelerinin girisim yapip yapmadigi belirlemek
amaciyla tabletlerden geri kazanim ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Bu amagla 5 adet ticari
halde satilan Tamoksifen® tabletleri elde edilip havanda homojenize toz haline
getirilmistir. TAM etken maddesiyle onceden belirlenmis kalibrasyon araliginda belirli
konsantrasyona denk gelen toz edilmis tablet (TAM miktar1 6nceden tayin edilen)
istenilen konsantrasyona karsilik gelecek hacimde metanol i¢inde ¢oziildiikten sonra TAM
etken maddesine uygulanan islemler uygulanmistir. Hazirlanan ¢ozelti ultrasonik banyoda
bir saat boyunca bekletilmistir. Sonikasyon sonrasinda istte kalan berrak c¢ozeltiden
alinarak istenilen hacimlere seyreltilmistir. Seyreltme islemi destek elektrolit ¢cozeltisiyle
yapilmis ve etken madde ile ayni sartlarda voltametrik analizi gerceklestirilmistir.
Voltamogramlar1 kaydedilen etken madde analiz edilen tablet ¢dzeltisi ortamina bilinen
miktarlarda eklenerek, standart etken maddenin kalibrasyon grafiginden elde edilen
degerle kiyaslanarak % geri kazanim miktar belirlenmistir. Bu yontemle tablet icerisindeki

katk1 maddelerinin analiz sistemine etkisi arastirilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. TAM’1n PGE’deki Elektrokimysal Davranisi

PGE elektrotla yapilan caligmalarda Oncelikle ilgilenilen antikanser ilag olan
TAM’mn elektrokimyasal Ozellikleri aragtirilmistir. Bu amagla yiikseltgenme 06zelligi
gosterdigi belirlenen TAM’1in maksimum pik akimi verdigi destek elektrolit aragtirilmistir.
En uygun destek elektrolit ortami belirlenen TAM’1in akim tiirii doniisiimlii voltametri
teknigiyle incelenmistir. Ayrica piyasadaki etken madde iceren tabletlerden temin edilip
geri kazanim ¢aligmalart gergeklestirilmistir. Adsorbsiyon kontrollii oldugu belirlenen

TAM’m DNA materyalleriyle etkilesim yolu arastirilmistir.

A. Elektrot Yiizeyinde Etkilesim

1. Asetat tamponu icerisinde aktivasyon islemi 2. Pasif adsorpsiyon islemi ile DNA'nm immobilizasyonu
§cs . dsDNA
PGE icin; 1,4V'da 30sn
ssDNA

COMT prob immobilizasyonu
INF-B prob immobilizasyonu
BR prob immobilizasyonu

3. DNA materyaliyle ilag etkilesimi 4. Olgiim _
elektrot |
= :
Yikama
Hibridizasyon

B. Cozelti icinde Etkilesim
2. Olciim
1. Etkilesim, Hibridizasyon g

elektrot #_
@ Yikama

Sekil 15. PGE ile yapilan ¢alismalarin sematik gosterimi (Yazar tarafindan ¢izilmistir)

DNA etkilesim yolunu belirlemek amaciyla pasif adsorbsiyon yontemiyle ¢ozelti ve
elektrot yiizeyi ortaminda dsDNA, ssDNA ile incelenmistir. Aralarinda tamoksifen’in

tedavisinde kullanildigt meme kanseri gen bdlgesinin de bulundugu 3 farkli sentetik
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oligoniikleotid dizileriyle DNA etkilesim iligkisi incelenmistir. Bu etkilesim Sekil 15.’de

sematize edildigi gibi hem ¢6zelti ortaminda hem de elektrot yiizeyinde incelenmistir.

4.1.1. TAM’1n PGE’de Calisma Ortaminin Belirlenmesi

TAM’1n elektrokimyasal davranisini aragtirmak amaciyla g¢esitli tampon ¢ozeltilerle
(Fosfat Tamponu, Asetat Tamponu ve Britton-Robinson Tamponu) PGE kullanilarak DPV
voltametrik Ol¢timleri alinmig, maksimum ve en keskin pik akiminin gézlendigi pH=4.50
B-R tamponu destek elektrolit olarak secilmistir. Bundan sonraki ¢alisamalar bu ortamda
gerceklestirilmistir. PGE yiizeyinin maksimum doygunluga ulastigi konsantrasyon olan
100 uM TAM’1in pH=4.50 B-R tamponunda, farkli pH’larda elde edilen voltamogramlari

ve histogramlar1 Sekil 16.‘da verilmistir.

101
5 |
< = 8]
2 37
s s 6
& !5_
<
< i
3. -
2_
1
0 - : .

2,5 3 45 T4 8

—_—

0.550 0.800 1.050 1.300
POTANSIYEL (V)

Sekil 16. 100 uM TAM’in pH=4.50 B-R tamponunda, farkli pH’larda kaydedilen DPV
voltamogramlar1 ve elde edilen histogramlar1 (a:pH=4.50, b:3.00, c:pH=2.50, d:pH=2.00,
e:pH=7.40, f:pH=8.00). (+0.50 V/+1.6 V potansiyel araliginda, 50 mV puls genliginde ve
16 mV/s tarama hizinda)

4.1.2. Akim Tiiriiniin Belirlenmesi

Destek elektrolit ¢ozeltisi pH=4.50 B-R tamponu olarak belirlenen TAM, akim
tiirlinii belirlemek amaciyla anodik oksidasyon sonucunda pik akiminin belirgin goézlendigi
minimum konsantrasyon olan 5uM TAM etken maddesi ile incelenmistir. SuM ¢ozeltisi

hazirlanan TAM etken maddesinin 10, 20, 30, 40, 50, 60 mV/s tarama hizlarinda TAM’1n
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yiikseltgenme sinyali doniisiimlii voltametri (CV) ile incelenmistir (Sekil 17.).
0.125%x10°
0.100x10*

0.075x10°

0.050x10° '

0.025x10°

Akim (A)

-0 {]25111%?5

00 0.750 1.000 1.250 1.500 1.750

Potansiyel (V)

Sekil 17. 5 uM TAM c¢ozeltisi ile PGE kullanilarak yapilan CV o6lgiimlerinde degisen
tarama hizlarinda 6l¢iilen TAM yiikseltgenme sinyallerinin
ortalama degerlerine ait voltamogramlar (a) 10, (b) 20, (c) 30, (d) 40, (e) 50, (f) 60 mV/s.

Tarama hizi-akim degerleri kulanilarak, tarama hizinin kare kokii-akim grafigi ( v'?
—ip) ve logaritma tarama hizi-logaritma akim (logv-logi) grafigi cizilmistir (Sekil 18. ve

Sekil 19.).

y = 0,8159x - 1,5487

2= 0,98 =
2,00 e

1,00

0,00
0,00 1,00 200 300 400 500 600 700 8,00 9,00

\"A))

Sekil 18. 5uM TAM'n DPV voltamogramlarindan elde edilen pik akimi- karekok tarama
hizi (v1/2-ip) grafigi.
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Sekil 19. 5uM TAM'n voltamogramlarindan elde edilen pik akiminin logaritmasi- tarama
hizinin logaritmasi (log v-log ip) degisimi

Sekil 19.’da TAM akiminin logaritmasi-tarama hizinin logaritmasi (log v-log Ip)
grafignin egiminin 0.784 olmasi akimin adsorbsiyon kontrollii oldugunun gostergesidir.
Egimin 0.5-0.75 arasinda olmasi akimin difiizyon, 0.75-1.00 olmasi ise akimin adsorpsiyon
kontrollii oldugunu gostermektedir (Yilmaz, 2016).

Guo ve digerleri (2008), TAM etken maddesine ait (Sekil 20.) elektrokimyasal
reaksiyon mekanizmasi Onermislerdir. Buna gore adsorbsiyon kontrollii TAM, -2e¢
elektronlu geri donlistimsiiz oksidasyon prosesiyle elektrot yiizeyinde elektrokimyasal

reaksiyona girmektedir.

~CH; 2HT O

N 0\/\N/CH3
l — H; OO !
; CH;4

CH3 -2e

Sekil 20. TAM'in elektrokimyasal prosesi

4.1.3. Analitik (Calisma) Konsantrasyon Araliginin Belirlenmesi

Akim tiirii ve destek elektrot tiirli belirlenmis TAM etken maddesinin kalibrasyon
grafigi olusturulmustur. Adsorbsiyon akim tiirline sahip oldugu belirlenen ve cesitli
konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanan TAM etken maddesinin PGE elektrot ile 0.75 V
da 60s. biriktirilerek +0.6/+1.5 V potansiyel araliginda ylikseltgenme sinyalleri
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Ol¢iilmiistiir. 2.5-70 uM arasindaki konsantrasyon degerlerinde lineerlik elde edilmistir.

Sekil 21.“de AM'in artan derigimine bagh akim degerlerini belirten DPV voltamogramlari
verilmistir.
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Sekil 21. TAM"n artan derisime bagli DPV voltamogrami; (a) 2.5, (b) 5, (¢) 7.5, (d) 10, (e)
30, () 50, (g)70uM TAM (+0.75 V da 60 s biriktirme, +0.50 V/+1.6 V potansiyel
araliginda, 50 mV puls genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda)
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Sekil 22. TAM'n B-R (pH=4.50) tamponundaki pik akimi-konsantrasyon (C-ip) grafigi.

Sekil 22.'de belirtildigi gibi analitik konsantrasyon araligt 2.5-70 pM olarak

belirlenen etken maddenin konsantrasyon-akim grafiginin egimi 0.2316, korelasyon
katsayisi ise 0.9718 olarak hesaplanmaistir.
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4.1.4. TAM’1n Analitik Tayin Parametrelerinin Belirlenmesi

Sekil 21.‘de goriildiigii gibi artan derisimlerle kalibrasyon grafigi olusturulan
TAM'm analitik tayin parametreleri grafik degerlerinden elde edilen verilerle
hesaplanmistir. Buna gore ve sinyalin guanin oksidasyon sinyali bdlgesinde olmasi
degerlendirilerek, kalibrasyon grafigindeki en diisiik konsantrasyonun bir iistiindeki
konsantrasyon olan 5uM’da voltamogram alinarak akim degerlerinin standart sapmasi s,
4.46x107 olarak hesaplanmustir. Bu deger 3s/m ve 10s/m esitliklerinde yerine konularak
belirme smir1 LOD, 8.66x10° ve Kkantitatif tayin smirt1 LOQ, 2.88 x 10’'M olarak
hesaplanmistir (Tablo 4).

Tablo 4
TAM'm pH=4.50 Britton-Robinson tamponunda DPV yontemi kullanilarak elde edilen
analitik tayin parametreleri

PARAMETRELER SONUCLAR
Olciilen Potansiyel 1.000 V
Konsantrasyon Arahg 2.5x10°- 7.0x10° M
Egim 0.237

Egimin Standart Sapmasi 0.012

Kayma 3.556

Kaymanin Standart Sapmasi 0.499

Olciim Sayisi 9

Korelasyon Sayisi 0.979
Gozlenebilme Siniri, LOD (M) 1.51uM

Kantitatif Tayin Simir,, LOQ (M) 5.06 uM

Giin ici Pik Akimimnin
Tekrarlanabilirligi, % RSD

Giinler Aras1 Pik Akimun
Tekrarlanabilirligi, %oRSD

SuM igin, 2.17

5uM igin, 3.50

4.1.5. TAM’m PGE‘de flac Formundan Miktarinin Belirlenmesi ve Geri
Kazanim

Tablet icerisinde yer alan katki maddelerinin optimize edilmis biyosensor sistemine
etkisini arastirmak amaciyla piyasadaki TAM etken maddesi iceren tabletler temin
edilmistir. Bunun ic¢in bolim 3.8.1.°de anlatildig1 gibi saf etken madde c¢ozeltileri
hazirlanarak bolim 3.8.4.'de ifade edildigi sekilde geri kazanim c¢alismalar
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gerceklestirilmistir. Tablo 5'de piyasadaki tabletlerden elde edilmis geri kazanim ¢alisma

sonugclari listelenmistir.

Tablo 5

TAM tabletlerinden TAM’1n belirlenen miktar1 ve geri kazanimi
PARAMETRELER SONUCLAR
Tablette belirtilen Tamoksifen

20.00

Miktar1 (mg)
Bulunan Tamoksifen Miktar:1 (mg) 20.55
Bagil Standart Sapma, % RSD 3.99
Dogruluktan Sapma, % Bias 0.90
EklenenTamoksifen (mg) 20.00
Bulunan Tamoksifen (mg) 21.15
Geri Kazanim (%) 105.74

Analitik tayin parametreleri hesaplanmis ve PGE yiizeyi ile etkilesimi optimize
edilmis TAM etken maddesinin DNA ile etkilesim ¢esidini aydinlatmak amaciyla DNA

materyalleriyle etkilesim ¢alismalarina gegilmistir.

4.2. TAM'In DNA Materyalleriyle Etkilesim Calismalar:

DNA materyalleriyle etkilesim yolunu aydinlatmak amaciyla guanin oksidasyon
bolgesiyle ayni noktada oksidasyon sinyali veren TAM etken maddesinin ¢ozelti
ortaminda ve elektrot yiizeyinde optimizasyon c¢alismalar1 gerceklestirilmistir.

Adsorbsiyon kontrollii akim tiirii oldugu ve analitik tayin parametreleri belirlenmis
olan Tamoksifen etken maddesinin DNA ile etkilesim yOntemini belirlemek amaciyla
oncelikle dsDNA ve ssDNA ile optimizasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Optimize edilen parametreler sentetik oligoniikleotidlere de uygulanarak etkilesim

yolu aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

4.2.1. Cozelti Ortaminda Etkilesim Calismalari
Cozelti ortaminda yapilan ¢alismalarda boliim 3.1 de belirtildigi sekilde hazirlanan
ABS ¢ozeltisi icinde 10ppm dsDNA ve 10 ppm ssDNA ayr1 ayr1 eppendorf tiipleri i¢inde

coOzeltileri hazirlanmistir. Boliim 3.6.2.°de belirtildigi sekilde analizler gerceklestirilmistir.

61



Oncelikle TAM etken maddesiyle etkilesim siiresi arastirilan DNA materyalleri ayr1 ayr1
incelenmistir.

dsDNA ve ssDNA ile Yapilan Calismalar:

Sentetik oligoniikleotidlerle c¢alisilmaya baslamadan 6nce uygun derisimler ve
etkilesim siireleri ¢ozelti ortaminda optimize edilmistir.

dsDNA- TAM Etkilesim Calismalari:

Boliim 3.6.2.'de belirtildigi sekilde dsDNA, TAM etken maddesi ve karigimlarin
igeren ¢oOzeltiler ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Farkli siirelerde oda sicakliginda etkilesimeleri

icin asagida belirtilmis siirelerde bekletilmistir. Etkilesim sonunda asagidaki sonuglar elde

edilmistir.
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Sekil 23. Tamoksifen etken maddesinin dsDNA ile etkilesim siiresini goOsteren
voltamogram; (a)10ppm dsDNA, (b) 5uM TAM, (c) 20dk etkilesim, (d) 60dk etkilesim,
(e) 24 saat etkilesim sonunda elde edilen voltamogramlar (+0.50 V/+1.6 V potansiyel
araliginda, 50 mV puls genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda).

Sekil 23.‘de gbzlendigi lizere etkilesim siiresi arttikca guanin oksidayon bolgesinde
ve etken maddenin oksidasyon boélgesinde sinyal artist meydana gelmektedir. Analiz
stiresini kisa tutmak amaciyla 60dk ve 20dk etkilesim sonunda ciddi farklanma s6z konusu
olmadigindan deneysel uygulamalara 20dk etkilesim ile devam edilmesine karar
verilmistir.

Elde edilen veriler 1s18inda 10ppm dsDNA ve 5uM TAM etken maddesinin

+0.6/+1.5 V potansiyel araliginda ¢ozelti ortaminda Ol¢iilmiis etkilesim sonucu DPV
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voltamogramlart Sekil 24.°de ve histogramlar1 Sekil 25.°te belirtilmistir. Etkilesim
sonucuna gore ayrica dsDNA'daki adenin oksidasyon bolgesinin etkilenmedigi

gbzlenmistir.
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Sekil 24. Cozelti ortaminda 10ppm dsDNA ile SuM TAM etken maddesine ait etkilesim
sonucu guanin ve ila¢g oksidasyon sinyalini gosteren voltamogram; (a) 10ppm dsDNA, (b)
SuM Tamoksifen etken maddesi, (c) etkilesime ait DPV voltamogram (+0.50 V/+1.6 V
potansiyel araliginda, 50 mV puls genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda).
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Sekil 25. Cozelti ortaminda 10ppm dsDNA ile SuM TAM etken maddesine ait etkilesim

sonucu guanin ve ila¢ oksidasyon sinyalini gosteren histogram.

Cozelti ortam1 etkilesim sonucu guanin  ve ila¢ oksidasyon sinyalini
voltammogramlar1 sirasiyla dsDNA etkilesimi i¢in a: dsDNA=1.34puA, b:TAM=2.11pA,
c:Etkilesim = 2.05 pA (n=5) olarak elde edilmistir. dsDNA ile etkilisimine ait

optimizasyon ¢aligmalar1 ¢ozelti ortaminda tamamlanmis TAM etken maddesinin bu
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asamadan sonra ssDNA ile etkilesim c¢aligmalarina gegilmistir. Etkilesim sonunda guanin

oksidasyon sinyalinde %65 oraninda artis meydana gelmistir.

ssDNA-TAM Etkilesim Calismalari:
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Sekil 26. Cozelti ortaminda 10ppm ssDNA ile SuM TAM etken maddesine ait etkilesim
sonucu guanin ve ilag oksidasyon sinyalini voltamogram; (a)ssDNA, (b) Etkilesim sinyali,
(c) 5uM TAM etken maddesi (+0.50 V/+1.6 V potansiyel araliginda, 50 mV puls
genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda).

Sekil 26." de ¢ozelti ortaminda ssDNA icin etkilesim sonucu guanin ve ilag
oksidasyon sinyalleri; a:ssDNA=1.16uA, b: Etkilesim = 2.26pA, c: TAM =2.33 pA (n=5)
olarak elde edilmistir. Voltamogramlarda gozlendigi iizere dsDNA'da oldugu gibi
ssDNA'da da adenin bazinin ilagla etkilesmedigi tespit edilmistir. Ayrica dsDNA ikili
sarmaldan, ssDNA ise tek sarmaldan meydana geldiginden baz sayilar1 farklidir. Bu
durum, TAM ile etkilesimin ardindan ¢ift sarmal DNA yapisinda G-C arasindaki iiglii
hidrojen baglarinin agilmasi veya bozulmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmistir seklinde
yorumlanabilir. Bundan dolay1 beklendigi gibi tek sarmaldaki baz sayisinin ve dolayisiyla
guanin bazinin az olmasindan dolay1 guanin bazi oksidasyon sinyalinde dsDNA'ya gore

azalma ve etkilesim sinyalinde dsSDNA kadar artis gozlenmistir (Sekil 26.) ve (Sekil 27.).
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Sekil 27. Cozelti ortaminda 10 ppm ssDNA ile SuM TAM etken maddesine ait etkilesim
oncesi ve sonrasi guanin ve ilag oksidasyon sinyalini gosteren histogram.
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Sekil 28. A) 10ppm dsDNA ile 5uM TAM etken maddesine ait etkilesim voltamogramu;
(a) 10ppm dsDNA, (b) 5uM TAM, (c) etkilesim voltamogrami. B) 10ppm ssDNA ile 5pM
Tamoksifen etken maddesine ait etkilesim voltamogrami (a) 10ppm ssDNA, (b) SuM
Tamoksifen, (c) etkilesim voltamogrami (+0.50 V/+1.6 V potansiyel araliginda, 50 mV
puls genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda).

Etkilesimden sonra ¢ozelti ortaminda, dsDNA i¢in %65 ve ssDNA i¢in % 55'lik bir
guanin oksidasyonu sonucu akim artis1 gergeklesmistir (Sekil 28.). dsDNA ve ssDNA
cozelti ortaminda etken madde ile etkilesim caligmalari tamamlanan TAM etken
maddesinin bundan sonraki asamada ¢esitli sentetik oligoniikleotid dizileri ile etkilesim
tiirli arastirilmistir. Bu noktaya kadar tek sarmal DNA ile kiyaslandiginda, ¢ift sarmal
DNA ile daha yiiksek etkilesim sinyali veren meme kanseri tedavisinde kullnilan TAM ilag

etken maddesinin farkli guanin bazina sahip sentetik oligoniikleotidlerle nasil etkilestigi ve
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meme kanseri hastalik gen bolgesine ait BRCA-1 sentetik oligoniikleotidlerle etkilesimi
incelenmistir.

Oligoniikleotid Cozeltileriyle Gergceklestirilen Ila¢ Etkilesim Sonuclar

Cozelti ortaminda gerceklestirilen oligoniikleotidlerle olan etkilesim ¢alilsmalarinda
bolim 3.6.2°de belirtildigi sekilde ayn1 sartlarda hazirlanan ¢ozeltiler 1 saat
etkilestirildikten sonra 20dk boyunca pasif adsorbsiyon yoluyla kalem grafit elektrot
ylizeylerine immobilize edilmistir. Sirasiyla COMT, INF-B ve BRCA-1 sentetik
oligontikleotid dizilerine ait ¢ozelti ortamindaki etkilesim sonuglar1 sirasiyla belirtilmistir.

COMT Dizilerine Ait Cozelti Ortaminda Gerceklestirilen Ila¢ Etkilesim
Cahismalari:

Bolim 3.6.2.'de belirtilmis sartlarda COMT sentetik oligoniikleotidleriyle
(probe/hedef konsantrasyon 10/15ppm) muamele edilen TAM etken maddesi 20 dk
boyunca pasif adsorbsiyon yoluyla aktive edilmis PGE yiizeylerine immobilize edilmistir.
Immobilizasyon sonucunda +0.50 V/+1.6 V potansiyel araliginda, 50 mV puls genliginde
ve 16 mV/s tarama hizinda guanin oksidasyon sinyalleri Sekil 29. ve elde edilen

histogrami Sekil 30.'da belirtilmistir.
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Sekil 29. Cozelti ortaminda COMT sentetik dizilerine ait etkilesim sonucu guanin ve ilag
oksidasyon sinyallerini gosteren voltamogram; (a) hibrit, (b) ilacla etkilestirilmis hibrit, (c)
tek basma ilag sinyali, (d) tek basma prob, (e) ilagla etkilestirilmis prob sinyali
(+0.50 V/+1.6 V potansiyel araliginda, 50 mV puls genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda).
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Sekil 30. Cozelti ortaminda COMT sentetik dizilerine ait ilagla etkilesim sonunda guanin
oksidasyon ve ilag oksidasyon ortalama sinyallerini belirten histogram

Sekil 29.”de belirtilmis olan voltamogram sonuglart dsDNA ve ssDNA’nin gosterdigi
sonuglarla pararellik gostermektedir. Buna gore ¢ozelti ortaminda gergeklestirilen analiz
sonuglar i¢in tek sarmal prob varliginda TAM etkilesimi sonrasinda guanin oksidasyon
sinyali %13 ve hibridizasyon sonucunda %352 olarak artmistir. Bu sonuglar tek sarmal olan
COMT prob dizisi, ila¢ etken maddesiyle etkilesim sinyalinin; COMT prob dizisine
karsilik gelen hedef dizisiyle hibridizasyonu sonunda ilag ile etkilesim sinyalinden daha
diisiik oldugu gostermistir. Hibridizasyon sonucunda etkilesim sinyalinin hibridizasyon
oncesi etkilesim sinyalinden yiiksek olmasinin sebebi ¢ift sarmal oluklarini agilmasi veya
etkilesim sonucu farklanma elde edilmesine sebep olmasi yoniinde degerlendirilebilir.
Guanin oksidasyon sinyallerini gosteren histogram Sekil 30.’da belirtilmistir. Ayrica
dsDNA ve ssDNA da gozlendigi gibi adenin bazinin ilag etken maddesiyle etkilesmedigi
gozlenmistir. Farkli dizilerde ¢6zelti ortaminda incelemelere devam edilmistir.

INF-B Dizilerine Ait Cozelti Ortaminda Gerceklestirilen Ila¢ Etkilesim
Cahismalar:

Bolim 3.6.2°de belirtildigi gibi aynm1 sartlarda hazirlanan ¢ozeltiler 1 saat
etkilestirildikten sonra 20dk boyunca pasif adsorbsiyon yoluyla PGE yiizeylerine
immobilize edilmistir. immobilizasyon sonucunda +0.50 V/+1.6 V potansiyel araliginda,
50 mV puls genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda guanin oksidasyon sinyalleri Sekil 31.

ve elde edilen histogrami Sekil 32.'de belirtilmistir.
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Sekil 31. Cozelti ortaminda INF-B sentetik dizilerine ait ilagla etkilesim sonuglarini
gosteren voltamogram; (a) hibrit, (b) tek basina ilag sinyali, (c) tek basina prob, (d) ilacla
etkilestirilmis hibrit, (e) ilagla etkilestirilmis prob sinyali (+0.50 V/+1.6 V potansiyel
araliginda, 50 mV puls genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda).
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Sekil 32. INF-B sentetik dizilerine ait etkilesim guanin oksidasyon sinyallerini gosteren
histogram

Sekil 31. ve Sekil 32. da belirtildigi gibi ¢ozelti ortaminda INF-B dizileri, COMT
dizileriyle benzer sonuglar vermistir. Bu sonuca gore prob varlifinda TAM etkilesimi
sonrasinda guanin oksidasyon sinyali %14 ve hibridizasyon sonucunda guanin oksidasyon

sinyali %65 olarak artmistir. Bu sonuca gore benzer sekilde TAM ¢ift sarmal oluklarma
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girerek ve/veya sarmal ile etkileserek hibrit yapisin1 bozmustur; ayrica daha fazla guanin
baziyla etkilesime girmis ve etkilesim sonucunda daha yiiksek sinyal farklanmasina sebep
olmustur. Hibridizasyondan sonra guanin oksidasyon sinyalinde bir artig gdzlenmektedir.
Bu durum, TAM ile etkilesimin ardindan ¢ift sarmal DNA yapisinda G-C arasindaki tiglii
hidrojen baglarinin agilmasit veya bozulmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmistir seklinde
yorumlanabilir. TAM'in ayrica prob DNA'daki guanin ile de etkilesime girdigi yine elde
edilen bulgulardan goriilmektedir. Hibridizasyondan sonra olan etkilesim, hibridizasyon
oncesiyle kiyaslandiginda daha fazladir. Bu nedenle, hibritlesen yapidaki G-C kisimlarinin,
TAM ile hibrid DNA arasindaki etkilesimden sonra acgilmasi veya bozulmasi muhtemeldir.
Ayrica TAM ve cift zincirli DNA arasindaki etkilesim, TAM''n G-C iclii baglarina
interkalasyonu olarak da degerlendirilebilir. Elde edilen bu bulgularla birlikte ayrica
hastalik tedavisinde kullanilan ilacin (TAM) bu hastaligin gen bdlgesine ait sentetik
oligoniikleotidleriyle (BRCA-1) ¢alisilmistir.

BRCA-1 Dizilerine Ait Cozelti Ortaminda Gergeklestirilen Ila¢ Etkilesim
Cahismalar:

COMT ve INF-B sentetik oligoniikleotid dizileri deneylerin gergeklestirildigi
laboratuvarda daha 6nceden optimize edilmis ¢alismalar oldugundan ve BRCA-1 sentetik
dizisiyle ilk defa calisgilacak oldugundan, BRCA-1 sentetik dizilerinin Oncelikle
optimizasyon ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir.

BRCA-1 Sentetik Dizilerin Optimizasyonu:

BRCA-1 prob dizisi konsantrasyon calismasi: Cesitli prob konsantrasyonlarinda
(2-10 ppm) PGE elektrot kullanilarak +1.00 V’da o6l¢iilen guanin ylikseltgenme
sinyallerine ait ¢izgi grafigi ve elde edilen histogram Sekil 33. ve 34.'de belirtilmistir. Buna
gore DPV yontemiyle; 0.5-1.60 V potansiyel arasinda tarama yapilarak elde edilen guanin
sinyallerinde; beklendigi gibi kademeli olarak artis sonrasinda PGE yiizey doygunluguna
ulastigindan sinyal artisinda ¢ok biiyiik farklanma gézlenmemistir. Bundan dolay1 sentetik
prob DNA derisim degeri elektrot ylizey doygunluguna ulagilan minimum deger olan 4

ppm olarak belirlenmistir.
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Sekil 33. BRCA-1 prob konsantrasyonu ¢alismasini gosteren ¢izgi grafigi
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Sekil 34. BRCA-1 prob konsantrasyonu ¢aligsmasini gosterir histogram

BRCA-1 prob dizisine karsik gelen hedef dizisisine ait konsantrasyon ¢alismasi:
Optimum derisimi 4 ppm olarak belirlenmis sentetik prob DNA dizisine karsilik gelen
hibridizasyon i¢in en uygun hedef konsantrasyonu aragtirilimistir. Bunun i¢in Sekil 35.°
deki ¢izgi grafiginde belirtilen (2,4,6,8,10 ppm) konsantrasyonlarindaki hedef, 4 ppm prob

konsansantrasyonuyla sirasiyla hibritlestirilmistir.
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Sekil 35. BRCA-1 hedef konsantrasyonu ¢aligmasini gosterir ¢izgi grafigi

Sekil 35.” de cizgi grafigi belirtilmis hedef dizisiyle prob dizisinin hibridizasyon
sonucunda guanin oksidasyon sinyalinin akim degerleri belirtilmistir. Bu grafige gore 0
ppm degeri tek basina prob dizisinin guanin oksidasyonu neticesinde elde edilen akim
degerini gostermektedir. Cesitli hedef konsantrasyonlariyla (1,2,4,6,8,10 ppm) hedef
dizilerinin grafigi incelendiginde maksimum guanin oksidasyon sinyali akim degisiminin
gbzlendigi minimum hedef dizisi konsantrasyon degeri olan 6 ppm olarak se¢ilmistir. Sekil
36.’de hibridizasyon sonrasi guanin oksidasyon sinyalinin akim degerleri histogram

halinde belirtilmistir.

3,50
3,00
2,50

2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

prob lppm 2ppm 4ppm 6ppm 8ppm 10ppm

Akim (HA)

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 36. BRCA-1 hedef konsantrasyonu ¢aligmasini gosterir histogram
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BRCA-1 hibridizasyonu icin tampon c¢ozeltinin tuz Kkonsantrasyonunu
belirleme: Hibridizasyon igin en uygun sicaklik DNA dizisinin erime sicakligimn 25°C alti
olarak gosterilmektedir. Iyonik kuvvet artistyla hibridizasyon orani dogru orantilidir; bu
nedenle her oligoniikleotid dizisinin farkli baz konformasyonlar1 oldugundan tuz
konsantrasyonun optimize edilmesi gerekmektedir. Tampon c¢ozeltilerle saglanan
fizyolojik pH hibridizasyon i¢in idealdir (Aydinlik, Ozkan-Ariksoysal, Kara, Sayiner ve
Ozsoz, 2011; Bej, 1996, Hashimoto ve ark., 1994).

2,50
2,00

1,50

AKIM (pA)

0,50

0,00

PROB  HIBRIT | PROB  HIBRIT [ PROB  HIBRIT | PROB  HIBRIT | PROB  HIBRIT | PROB  HIBRIT
20mM 50mM 130mM 250mM 500mM 1000mM
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Sekil 37. BRCA-1 hibridizasyon tamponuna ait tuz konsantrasyonu ¢alismasi

Tez kapsaminda inceledigimiz meme kanseri tedavisinde kullanilan TAM etken
maddesi, hastalik gen bolgesine ait BRCA-1 sentetik oligoniikleotid dizisinin
hibridizasyon tamponunun tuz konsantrasyonu, en fazla guanin oksidasyon sinyalinin akim
degisiminin tespit edildigi 1000mM olarak belirlenmistir (Sekil 37.).

Hibridizasyon i¢in uygun prob/hedef konsantrasyonu secildikten ve hibridizasyon
tamponunun tuz konsantrasyonu optimize edildikten sonra biyosensor sisteminin
giivenilirligi arastirilmistir. Bunun i¢in prob dizi {izerine hedef dizisi ve hedef dizi {izerine
prob dizisi hibritlestirilerek guanin oksidasyonuna ait akim degerlerindeki degisimi
incelenmistir. Target dizisinde 2 guanin bazi, prob dizisinde 1 guanin bazi oldugundan;
target tlizerine hibridizasyon gergeklestirildiginde hibridizasyon sonunda guanin
oksidasyon sinyallerine ait akim degerlerinde bir diisiis beklenmistir. Ayn1 sekilde prob

dizisi lizerine target dizisi hibritlestirildiginde guanin oksidasyon sinyallerine ait akim
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degerlerinde prob sekansi 1 adenin bazina ve hedef sekans 12 adenin bazina sahip

oldugundan yilikselme beklenmistir. Ayrica hibridizasyonun dogrulanmas:i adenin

oksidasyon sinyalleri kullanilarak kontrol edildi ¢iinkii 1 adenin bazi ihtiva eden sondadan
elde edilen sinyal, beklendigi gibi 12 adenin bazi ihtiva eden hedefin hibridizasyonundan
sonra bir artis gosterdi. Ornegin, Sekil 38.'e gore, adenin cevabi arttiginda, elektrotun
yiizeyinde hibridizasyon meydana gelmistir. Bu nedenle, hem probun hem de hibrit
sinyallerin guanin oksidasyonu veya prob ve hibrit sinyallerin adenin oksidasyonu
sonuglar1 arasindaki farklar BRCA-1 oligoniikleotitlerin hibridizasyonunu kanitlamaktadir.

Sirastyla Sekil 38.’deki voltamogramlarda beklendigi gibi sinyal artis1 ve Sekil

39.’deki hedef dizisiden prob dizisine olan hibridizasyon sonucu sinyal azalmas1 meydana
gelmis Sekil 40. histogramda belirtilmistir.
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Sekil 38. Prob dizisi lizerine hedef diziyle gergeklestirilen hibridizasyon sonucunu gosterir
voltamogramlar; (a) tek basina prob sinyali, (b) hibridizasyon sinyali.
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Sekil 39. Hedef dizisi tizerine prob diziyle gergeklestirilen hibridizasyon sonucunu gosterir
voltamogramlar; (a) tek basina hedef sinyali, (b) hibridizasyon sinyali.
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Sekil 40. Prob dizisi iizerine hedef diziyle gergeklestirilen hibridizasyon ve hedef dizisi
lizerine prob dizisiyle gerceklestirilen hibridizasyon sinyallerini belirten histogram
sonuglari; (a) tek basina prob sinyali, (b) hibridizasyon sinyali.

Uygun optimizasyon parametreleri belirlenen BRCA-1 sentetik oligoniiklerinin ilag
etken maddesiyle etkilesimini arastirmak i¢in hibridizasyon yontemi, target iizerine prob
olarak sec¢ilmistir. Bundan oOnceki oligoniikleotidlerle yapilan ¢alismalarda da

hibridizasyon sonunda guanin oksidayon sinyal azalmasi tercih edilmistir. Sinyal
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azalmasinin oldugu hibridizasyon sonuglarinda ilagla etkilesim sonunda hibridizasyon da
engelleneceginden sinyal artis1 kolaylikla gézlenmektedir. Hibridizasyon engellendiginde
ikili sarmal yapis1 agilacagindan guanin bazlarmin oksidasyon sinyallerinde artis
gerceklesecektir.

Sekil 41. belirtilmis olan voltamogramlarda gozlendigi lizere, beklendigi gibi hibritle
etkilestirilmis guanin sinyali artis1 hedefle etkilestirilmis guanin sinyali artisindan fazladir.
Sekil 42.’de etkilesim sinyallerini gosteren guanin oksidayonuna ait ortalama degerlerle

elde edilmis histogramlar belirtilmistir.
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Sekil 41. Cozelti ortaminda BRCA-1 sentetik dizilerine ait ait SuM ila¢ etken maddesiyle
etkilesim sonuclarini gosteren voltamogram; (a) hibrit, (b)tek basina hedef, (c)tek basina

ilag etken maddesi, (d) ilagla etkilestirilmis hibrit, (e) ilagla etkilestirilmis hedef sinyali.
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Sekil 42. Cozelti ortaminda BRCA-1 sentetik dizilerine ait SuM ila¢ etken maddesiyle
etkilesim sonucunda guanin oksidasyon ve ilag oksidasyon sinyallerinin ortalamalarini
belirtir histogram.

Sekil 42.'de acikga gozlenen ¢ozelti ortaminda TAM ile etkilesim sonrasi guanin
oksidasyon sinyali BRCA-1 probu i¢in yaklasik (n=5)% 65 artmistir. BRCA-1 hibridinin
guanin oksidasyon sinyali ise yaklasik olarak (n = 5)% 40 artmistir. Elde edilen bulgular
dogrultusunda hibridizasyondan sonra guanin oksidasyon sinyalinde bir artis
gozlenmektedir. Bu durum, TAM ile etkilesimin ardindan ¢ift sarmal DNA yapisinda G-C
arasindaki ti¢lii hidrojen baglarinin acilmasi veya bozulmasmin bir sonucu olarak ortaya
cikmistir seklinde yorumlanabilir. TAM'in ayrica prob DNA'daki guanin ile de etkilesime
girdigi yine elde edilen bulgulardan goriilmektedir. Baska bir deyisle, tiim deneylerin
sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde, TAM ve guanin bazinin etkilesimi agikca
gozlenmektedir. Fakat hibridizasyondan sonra olan etkilesim, hibridizasyon Oncesiyle
kiyaslandiginda daha fazladir. Bu nedenle, hibritlesen yapidaki G-C kisimlarinin, TAM ile
hibrid DNA arasindaki etkilesimden sonra agilmasi veya bozulmasi muhtemeldir. Ayrica
TAM ve c¢ift zincirli DNA arasindaki etkilesim, TAM'i G-C {g¢lii baglarina interkalasyonu
olarak da degerlendirilebilir. Cozelti ortaminda etkilesim arastirmasi yapilan TAM etken
maddesi ile DNA materyallerinin etkilesim yolunu daha ayrintili arasgtirmak amaciyla
elektrot yiizeyinde etkilesim ortami arastirilmistir. Boylece daha spesifik sonuglarin elde

edilmesi amaglanmustir.
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4.2.2. Yiizey Ortaminda Ila¢-DNA Etkilesim Cahsmalar

Cozelti ortaminda DNA materyalleriyle gerceklestirilen ¢aligmalardan sonra ylizey
ortamindaki ¢alismalar boliim 3.6.3.’de belirtildigi sekilde pasif adsorbsiyon yontemiyle
DNA materyallerinin ve ilag etken maddesinin elektrot ylizeyine immobilize edilmesiyle
geceklestirilmistir.

dsDNA ve ssDNA ile yapilan cahsmalar: Sentetik oligoniikleotidlerle olan
caligmalara gecilmeden 6nce dsDNA ve ssDNA ile ¢alismalar gerceklestirilmistir. Bolim
3.6.3’te belirtildigi sekilde aktive edilen elektrot ylizeyine ssDNA ve dsDNA pasif
adsorbsiyon yoluyla immobilize edilmistir. DNA immobilize edilen elektrotlar 1 saat
boyunca (¢6zelti ortamindaki etkilesim siiresi kadar) ila¢ etken maddesiyle etkilestrilmistir.

dsDNA ile yapilan calismalar: dsDNA ile ylizey ortaminda yapilan ¢alismalarda,
¢Ozelti ortaminda oldugu gibi ayn1 miktarda 10ppm dsDNA ve 5uM ila¢ etken maddesi
kullanilmistir. 20dk boyunca immobilize edilen dsDNA, 1 saat siireyle ilag etken
maddesiyle etkilestirilmistir. Bu etkilesim sonunda asagida dsDNA i¢in agagida (Sekil 43.
ve Sekil 44.) voltamogram ve histogram elde edilmistir.( +0.50 V/+1.6 V potansiyel

araliginda, 50 mV puls genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda)
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Potansiyel (V)
Sekil 43. Elektrot yiizeyinde 10ppm dsDNA ile SuM Tamoksifen etken maddesine ait
etkilesim sinyalini gosteren voltamogram; (a) SuM Tamoksifen etken maddesi, (b) 10ppm
dsDNA, (c) etkilesime ait voltamogram.

Sekil 43.'deki voltamograma gére dsDNA=1.90uA, TAM=2.72uA, Etkilesim=3.18
LA (n=5) olarak elde edilmistir. Ayrica yiizeyde etkilesim ortaminda (¢6zelti ortaminda
oldugu gibi) adenin bazlarmin TAM etken maddesiyle etkilesmedigi goézlenmistir. Bu
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sebeple guanin oksidasyon sinyalleri iizerinden sonuglarin yorumlanmasina devam

edilmistir.
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Sekil 44. Elektrot ylizeyinde 10 ppm dsDNA ile SuM Tamoksifen etken maddesine ait
etkilesim sonrasi guanin oksidasyon sinyalini gosteren histogram.

Sekil 44.'da ki histogramlar degerlendirildiginde etkilesim sonrast dsDNA guanin
oksidasyon akiminin %60 oraninda arttig1 belirlenmistir. Cozelti otaminda elde edilen
verilere pararel olarak, TAM c¢ift sarmal oluklarina girerek ve/veya sarmal ile etkileserek
hibrit yapisin1 bozmustur; ayrica daha fazla guanin baziyla etkilesime girmis ve etkilesim
sonucunda daha yliksek sinyal farklanmasina sebep olmustur.

ssDNA ile Yapilan Calismalar:

ssDNA ile yiizey ortaminda yapilan ¢alismalarda, ¢ozelti ortaminda oldugu gibi ayni
miktarda 10ppm ssDNA ve 5uM ila¢ etken maddesi kullanilmistir. 20dk boyunca
immobilize edilen dsDNA, 1 saat siireyle ilag etken maddesiyle etkilestirilmistir. Bu
etkilesim sonunda asagida dsDNA i¢in asagida (Sekil 45. ve Sekil 46.) voltamogram ve
histogram elde edilmistir (+0.50 V/+1.6 V potansiyel araliginda, 50 mV puls genliginde ve

16 mV/s tarama hizinda).
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Sekil 45. Elektrot yilizeyinde 10ppm ssDNA ile SuM Tamoksifen etken maddesine ait
etkilesim sinyalini gdsteren voltamogram; (a) 10ppm ssDNA, (b) SuM Tamoksifen etken
maddesi, (c) etkilesime ait voltamogram.
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Sekil 46. Elektrot yiizeyinde 10 ppm ssDNA ile 5SuM Tamoksifen etken maddesine ait
etkilesim sonrasi guanin oksidasyon sinyalini gosteren histogram.

Sekil 45.'teki voltamograma gore yiizeyde etkilesim ortaminda (¢Ozelti ortaminda
oldugu gibi) adenin bazlariin TAM etken maddesiyle etkilesmedigi gézlenmistir. Sekil
46.'deki histogram degerlendirildiginde; ssDNA=2.80uA, TAM=3.40uA,
Etkilesim=3.74pA (n=5) olarak elde edilmistir. Etkilesim sonucuna gore %74 oraninda
guanin  oksidasyon sinyalinde artis meydana gelmistir. Etkilesim sonuglari
degerlendirildiginde baz dizilimi acik halde bulunan ssDNA'nin kolaylikla TAM ile
etkilestii sonucuna varilmistir. Etkilesim yolunu ¢6ziimlemek adina oligoniikleotid
dizileriyle incelemelere devam edilmistir. Oligoniikleotidler hibridizasyon 6ncesi tek

sarmal yapisiyla ve hibridizasyon sonasinda ¢ift sarmal yapi olusturduklarindan ilag ile
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etkilesim sonucunda elde edilecek sinyal sonuglart TAM etkilesim yolu hakkinda daha net
bilgi elde edilecektir.

Oligoniikleotid Cozeltileriyle Gerceklestirilen Ila¢ Etkilesim Sonuclari:

Cozelti ortaminda gergeklestirilen oligoniikleotidlerle olan etkilesim calismalarin
tamamlandiktan sonra yiizeyde etkilesim calismalart i¢in boliim 3.6.3’de belirtildigi
sekilde aymi sartlarda hazirlanan ¢ozeltilerle 6nce hedef immobilizasyonu, sonrasinda
elektrot ylizeyinde karsilik gelen prob ile hibridizasyonu sonucunda 1 saat ilag etken
maddesiyle muamele edilmistir. Sirasiyla COMT, INF-B ve BRCA-1 sentetik
oligoniikleotid dizilerine ait elektrot yiizeyindeki etkilesim sonuclari sirasiyla belirtilmistir.

COMT Sentetik Oligoniikleotid Dizileriyle Elektrot Yiizeyinde ila¢ Etkilesim
Calismalar:

1 saat boyunca ila¢ etken maddesiyle muamele edilmis olan elektrotlarin,
+0.50 V/+1.6 V potansiyel araliginda, 50 mV puls genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda
guanin oksidasyon sinyalleri degerlendirilmistir. Olgiim sonucu Sekil 47. voltamogram ve

Sekil 48. histogramda belirtilmistir.
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Sekil 47. Elektrot yilizeyinde COMT sentetik dizilerine ait elektrot yiizeyinde etkilesim
sonuclarint  gdsteren voltamogram; (a) etkenle etkilestirilmis hedef, (b) etkenle
etkilestirilmis hibrit, (c)tek basina hedef, (d) tek basina ilag etken maddesi, (e) tek basina
hibrit.

Sekil 47. voltamogram ve ortalama degerlerin belirtildigi Sekil 48. histogram

sonuclarina gore prob sinyali elektrot yiizeyinde etkilesim sonunda %26 oraninda guanin
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oksidayon sinyalinde artiy meydana gelmistir. Ayrica hibridizasyon sonrasi TAM
etkilesimi gerceklestirildiginde %38 orannda guanin oksidasyon sinyal artisi meydana

gelmistir.
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Sekil 48. Elektrot yiizeyinde COMT sentetik dizilerine ait elektrot yiizeyinde etkilesim
sonuglarini gosteren histogram.

Bu sonuca gore benzer sekilde TAM cift sarmal oluklarina girerek ve/veya sarmal ile
etkileserek hibrit yapisin1 bozmustur. TAM ile etkilesim sonucu elde edilen prob sinyali ve
TAM ile etkiilesmishibrit sinyali karsilastiginda hibrit sinyalinin etkilesim sonunda daha
yiikksek sinyal farklanmasi gosterdigi elde edilmistir. Bu durum, TAM ile etkilesimin
ardindan ¢ift sarmal DNA yapisinin acilmast veya bozulmasiyla agiklanabilir.
Hibridizasyondan sonra olan etkilesim, hibridizasyon oncesiyle kiyaslandiginda daha
fazladir. Bu nedenle, hibritlesen yapidaki G-C kisimlarinin, TAM ile hibrid DNA
arasindaki etkilesimden sonra acgilmasi veya bozulmasit muhtemeldir.

INF-B Sentetik Oligoniikleotid Dizileriyle Elektrot Yiizeyinde Etkilesim
Calismalar:

COMT sentetik oligoniikleotidleriyle analiz tamamlandiktan sonra ¢dzelti ortaminda
oldugu gibi sirastyla INF-B ve COMT sentetik oligoniikleotidlerle de ¢alisilmistir. Buna
gore muamele sonrasinda INF-B oligoniikleotidlerinin elektrotlarin +0.50 V/+1.6 V
potansiyel araliginda, 50 mV puls genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda guanin
oksidasyon sinyalleri 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar Sekil 49. voltamogram ve Sekil 50.

ortalama analiz degerleri histogramda belirtilmistir.
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Sekil 49. Elektrot yiizeyinde INF-B sentetik dizilerine ait elektrot yiizeyinde etkilesim
sonuclarint gosteren voltamogram; (a)tek basina hibrit, (b)etkenle etkilestirilmis hibrit,
(c)tek basina ilag etken maddesi, (d)tek basina hedef, (e)etkenle etkilestirilmis hedef.

Sekil 49. 'de belirtilmis elde edilen voltamogram sonuglarina goére prob guanin
oksidasyon sinyalinde elektrot yiizeyinde etkilesim sonunda %25 oraninda artis meydana
gelmistir. Ayrica hibridizasyon sonrast TAM etkilesimi gerceklestirildiginde %43 orannda
guanin oksidasyon sinyal artis1 meydana gelmistir. Sekil 50. ortalama degerlerin belirtilmis
oldugu histogramda da gozlenecegi lizere elektrot yiizeyinde etkilesim sonuglar1 dncesi

¢ozelti ortaminda ilag-DNA etkilesim sonuglariyla yakin sonuglar vermistir.
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Sekil 50. Elektrot yiizeyinde INF-B sentetik dizilerine ait elektrot yiizeyinde etkilesim
sonucunda elde edilen ortalama guanin ve ilag oksidasyon sinyallerini belirtir histogram.

Elde edilen sonuglar yorumlandiginda tek sarmal durumda bulunan prob, etkilesim
sonunda ¢ift sarmal halde bulunan hibrit oligoniikleotidlerle daha yiiksek sinyal artisi

meydana getirmistir. Etkilesim sinyalindeki farkliligin sebebi, ilagla etkilesim sonunda
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hibridizasyon da engellediginden sinyal artis1 olustugu yoniindedir. Hibridizasyon
engellendiginde ikili sarmal yapisi agik kalacagindan guanin bazlarinin oksidasyon
sinyallerinde artis gerceklesmistir.

BRCA-1 Sentetik Oligoniikleotid Dizileriyle Elektrot Yiizeyinde Ila¢ Etkilesim
Cahismalari:

INF-B sentetik oligoniikleotidleriyle analiz tamamlandiktan sonra ¢dzelti ortaminda
oldugu gibi sirastyla BRCA-1 sentetik oligoniikleotidleriyle ilagc-DNA etkilesimi elektrot
yiizeyinde incelenmistir.  BRCA-1 oligoniikleotidlerinin +0.50 V/+1.6 V  potansiyel
araliginda, 50 mV puls genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda guanin oksidasyon sinyalleri
Olciilmiistiir. Elde edilen sonuclar Sekil 51. voltamogram ve Sekil 52. histogramda
belirtilmistir. Ayrica BRCA-1 oligoniiklerinin prob ve hedef sentetik dizilerindeki guanin
farkinin azhigindan dolayr adenin bazlar1 ile de Sekil 52. histogram yardimiyla

degerlendirilmistir.
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Sekil 51. Elektrot yiizeyinde BRCA-1 sentetik dizilerine ait elektrot yiizeyinde etkilesim
sonuglarmi gosteren voltamogram; (a)tek basina hibrit, (b)tek basina hedef, (c)etkenle
etkilestirilmis hedef, (d)etkenle etkilestirilmis hibrit, (e)tek basina ilag etken maddesi.

Sekil 51. elde edilen voltamogramlar ve tekrarli analizler sonucunda elde edilen
ortalama degerler histogram olarak Sekil 52.'de belirtilmistir. Buna gore prob guanin
oksidasyon sinyalinde elektrot yiizeyinde etkilesim sonunda %30 oraninda artis meydana
gelmistir. Ayrica hibridizasyon sonrast TAM etkilesimi gerceklestirildiginde %37 orannda
guanin oksidasyon sinyal artisi meydana gelmistir. Prob ve hedef dizi guanin baz

sayllarmin yakin olmasindan dolayr beklendigi gibi etkilesim sonrasinda guanin
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oksidasyon sinyalleri artis1 arasinda da oOnemli bir fark gozlenmemistir. Ayrica
hibridizasyon isleminin gergeklesip gergeklesmedigini kontrol etmek amaciyla adenin bazi

iizerinden degerlendirme yapilmistir. (Sekil 53.).
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Sekil 52. Elektrot yiizeyinde BRCA-1 sentetik dizilerine ait elektrot yiizeyinde etkilesim
sonuglarini gésteren guanin oksidasyon sinyaline ait histogram.
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Sekil 53. Elektrot yiizeyinde BRCA-1 sentetik dizilerine ait elektrot yiizeyinde etkilesim
sonuclarin1 gosteren adenin oksidasyon sinyaline ait histogram.

Sekil 53. Elektrot yiizeyinde etkilesim sonucunda elde edilen ortalama guanin
oksidasyon sinyallerine ait histogramlar degerlendirildiginde adenin bazlarmin diger
oligontikleotidlerde oldugu gibi TAM ile etkilesmedigi gozlenmistir. Ayrica BRCA-1
oligoniikleotidlerinin prob ve hedef dizilerinin hibritlestigi gdzlenmistir.

Bu baglamda, Sekil 51. voltamogramlar incelendiginde, TAM ile etkilesmis hibrit
guanin oksidasyon sinyalindeki artis, beklendigi gibi TAM ile etkilesimli prob guanin
oksidasyon sinyalindeki artistan daha biiyiiktiir. BRCA-1 ile elde edilen sonuglarin, diger
sentetik oligoniikleotidlerle elde edilen sonuglarla tutarli oldugu tespit edilmistir. Sonug

olarak, guanin bazlarinin oksidasyon sinyallerinde artis ger¢eklesmistir.
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4.3. Perde Baskih Elektrotlar (SPE) ile Yapilan Calismalar

Optimize edilmis ve kalem grafit elektrotlarla analizleri tamamlanmis
oligoniikleotidler, deney asamalarinin pratik olmasi dolayisiyle ¢ozelti ortaminda
gerceklestirilen deneyler SPE ile tekrar edilmistir. Ayrica MWCNT/SPE ile sonuglar
kiyaslanmistir. Asagida iki ayr1 boliimde SPE (4.2.1.) ve MWCNT/SPE (4.2.2.) elektrotlar

ile elde edilmis sonuglar ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

4.3.1. Perde Baskili Karbon Elektrotlar (SPE) ile Yapilan Calismalar

COMT Sentetik Dizileriyle Yapilan Caliymalar:

COMT oligoniikleotidlerinin +0.60 V/+1.5V potansiyel araliginda, 50 mV puls
genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda guanin oksidasyon sinyalleri Ol¢iilmiistiir. Elde

edilen sonuglar Sekil 54. voltamogram ve Sekil 55. histogramda belirtilmistir.
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Sekil 54. COMT sentetik dizilerine ait SPE elektrot ile ¢ozelti ortaminda hibridizasyon ve
ilagla etkilesim sonuglarini gosteren DPV voltamogram; (a) tek basina etken madde, (b)
tek basina hibrit, (c)etkenle etkilestirilmis hedef, (d)tek basina hedef, (e) ila¢ etken
maddesiyle etkilestirilmis hibrit sinyali (+0.60 V/+1.5 V potansiyel araliginda, 50 mV puls
genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda).

85



3,50
3,00
2 2,50

= 2,00

€ 1,50

4

< 1,00
0,50
0,00

etken hedef hedef etken hibrit hibrit etken

Sekil 55. COMT sentetik dizilerine ait SPE elektrot ile ¢dzelti ortaminda hibridizasyonve
ilagla etkilesim sonuglarini gésteren voltamogram

Sekil 55.'de belirtilmis DPV voltamogram sinyallerinin ortalamalarindan elde edilen
histogram sonugclarina gore tek basina etken madde icin ortalama deger 0.88uA, tek basina
prob sinyali 2.57uA, TAM ile etkilesmis prob sinyali 2.03pA, tek basina hibrit sinyali
1.15pA ve TAM ile etkilesmis hibrit sinyali ise ortalama 2.43pA olarak elde edilmistir.
SPE'da PGE'da oldugu gibi benzer sonuglar elde edilmistir.

INF-B Sentetik Dizileriyle Yapilan Calismalar:

INF-B oligoniikleotidlerinin +0.60 V/+1.5V potansiyel araliginda, 50 mV puls
genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda guanin oksidasyon sinyalleri Ol¢iilmiistiir. Elde
edilen sonuglar Sekil 56. voltamogram ve elde edilen sinyallerin ortalama analiz degerleri

Sekil 57. histogramda belirtilmistir.
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Sekil 56. INF-B sentetik dizilerine ait SPE elektrot ile ¢ozelti ortaminda hibridizasyon ve
ilacla etkilesim sonuglarini gésteren voltamogram; (a)tek basina hibrit, (b)tek basina etken
madde, (c)etkenle etkilestirilmis hedef, (d)tek basina hedef, (e)ila¢ etken maddesiyle

etkilestirilmis hibrit sinyali.
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Sekil 57.'da belirtilmis elde edilen histogram sonuglarina gore tek basina etken
madde i¢in ortalama deger 0.78puA, tek basina prob sinyali 2.48uA, TAM ile etkilesmis
prob sinyali 2.42uA, tek basina hibrit sinyali 1.23uA ve TAM ile etkilesmis hibrit sinyali
ise ortalama 2.55uA olarak elde edilmistir. Voltamogramlar da gbzlendigi lizere SPE'da

PGE'lerde oldugu gibi benzer sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 57. INF-B sentetik dizilerine ait SPE elektrot ile ¢dzelti ortaminda hibridizasyon ve
ilagla etkilesim sonuglarini gosteren histogram.

BRCA-1 Sentetik Dizileriyle Yapilan Calismalar:

BRCA-1 oligoniikleotidlerinin +0.60 V/+1.5V potansiyel araliginda, 50 mV puls
genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda guanin oksidasyon sinyalleri dl¢iilmiistiir. Elde
edilen sonuglar Sekil 58. voltamogram ve ortalama degerler Sekil 59. histogramda

belirtilmistir.

0.28x10 5
0.23x10 -3

e, 0.18%10 -5

!

th

0.13x10

Ak

0.08x10 -5

0.03x10 #

0.03x10 -5
0.500 0.750 1.00C 1.250

Potansiyel (V)

Sekil 58. BRCA-1 sentetik dizilerine ait SPE elektrot ile ¢6zelti ortaminda hibridizasyon
ve ilagla etkilesim sonuglarini gdsteren voltamogram; (a)tek basina etken madde, (b)tek
basimna hedef, (c)etken ile etkilestirilmis hedef, (d)tek basma hibrit, (e)ilagc etken
maddesiyle etkilestirilmis hibrit sinyali.
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Sekil 58. 'de belirtilmis elde edilen voltamogram sonuglarina gore tek basina etken
madde i¢in ortalama deger 0.68uA, tek basina prob sinyali 0.81pA, TAM ile etkilesmis
prob sinyali 1.28uA, tek basina hibrit sinyali 1.31pA ve TAM ile etkilesmis hibrit sinyali
ise ortalama 1.52pA olarak elde edilmistir. Sekil 59. DPV voltamogramlarindan elde
edilen akim sinyallerinin ortalama sonuglarint belirten histogramlarda da gozlendigi gibi

SPE'da, PGE'da oldugu gibi benzer sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 59. BRCA-1 sentetik dizilerine ait SPE elektrot ile ¢6zelti ortaminda hibridizasyon
ve ilagla etkilesim sonuglarini gosteren histogram.

4.3.2. Cok Duvarh Karbon Nanotiip Perde Baskih Elektrotlar ( MWCNT/SPE)
Ile Yapilan Cahsmalar

Hibridizasyon i¢in uygun prob/hedef konsantrasyonu se¢ildikten ve hibridizasyon
tamponunun tuz konsantrasyonunu optimize edildikten sonra, biyosensor sistemi bolim
4.3.1'de SPE ile incelenmistir. SPE ile elde edilen sonuglar1 ayn1 zamanda MWCNT/SPE
'ler ile de kiyaslamak amaciyla sentetik oligoniikleotidler sirasiyla analizlenmistir. Elde
edilen sonuglarin ortalamalar1 histogramlarda SPE ve PGE sonuglariyla beraber verilmistir.

COMT Sentetik Dizileriyle Yapilan Caliymalar:

SPE ile incelemesinden sonra MWCNT/SPE ile sinyal farklanmasini aragtirmak
amaciyla ayni oligoniikleotiler sirasiyla incelenmistir. Bu amagla ilk olarak COMT sentetik
oligoniikleotid sonuclar1 asagida belirtilmistir. Sekil 60. COMT dizilerine ait
+0.60 V/+1.5 V potansiyel araliginda, 50 mV puls genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda
MWCNT/SPE ile elde edilen voltamogram belirtilmistir.
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Sekil 60. COMT sentetik dizilerine ait MWCNT/SPE ile ¢ozelti ortaminda hibridizasyon
ve ilacla etkilesim sonuglarini gosteren DPV voltamogram; (a) tek basia etken madde,
(b) tek basina hibrit, (c) etken ile etkilestirilmis hedef, (d) tek basina hedef, (e) ilag etken
maddesiyle etkilestirilmis hibrit sinyali (0.60 V/+1.5V potansiyel araliginda, 50 mV puls
genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda).
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Sekil 61. COMT sentetik dizilerine ait MWCNT/SPE, SPE ve PGE elektrotlar ile ¢ozelti
ortaminda hibridizasyon ve ilagla etkilesim sonuclarini gésteren histogram.

Sekil 61. SPE, MWCNT/SPE ve PGE ortalama degerlerin belirtildigi DPV
Olciimiiyle elde edilen voltamogram sinyallerinin histogram sonuglar1 degerlendirilmistir.
Buna gore MWCNT/SPE'lerin beklendigi gibi normal SPE'den (nanomalzeme i¢germeyen
elektrot) daha fazla guanin oksidasyon akimi verdigi belirlenmistir. Elde edilen sinyallerin

ortalama degerleri (n=5) soyledir; tek basina etken madde sinyali 2.51pA, tek basina prob
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sinyali 4.51pA, TAM ile etkilestirilmis prob sinyali 4.08puA, hibrit sinyali 3.33puA ve TAM
ile etkilestirilmis hibrit sinyali 5.39 pA olara elde edilmistir.

Sekil 61. elde edilen histogramda TAM ile etkilesim sonrasinda elde edilen hibrit
guanin oksidasyon sinyalinin, belirgin bir artis gosterdigi agikga goriilmektedir. Ayrica
hibrid DNA modifiye edilmis SPE ve MWCNT/SPE'ler de elde edilen guanin oksidasyon
sinyalleri incelendiginde, her iki elektrot ile TAM ile etkilesimin bir sonucu olarak guanin
sinyalinde artis meydana gelmistir. Burada MWCNT/SPE'deki artis oran1 (n = 5) %38 ve
SPE'deki artis oran1 (n = 5) % 53 olarak belirlenmistir.

Sonuglar PGE ile kiyaslandiginda benzer sekilde ¢ozelti ortaminda gergeklestirilen
analiz sonuglar1 TAM ile etkilesim sonrasinda elde edilen guanin oksidasyon sinyali
hibridizasyon sonucunda (n=5) %52 olarak artmistir. Ayrica tiim elektrotlar
incelendiginde; PGE elektrotlarin sinyal yiiksekliginin normal SPE elektrotlardan daha
yilksek oldugu sonucuna varilmigtir. Diger sentetik oligoniikleotidler i¢in analiz
sonuclarinin incelenmesine devam edilmistir.

INF-B Sentetik Dizileriyle Yapilan Calismalar:

Sekil 62. COMT dizilerine ait +0.60 V/+1.5V potansiyel araliginda, 50 mV puls
genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda MWCNT/SPE'ler ile ¢ozelti fazinda 1 saatlik
etkilesim sonrasinda elde edilen guanin oksidasyon sinyalini gosterir voltamogram

belirtilmistir.
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Sekil 62. INF-B sentetik dizilerine ait MWCNT SPE ile ¢ozelti ortaminda hibridizasyon ve
ilagla etkilesim sonuglarin1 gdsteren voltamogram; (a) tek basina etken madde, (b) tek
basina hibrit, (c) etken ile etkilestirilmis hibrit, (d)) ila¢ etken maddesiyle etkilestirilmis
hedef sinyali, (e) tek basina hedef sinyali
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Sekil 63. INF-B sentetik dizilerine ait SPE, MWCNT/SPE ve PGE eclektrotlar ile ¢ozelti
ortaminda hibridizasyon ve ilagla etkilesim sonuglarini gdsteren histogram

Sekil 62., ilag etkilesiminin MWCNT/SPE elektrotlar ile 6l¢iim sonrasinda guanin
oksidasyon sinyalinde bir artis meydana getirdigini gostermektedir. MWCNT/SPE'leri
beklendigi gibi normal SPE'den daha yiiksek guanin oksidasyon sinyali elde edilmistir.
INF-B prob/hibrit hibridizasyonundan 6nce ve sonra TAM ile etkilesim sonucu guanin
akimlar1 belirtilmistir. Elde edilen pik akimlar sirasiyla sadece TAM icin 2.75uA, prob
icin 4.38uA, TAM ile etkilesmis prob i¢in 4.46u A hibrid i¢in 2.74pA, TAM ile etkilesmis
hibrit i¢in 3.80uA olarak elde edilmistir.

Sekil 63. elde edilen histogramda TAM ile etkilesim sonrasinda elde edilen hibrit
guanin oksidasyon sinyalinin, hem SPE hemde MWCNT/SPE de belirgin bir artis
gosterdigi acikca goriilmektedir. Ayrica hibrit DNA modifiye edilmis SPE ve MWCNT
SPE'lerde elde edilen guanin oksidasyon sinyalleri incelendiginde, her iki elektrot ile TAM
ile etkilesimin bir sonucu olarak guanin sinyalinde artis meydana gelmistir. Burada
MWSPE'deki artis oran1 %28 ve SPE'deki artis orani (n = 5) %52 olarak belirlenmistir.
PGE i¢in benzer sekilde prob varliginda TAM etkilesimi sonrasinda guanin oksidasyon
sinyali %14 ve hibridizasyon sonucunda %65 olarak artmistir. Bu sonuca gore TAM cift
sarmal oluklarina girerek ve/veya sarmal ile etkileserek hibrit yapisini bozmustur; ayrica
daha fazla guanin baziyla etkilesime girmis ve etkilesim sonucunda daha yiiksek sinyal
farklanmasina sebep olmustur.

BRCA-1 Sentetik Dizileriyle Yapilan Calismalar:

Sekil 64. BRCA-1 sentetik dizilerine ait +0.60 V/+1.5V potansiyel araliginda,
50mV puls genliginde ve 16 mV/s tarama hizinda MWCNT/SPE'ler ile ¢ozelti fazinda 1
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saatlik etkilesim sonrasinda elde edilen guanin oksidasyon sinyalini gosterir voltamogram

belirtilmistir.
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Sekil 64. BRCA-1 sentetik dizilerine ait MWCNT/SPE elektrot ile ¢ozelti ortaminda
hibridizasyon ve ilagla etkilesim sonucglarin1 gosteren voltamogram; (a) tek basina etken
madde, (b) tek basina prob, (c) etken ile etkilestirilmis prob, (d) tek basina hibrit sinyali,
(e) ilag etken maddesiyle etkilestirilmis hibrit sinyali.
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Sekil 65. BRCA-1 sentetik dizilerine ait SPE, MWCNT/SPE ve PGE elektrotlar ile ¢ozelti
ortaminda hibridizasyon ve ilagla etkilesim sonuglarini gésteren histogram
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Sekil 64., MWCNT SPE ile gergeklesen TAM etkilesimin sonucunda guanin
oksidasyon sinyalinde bir artis oldugunu gostermektedir. MWCNT SPE'lerden beklendigi
gibi normal SPE'den daha yliksek guanin oksidasyon sinyali elde edilmistir. BRCA-1
prob/hibrit hibridizasyonundan 6nce ve sonra TAM ile etkilesim sonucu guanin akimlari
belirtilmistir. Elde edilen pik akimlari sirasiyla sadece TAM ig¢in 2.76pA, prob igin
2.74pA, TAM ile etkilesmis prob icin 3.82uA hibrid i¢in 3.86pA, TAM ile etkilesmis
hibrit i¢in 5.25uA olarak elde edilmistir.

Sekil 65.'te elde edilen histogramda TAM ile etkilesim sonrasinda elde edilen hibrit
guanin oksidasyon sinyalinin, hem SPE hemde MWCNT SPE de belirgin bir artig
gosterdigi acik¢a goriilmektedir. Ayrica hibrit DNA modifiye edilmis SPE ve MWCNT
SPE'lerde elde edilen guanin oksidasyon sinyalleri incelendiginde, her iki elektrot ile TAM
ile etkilesimin bir sonucu olarak guanin sinyalinde artis meydana gelmistir. Bu artislar
BARE SPE ile BRCA-1 probu varliginda TAM ile etkilesimden sonra yaklasik (n = 5)
%37 armistir. MWCNT SPE'de guanin oksidasyon sinyali, TAM ile etkilesimden sonra
BRCA-1 probu icin yaklasik %28 artmistir. Ayrica BRCA-1 hibridinin guanin oksidasyon
sinyali, TAM ile etkilesimin ardindan SPE i¢in% 14 ve MWCNT SPE i¢in% 27 (n = 5)
artmistir. PGE icin ise ¢Ozelti ortaminda TAM ile etkilesim sonrasi guanin oksidasyon
sinyali BRCA-1 probu i¢in yaklasik (n=5)% 65 artmistir. BRCA-1 hibridinin guanin
oksidasyon sinyali ise yaklasik olarak (n = 5)% 40 artmistir. SPE ve MWCNT SPE'nin
sinyal yanit1 karsilastirildiginda, BRCA-1 prob sinyali ve BRCA-1 hibrid sinyalinin TAM
ile etkilesimi sirasiyla %30 ve %34 olarak belirlenmistir.

Ote yandan, tiim deneyler sonucunda elde edilen bulgular incelendiginde, hem hibrit
yapidaki adenin-timin bagia iliskin adenin, hem de prob dizideki bag yapmamis haldeki
adenin sinyali, TAM ile etkilesimden 6nce ve sonra farklilik gostermedigi goriilmektedir.
Ozetle, TAM, ne prob dizideki ne de hibrit DNA'daki adenin bazlar ile etkilesime
girmemektedir.

Sonug olarak, tiim elektrotlar ve farkli etkilesim kosullar1 degerlendirildiginde, ¢esitli
Ozeliklerdeki oligoniikleotidler, TAM ile benzer bir etkilesim 6zelligi gostermistir.
Bulgular dogrultusunda, TAM’1n ¢ift sarmal hibrid yapidaki oligoniikleotitlerle etkilesime
girdiginde, hibrit yapidaki guanin sinyalini, tek sarmal prob dizilerle etkilesiminden sonra

elde edilen guanin sinyaline gore daha fazla oranda arttirdig tespit edilmistir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bir antikanser ilag¢ olan TAM ile tez kapsaminda yiiriitiilen arastirmalarda
voltametrik teknikler kullanilarak, bu ilacin miktar tayininde kullanilabilecek yeni ve
duyarli yontemler gelistirilmistir. Ayrica, molekiiliin ylikseltgenmesine ve dsDNA,
ssDNA, c¢esitli sentetik oligoniikleotid dizileri ve tedavisinde kullanildig1 hastalik genine
ait sentetik oligoniikler ile etkilesme mekanizmasimni aydinlatmak amaciyla doniisiimlii
voltametri (CV) ve Adsorptif Siyirma Diferansiyel PulsVoltametrisi (AdSDPV) teknikleri
kullanilmistir. Literatiir aragtirmasi sirasinda ilacin elektrokimyasal davraniglarina ve DNA
etkilesim mekanizmasina ait bu kapsamda detayli bir ¢alismaya rastlanilmamastir.

TAM'm elektrokimyasal tepkimeleri PGE kullanilarak incelenmistir. PGE ile
yapilmis ¢esitli  pH degerlerindeki  Olgiimler TAM'in  adsorbsiyon kontrollii
yiikseltgendigini gostermektedir. TAM'a ait pik AdSDPV teknigiyle PGE kullanilarak
kaydedilmistir. Akim tiirliniin adsorbsiyon kontrollii 6zelligini anlayabilmek i¢in ¢esitli
tampon ¢ozeltileri icerisinde denemeler yapilmis ve en uygun tampon ¢dzeltisinin B-R
pH=4.50 olarak tespit edilmistir. B-R tamponu pH 4.50 ile gerc¢eklestirilen hiz taramasi
deneylerin  degerlendirilerek, ip-v'%, ip-v ve log ip-logv arasindaki denklemler
incelenmistir. pH=4.50 B-R’de S5ppm derisimde 10-60mV/s arasindaki tarama hizi
degerleri incelenmis ve TAM etken maddesinin yiikseltgenmesinin adsorbsiyon kontrollii
oldugu sonucuna varilmistir.

TAM etken maddesinin, AdsDPV teknigiyle 0.75 V’da 60 s biriktirilerek 0.6-1.5 V
potansiyel araliginda yiikseltgenme sinyalleri elde edilmistir. PGE'de 2.50-70uM
konsantrasyon araliginda dogrusallik elde edilmistir. Elde edilen validasyon parametreleri
Tablo 4.’de geri kazanim ¢aligmalar1 ise Tablo 5 .'de verilmistir.

Voltametrik analizlerin saf TAM etken maddesiyle optimize edilmesinden sonra
piyasa preparati olan Tamoksifen® film kapli tabletlere uygulanmigtir. Tabletler toz haline
getirilip homojenize edilmis ve etken maddeyle ayni sekilde ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Bilinen miktarda analiz edilen ¢6zelti iizerine bilinen miktarda saf etken madde eklenerek
geri kazanim calismalar1 gerceklestirilmistir. Sonug¢ olarak elde edilen % geri kazanim
degeri, analitin tayininde ila¢ katki maddelerinin girisim etkisinde bulunmadig1 ve analiz
sonuglari anlamli olarak etkilemedigi sonucuna varilmstir.

TAM etken maddesinin PGE yiizeyindeki elektrokimyasal davranisi DPV

yontemiyle optimize edildiktan sonra DNA materyalleriyle etkilesim ¢alismalarina
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gecilmistir. Bu yontemde Bolim 4.’te belirtildigi gibi once ¢ozelti ortaminda etkilesim
daha sonra da elektrot ylizeyinde etkilesim yolu sirastyla incelenmistir.

Cozelti ortaminda yapilan ¢alismalarda boliim 3.1." de belirtildigi sekilde hazirlanan
ABS c¢ozeltisi i¢ginde 10ppm dsDNA ve 10 ppm ssDNA ayr1 ayr1 eppendorf tiipleri i¢inde
cozeltileri hazirlanmistir. Boliim 3.6.2.°de belirtildigi sekilde analizler gerceklestirilmistir.
Oncelikle Tamoksifen etken maddesiyle etkilesim siiresi arastirilan DNA materyalleri ayr
ayr1 incelenmistir.

Hastalik gen bolgesine ait sentetik hedef oligoniikleotid ile hibritlesecek en uygun
prob sentetik oligoniikleotid derisiminin belirlenmesi amaciyla en yiiksek sinyalin
belirlendigi elektrot yiizey doygunluguna ulasilan konsantrasyon segilerek hedef modifiye
PGE ile etkilestirilmek iizere artan derisimlerde prob c¢ozeltileri ile hibridizasyon
saglanmistir. Bu deneyde en yiiksek guanin oksidasyon sinyalindeki farklanma
amaglanarak guanin oksidasyon sinyalleri degerlendirilmistir

Etken madde ve DNA materyalleri arasindaki etkilesim guanin bazi oksidasyon
sinyalleri lizerinden degerlendirilerek etkilesim yolu aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

Yiizey fazindaki ilag-DNA etkilesimi, hibridizasyondan 6nce ve sonra incelenmistir.
Etkilesim sonrasi prosediir icin, elektrot yiizeyinde hibridizasyonu gergeklestirilmis
oligoniikleotidler ilag ile etkilestirilmis ve 6l¢iim alinmistir. Etkilesim 6ncesi prosediir igin,
prob oligoniikleotid immoblize edilmis elektrot ylizeyi ilagla etkilesime sokulduktan sonra
hedef oligoniikleotid ile hibridizasyona tabi tutulmustur. Etkilesim sonucunu incelemek
amactyla ayni sartlarda 6l¢iimler alinmstir.

Cozelti ortamindaki ilag-DNA etkilesimi, hibridizasyondan o6nce ve sonra
incelenmistir. Etkilesim sonrast prosediir i¢in, c¢ozelti igerisinde hibridizasyonu
gergeklestirilmis oligoniikleotidler ilag ile etkilestirilmis ve O6l¢iim alinmistir. Etkilesim
oncesi prosediir i¢in, prob ve hibrit oligoniikleotidler ¢ozelti igerisinde hibridize dilmis
etkilesim sartlariya ayni ortama tabi tutulmustur. Etkilesim sonucunu incelemek amaciyla
ayni sartlarda 6l¢iimler alinmistir.

Cozelti ortaminda PGE ile elde edilen bulgular, SPE ve MWCNT/SPE elektrotlar ile
kiyaslandiginda PGE’den elde edilen akim degerlerinin SPE ile elde edilenlerden daha
yiiksek ve daha tekrarlanabilir oldugu goriilmektedir. Ayrica PGE, SPE’ye gore ¢ok daha
ucuz bir elektrottur. MWCNT/SPE ve PGE kiyaslandiginda ise PGE'lerin karbon nanotiip
iceren elektrotlara gore nispeten daha diisiik sinyal verdigi, fakat daha yiiksek
tekrarlanabilirlik ve daha ucuz temin edilebilirlige sahip olmasi nedeniyle tercih edilebilir

oldugu sonucuna varilmistir.
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Guanin akiminin giin i¢i ve giinler arasi tekrar edilebilirligi sirasiyla % 0.98 ve %
1.58 olarak belirlenmistir.

Her iki yontemle de (hem yiizey hemde ¢6zelti ortaminda) hibrit DNA'nin TAM ile
her ii¢ sekansla etkilesimi sonucu guanin oksidasyon sinyalde 6nemli bir artig gézlenmistir.

Gelistirilen DNA (nano) biyosensoriinde kalem grafit elektrotlar ile tek kullanimlik
bir biyosensor gelistirilmstir ve her 6l¢iim igin yeni biyosensor yilizeyi kullanilmistir. Bu da
daha fazla tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesine sebep olmustur. Bu biyosensor,
antikanser ilacglarin neden oldugu DNA modifikasyonunun veya hasarinin izlenmesinde
onemli pratik uygulamalarda kullanilabilir ve bu nedenle yeni kanser tani kitlerinin
gelistirilmesinde rol oynayabilir. Ayrica bu sistemin hastabasi analizlerinde kullanilan

sensOr teknolojilerine de katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.
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