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Bu tez calismasinda nitrofurantoin ve gemsitabin ilaglarinin ¢ift sarmal DNA (dsDNA)
ile etkilesimleri i¢in polimer film temelli elektrotlar hazirlandi. Bu amagla camsi karbon
elektrotlar (GCE) 5-amino-2-merkapto-1,3,4 tiyadiazol (AMT) igeren 0,1 M H,SO,4 veya
2,6-piridindikarboksilik asit (PDCA) igeren 0,1 M KCIl ¢ozeltisi kullanilarak dontistimlii
voltametri teknigi ile polimer filmlerle kaplandi. dsDNA, GCE/P(AMT) ve
GCE/P(PDCA) elektrotlarinin yilizeyine immobilize edildi. dsDNA immobilizasyon
sliresi ve derisimi optimize edildi. Nitrofurantoin ve gemsitabin tayini, gelistirilen
GCE/P(AMT)/dsDNA ve GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlar kullanilarak yapildi.
Nitrofurantoin’in dsDNA ile etkilesimi sonrasi, dsDNA’nin guanin yiikseltgenme
sinyalinde azalma gozlendi. GCE/P(AMT)/dsDNA elektrodun nitrofurantoin igin
dogrusal ¢aligma aralig1 2,0-25,0 mg/L, teshis sinir1 0,65 mg/Lve tayin alt sinir1 2,17
mg/L olarak bulundu. GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrodun nitrofurantoin i¢in dogrusal
caligma aralig1 1,0-20,0 mg/L, teshis siir1 0,309 mg/L ve tayin alt smir1 1,03 mg/L
olarak bulundu. Gemsitabin’in dsDNA ile etkilesimi sonrasi, dSSDNA’nin guanin bazinin
yiikseltgenme sinyalinde azalma gozlendi. GCE/P(AMT)/dsDNA elektrodun gemsitabin
icin dogrusal ¢alisma aralig1 2,5-30,0 mg/L, teshis sinir1 0,69 mg/L ve tayin alt sinir1
2,29 mg/L olarak bulundu. GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrodun gemsitabin i¢in dogrusal
caligma aralig1 1,0-30,0 mg/L, teshis sinir1 0,276 mg/L ve tayin alt sinir1 0,922 mg/L
olarak belirlendi. dsDNA ile ila¢ etken maddelerin etkilesim tiirlerini belirlemek igin
spektroskopik ve viskozite 6l¢iimii yontemleri kullanildi. Yapilan ¢alismalar sonucunda,
nitrofurantoin’in dsDNA’yla interkalasyon ve elektrostatik baglanma ile gemsitabin’in
ise oluk baglanmasi ile etkilestigi sonucuna varilabilir.

Aralik 2015, 164 sayfa
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PREPARATION OF MODIFIED ELECTRODES BASED ON SOME CONDUCTING
POLYMERS AND INVESTIGATION OF dsDNA-DRUG INTERACTIONS USING
ELECTROCHEMICAL METHODS
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In this thesis, the polymer film-based electrodes were prepared for the interaction
between dsDNA and nitrofurantoin/gemcitabine. For this purpose, glassy carbon
electrodes were coated with polymer films from 0.1 M H,SO, media containing 5-
amino-2-mercapto-1,3,4 thiadiazole (AMT) or 0.1 M KCI media containing 2,6-
pyridinedicarboxylic acid (PDCA) by cyclic voltammetry technique. dsDNA was
immobilized onto GCE/P(AMT) and GCE/P(PDCA) electrodes. The immobilization
time and concentration of dsDNA were optimized. The determination of nitrofurantoin
and gemcitabine was carried out using the developed GCE/P(AMT)/dsDNA and
GCE/P(PDCA)/dsDNA electrodes. The interaction of nitrofruantoin with dsDNA
exhibited a decrease in the oxidation signal of guanine. The GCE/P(AMT)/dsDNA
electrode exhibited a linear working range, limit of detection and limit of quantification
for nitrofurantoin 2.17-25.0 mg/L, 0.65 mg/L, 2.17 mg/L, respectively. It was
determined the linear working ranges of GCE/P(PDCA)/dsDNA electrode to
nitrofurantoin as 1.0-20.0 mg/L, limit of detection as 0.309 mg/L, and limit of
quantification as 1.0 mg/L. The interaction of gemcitabine with dsDNA exhibited a
decrease in the oxidation signal of guanine. The GCE/P(AMT)/dsDNA electrode
exhibited a linear working range, limit of detection and limit of quantification for
gemcitabine 2.5-30.0 mg/L, 0.69 mg/L, 2.29 mg/L, respectively. It was determined the
linear working ranges of GCE/P(PDCA)/dsDNA electrode to gemcitabine as 1.0-30.0
mg/L, limit of detection as 0.276 mg/L and limit of quantification as 0.922 mg/L. In
order to determine the interaction mode between dsDNA and drugs, spectroscopic and
viscosity measurement methods were used. It can be concluded that nitrofurantoin can
bind to dsDNA with intercalation and electrostatic binding mode and gemcitabine can
bind to dsDNA via groove binding.

December 2015, 164 pages
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SIMGELER DiZiNi

dk Dakika

M molar

nM nanomolar

mM milimolar

sn Saniye

pH Hidrojen iyonu derisiminin eksi logaritmast
Pt Platin

R Direng

Ret Yiik transfer direnci

Rp Polarizasyon direnci

Rs Elektrolit ¢ozelti direnci

W W Warburg impedansi

z Impedans

Z Gergek impedans

Z" Sanal impedans

n Viskozite

LA Mikroamper
Kisaltmalar

AMT 5-amino,2-merkapto-1,3,5 tiyadizaol
CVv Doniistimlii voltametri

DPV Diferansiyel puls voltametrisi

dsDNA Cift sarmal deoksiriboniikleik asit

EIS Elektrokimyasal impedans spektroskopi
FTIR Fourier transform infrared

GCE Camsi karbon elektrot

GEM Gemsitabin

H,SO, Siilfiirik asit

HCI Hidroklorik asit

HPLC Yiiksek performansli sivi kromatografi
NFT Nitrofurantoin

PDCA 2,6-piridindikarboksilik asit

P(AMT) Poli-(5-amino,2-merkapto-1,3,5 tiyadizol)
P(PDCA) Poli-(2,6-piridindikarboksilik asit)
SEM Taramali elektron mikroskobu

UV-Vis Ultraviyole-goriiniir bolge



Sekil 2.1
Sekil 2.2

Sekil 2.3

Sekil 2.4
Sekil 2.5
Sekil 2.6
Sekil 2.7
Sekil 2.8
Sekil 2.9
Sekil 2.10
Sekil 2.11

Sekil 2.12
Sekil 2.13
Sekil 2.14

Sekil 2.15
Sekil 2.16
Sekil 2.17
Sekil 2.18
Sekil 2.19
Sekil 2.20
Sekil 2.21
Sekil 2.22
Sekil 2.23
Sekil 2.24
Sekil 2.25
Sekil 2.26
Sekil 2.27
Sekil 2.28
Sekil 2.29
Sekil 2.30
Sekil 2.31
Sekil 3.1.a.

Sekil 3.2
Sekil 4.1

SEKLILLER DIZiNi

Biyosensoriin bilesenleri ve galisma prensibi .........ooceeeceeiieiiieiieineesieeiene 5
Biyosensorler ile tayin edilebilen analitler ve biyosensorlerde kullanilan
biyobilesenler ve dONUSTUITCHLET ......ccveeiveiiiiiiiieie e 6
Biyosensdrlerin biyoreseptor ya da doniistiiriicii sekillerine gore
stntflandirtlmalart ... 6
Uclii @leKtrot SISEEIMI.....vcviviieeieeeieces ettt 10
Voltametride kullanilan g¢esitli calisma elektrotlart ............ccceeevivveeeiinnnnn.. 11
(a) camsi karbon elektrot (b) cams1 karbonun amorf yapisi...........cccccveenneee 12
Ag/AgCl elektrodun sematik OSTETIMI........cuverveervieiiiiiiieriie e 13
Kiitle tasinim yollarinin sematik gOSteTimi ........cccvvrvvverieeiiieesieiiee e 16
Dogrusal taramali voltamogram €Zrisi........cccevvererriiieriieiiieesre e 17
Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri............cccccoeiiiiniiiiiiniiiec 19
Dogrusal taramali ve doniisiimlii voltametri tekniklerinde potansiyel
taramasinin zamanla deZISIMI ......cecveiveeiieiiieiee e 20
Pt elektrot yiizeyinde ferro/ferrisiyaniir redoks ¢iftinin dontigimlii
VOIEAMOZIAMI ... 20
Diferansiyel puls voltametrisinde uygulanan potansiyel dalgasinin

sekli ve yontem parametrelert ........ooovvvveiieiiiiiic i 22
Kare dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumu ve yontem
PAFAMELIEIETT ... s 23
Nyquist egrisiyle gosterilen impedans spektrumu ve esdeger devre............ 24
DNA yapisini olusturan niikleotit birimi..........cccoveveiiiiiciiicec 27
DNA’nin yapisindaki piirin ve pirimidin bazlart ...........ccccoovviiiiiinicnnn 28
DNA molekiiniin seker-fosfat omurgasini olusturan fosfodiester baglari ... 28
DNA sarmali iizerinde olusan oluKIar..........ccccccevviviiiiiiniie e 29
Guanin bazinin elektrokimyasal yiikseltgenmesi (Wang vd. 2001)............. 30
Adenin bazinin elektrokimyasal yiikseltgenmesi (Wang vd. 2001)............. 30
DNA hibridiZaSyOnu ...........cceiieiiiiieiiese e 31
Interkalator madde ile DNA dizi algilanmast ..............ccccvvcverieererecrsinnenans 35
Guanin baziyla etkilesen bir indikator ile DNA dizi algilanmast ................ 36
Indikatdrsiiz DNA dizi algilama yOntemi ............cccceveverrecreseerereerensnenans 37
Distamisin ve netropsin’in molekiil formulleri..........cccocoovniiiiiiiiicninnnn 38
Distamisin’in DNA ¢ift sarmalinin kii¢iik oluguna baglanmast .................. 39
Interkalasyon baglanmasinin goSterimi.............coeuvreverirerricrerieereseeesnenans 40
Nitrofuranton’in kimyasal yapist ........cccocueviiiiiiiiiiiiciieeeee 44
Gemsitabin’in ve Sitidin’in kimyasal yapisi........cccocoveriiiiieniiniicnc e, 46
AMT ’nin elektropolimerizasyonu i¢in onerilen mekanizma........................ 50
Olciim islemlerinde kullanilan hiicre standi ve b. iiclii elektrot sistemini
1geren ¢aliSma MlICTESI. ..vviiviiiiiiie it 55
Ubbelohde VISKOZIMELIeSi ..o 72
AMT monomerinin kimyasal formiilii...........coeeviiiiiiiiiiiiiiee 74



Sekil 4.2

Sekil 4.3
Sekil 4.4

Sekil 4.5.a.
Sekil 4.6.a.
Sekil 4.7.a.
Sekil 4.8.a
Sekil 4.9

Sekil 4.10

Sekil 4.11

Sekil 4.12

1,0 mM AMT igeren 0,1 M H,SO4 ¢ozeltisinde (0,2 V)—(+1,7 V)
potansiyel araliginda, 50 mV s tarama hizinda, 15 dongii ile elde

edilen ¢ok dOngiilii vOItamOgrami.........ccoocveriiiiiieniiiiiee e 75
PDCA monomerinin kimyasal formuilii ..........c.ccooeiiiiiiiinciiic 76
1,0 mM PDC igeren 0,1 M KClI ¢ozeltisinde (0,0 V)—(+2,0 V) potansiyel
araliginda, 60 mV s ' tarama hizinda, 18 déngii ile elde edilen ok

dOnglilil VOItamMOZIaMI ......ovviiiiiiiicie s 76
AMT monomeri ve b. P(AMT) filmin FTIR spektrumlart ...........c.cccceneee. 78
PDCA monomeri ve b. P(PDCA) filmin FTIR spektrumlari....................... 79
BGCE, ve b,c,d GCE/P(AMT) elektrotlarina ait SEM fotograflari............. 80
BGCE ve b,c GCE/P(PDCA) elektrotlarina ait SEM fotograflari ............... 81

BGCE, GCE/P(AMT) ve GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotlarinin

5,0 mM Fe(CN)s* ™ iceren 0,1 M KCI ¢dzeltisindeki doniisiimlii
voltamogramlar1 (Tarama hiz1 50 mV ST e 82
(@) BGCE, (b) GCE/P(AMT) ve (c) GCE/P(AMT)/dsDNA

elektrotlarinin 5,0 mM Fe(CN)g> " igeren 0,1 M KCl ¢ozeltisindeki

NYQUISE @TTICTT. et 83
(a) GCE/P(PDCA) (aktive edilmis) ve (b) GCE/P(PDCA) (aktive
edilmemis) elektrotlarinin 5,0 mM F e(CN)637/47 iceren 0,1 M KCI
¢ozeltisindeki (pH 6,8) doniisiimlii voltamogramlar1 (Tarama hizi

5O MV S ™) oottt 84
(a) GCE/P(PDCA) (aktive edilmis) ve (b) GCE/P(PDCA) (aktive
edilmemis) elektrotlarmim 5,0 mM Fe(CN)s* '+ igeren 0,1 M KCl
cozeltisindeki (pH 6,8) Nyquist €Zrileri......cccooverviriieiiiiiienieee e 85

Sekil 4.13.a. GCE/P(PDCA) (aktive edilmis) ve b. GCE/P(PDCA) (aktive

Sekil 4.14

edilmemis) elektrotlarinin 5,0 mM Fe(CN)637/47 iceren 0,1 M KC1 +

HCI ¢ozeltisindeki (pH 4,8) dontistimlii voltamogramlari

(Tarama K1Zi 50 TV S ) covoeeeveeeeeeeeeeeiesees s esses s 86
(a) GCE/P(PDCA) (aktive edilmis) ve (b) GCE/P(PDCA) (aktive
edilmemis) elektrotlarinin 5,0 mM Fe(CN)637/47 iceren 0,1 M KCI +

HCI ¢ozeltisindeki (pH 4,8) Nyquist €Zrileri .......ccoovvvviiiiiiiiiiiiiiccieee, 86

Sekil 4.15.a. BGCE, b. GCE/P(PDCA) ve c. GCE/P(PDCA)/dsDNA

elektrotlarinin 5,0 mM Fe(CN)g* "+ igeren 0,1 M KCl ¢ozeltisindeki
dontigiimlii voltamogramlar1 (Tarama hiz1 50 mV S e, 87

Sekil 4.16.a. BGCE, b. GCE/P(PDCA) (aktive edilmis) ve c. GCE/P(PDCA)/

Sekil 4.17
Sekil 4.18
Sekil 4.19

Sekil 4.20

dsDNA elektrotlarinim 5,0 mM Fe(CN)s® '+ igeren 0,1 M KCl

cozeltisindeki (pH 4,8) Nyquist €Zrileri........cooviiiiiniiiiiiieiieseeccee e 88
Guanin yiikseltgenme sinyaline P(AMT) film kalinliginin etkisi................ 89
Guanin yiikseltgenme sinyaline P(PDCA) dfilm kalinliginin etkisi............. 90
pH 4,80 asetat tamponu igerisinde dsSDNA’nin bazi derigimlerdeki

guanin ylkseltgenme sinyallerinin DPV egrileri ...........cocoovviiniiieennn, 91

0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0 mg/L derisimlerdeki
dsDNA’ya ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama biiytikliikleri. .. 91

Xi



Sekil 4.21

Sekil 4.22

Sekil 4.23

Sekil 4.24

Sekil 4.25

Sekil 4.26

Sekil 4.27

20,0 mg/L dsDNA’nin 3; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25; 30; dakika degisen
stirelerde adsorbe edilmesine ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin

ortalama bUyUKITKIETr1. ......ocoviiiiiiici 92
pH 4,8 asetat tamponu igerisinde dsDNA’nin bazi derisimlerdeki
guanin yiikseltgenme sinyallerinin DPV egrileri .........c.ccovvvviiiiniiiiinenn. 94

0,5;1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0; 50,0 mg/L
derisimlerdeki dSDNA’ya ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin

ortalama bUiyUKITKIET1. ......ocoveiiiiiiicii 94
40,0 mg/L dsDNA’nin 3; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25; 30; 40 dakika degisen
siirelerde adsorbe edilmesine ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin

ortalama bUyUKIGKIETL. .......cocviiiiiii e 95
20,0 mg/L dsDNA ile 25,0 mg/L nitrofurantoin’in 30; 60; 90; 120;

150; 180; 210 saniye siiresince etkilesmesine ait guanin ylikseltgenme
sinyallerinin ortalama bllyUKIGKIET1. ........ccoovviiiiiiiiiic e 96
20,0 mg/L dsDNA ile; 0; 2,0; 5,0; 7,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0 mg/L
nitrofurantoin’in etkilesmesine ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin

DPV @EIILETI. c.vviiiiiiiiiiieee e s 98
20,0 mg/L dsDNA ile 120 saniye boyunca nitrofurantoin’in 1,0;

2,5;5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0 mg/L derisimlerde

etkilesmesine ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama

DUYTKITKIETI. ..vevviieeeice e 99

Sekil 4.28 NFT derisiminin dsSDNA’nin guanin sinyali ile dogrusal oldugu bolge........ 99

Sekil 4.29

GCE/P(AMT)/dsDNA elektrodunun 25,0 mg/L NFT i¢in 0,1 mM

(AA) askorbik asit, (UA) iirik asit, (GLU) D-glukoz ve (L-SiS)

L-sistein ilavelerinden sonra elde edilen guanin yiikseltgenme pik

AKIMIATT. . 102

Sekil 4.30 GCE/P(AMT)/dsDNA elektrodun depolama kararligi

Sekil 4.31

Sekil 4.32

Sekil 4.33

Sekil 4.34
Sekil 4.35

(0,5 M ABS PH 4,8) ..ottt 103
40,0 mg/L dsDNA ile 20,0 mg/L nitrofurantoin’in 30; 60; 90; 120;

150; 180; 210 saniye siiresince etkilesmesine ait guanin yiikseltgenme
sinyallerinin ortalama bllyUKIUKIeri .........cccoeiiiiiiiiiii, 106
40,0 mg/L dsDNA ile nitrofurantoin’in farkli derisimlerde (sirast ile 0,5;

1.0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 mg/L) etkilesmesine ait guanin
yiikseltgenme sinyallerinin DPV egrileri. .......c.ccoovviiiiiiiiiiniciiiicicne 108
40,0 mg/L dsDNA ile 120 saniye boyunca nitrofurantoin’in 0,5; 1,0;
2,5;5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0; 50,0 mg/L derisimlerde
etkilesmesine ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama

DUYTKITKICTI. ..evviieieiiicie e e 108
NFT derisiminin dsDNA’nin guanin sinyali ile dogrusal oldugu bélge .... 109
GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrodunun 20,0 mg/L NFT i¢in 0,1 mM

(AA) askorbik asit, (UA) iirik asit, (GLU) D-glukoz ve (L-SiS)

L-sistein ilavelerinden sonra elde edilen guanin yiikseltgenme pik

AKIMIATT. ..o 111

Sekil 4.36 GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrodun depolama kararlilig

Oz s ) OO 112

Xii



Sekil 4.37 20,0 mg/L dsDNA ile 30,0 mg/L gemsitabin’in 30; 60; 90; 120;

150; 180 saniye siiresince etkilegsmesine ait guanin yiikseltgenme

sinyallerinin ortalama bllyUKIUKIeri. ........ccocoveiiiiiiiiiiic 115
Sekil 4.38 20,0 mg/L dsDNA ile gemsitabin’in farkli derisimlerde (sirasi ile

1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 mg/L) etkilesmesine ait guanin

yiikseltgenme sinyallerinin DPV e8rileri. .........ccooviiiiiiiiicnicniniceee 117
Sekil 4.39 20,0 mg/L dsDNA ile 90 saniye boyunca gemsitabin’in 1,0; 2,5;

5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0; 50,0 mg/L. derisimlerde

etkilesmesine ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama

DUYUKITKICTI. v 117
Sekil 4.40 GEM derisiminin dsDNA’nin guanin sinyali ile dogrusal oldugu
0T (o[- PO SPRPUPRTPI 118

Sekil 4.41 GCE/P(AMT)/dsDNA elektrodunun 30 mg/L GEM i¢in 0,1 mM

(AA) askorbik asit, (UA) iirik asit, (GLU) D-glukoz ve (L-SiS)

L-sistein ilavelerinden sonra elde edilen guanin yiikseltgenme pik

AKIMIATT ..o 120
Sekil 4.42 40,0 mg/L dsDNA ile 30,0 mg/L gemsitabin’in 30; 60; 90; 120;

150; 180; 210 saniye siiresince etkilesmesine ait guanin

yiikseltgenme sinyallerinin ortalama biiytiklikleri. ...........cccooiiiiiiiinnns 123
Sekil 4.43 40,0 mg/L dsDNA ile gemsitabin’in (siras1 ile 0,0; 0,5; 1,0; 2,5;

5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 mg/L derisimlerde) etkilesmesine ait

guanin yiikseltgenme sinyallerinin DPV egrileri. .........cccoooviiniiniicnnnnn 125
Sekil 4.44 40,0 mg/L dsDNA ile 90 saniye boyunca gemsitabin’in 1,0; 2,5;

5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0; 50,0 mg/L derisimlerde

etkilegsmesine ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama

DUYTKITKICTI. ..o 126
Sekil 4.45 Guanin pik akimi ile GEM derisiminin dogrusal oldugu bolge................... 126
Sekil 4.46 GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrodunun 30,0 mg/L GEM i¢in 0,1 mM

(AA) askorbik asit, (UA) irik asit, (GLU) D-glukoz and (L-SiS)

L-sistein ilavelerinden sonra elde edilen guanin yiikseltgenme pik

AKIMIATT ..o 129
Sekil 4.47 Nitrofurantoin’in (20 mg/L) dsDNA yoklugunda ve 5,0-40,0 mg/L

derisimde dsDNA varligindaki UV-Vis spektrumlart...........c.cccoeviviiienne 133
Sekil 4.48 Gemsitabin’in (30,0 mg/L) dsDNA yoklugunda ve 5,0-40,0 mg/L

derisimde dsDNA varligindaki UV-Vis spektrumlart............cccocevvninnnne. 135

Sekil 4.49 dsDNA’nin bagil viskozitesine 0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0;

40,0 mg/L NFT derisiminin etkisi (25+ 0,1°C, 0,5 M ABS pH 4.8

(20,0 MMM NGACIH) ... 136
Sekil 4.50 dsDNA’nin bagil viskozitesine 0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0 ve

40,0 mg/L GEM derisiminin etkisi (25+ 0,1 °C, 0,5 M ABS pH 4.8

(20,0 MM NGACI) )it 138
Sekil 4.51 NFT—dsDNA etkilesimine NaCl derisiminin (2,5-50,0 mM) etkisi

(NFT=10,0 mg/L, dSDNA=20,0 MQ/L).....ccccerierrrerrerieiieirereseeseenie e 139
Sekil 4.52 GEM—dsDNA etkilesimine NaCl derisiminin (2,5-30,0 mM) etkisi

(GEM=30,0 mg/L, dSDNA=40,0 MQ/L). ..ccceccvrirrrrerrrierrereeieseesie e 140

Xiii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 3.1 Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasallar ...........c.cccoooniiiiiiiinienne 57
Cizelge 3.2 AMT ig¢in elektropolimerizasyon kosullart ............ccooveiiiiiiiiiiiiciiee 60
Cizelge 3.3 PDCA ig¢in elektropolimerizasyon kosullart ............cccceoviiiiiiniiiiiicninnnne 61

Cizelge 4.1 BGCE, GCE/P(AMT) ve GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotlarinin

5,0 mM Fe(CN)g* " igeren 1,0 M KCl ¢ozeltisindeki elektrokimyasal

karakteristiklerinin karsilastirilmasi (tarama hizi 50 mV s ™). .....coccvvveeeneee. 82
Cizelge 4.2 BGCE, GCE/P(PDCA) ve GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlarinin

5,0 mM Fe(CN)s* "+ igeren 0,1 M KCl ¢ozeltisindeki elektrokimyasal

karakteristiklerinin karsilastirilmasi (Tarama hizt 50 mV 8 )...c.oooovveveenne 88
Cizelge 4.3 GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotta DPV ile NFT nin voltametrik tayini

icin elde edilen analitik parametreler .........cccvvviiiiiiiiie i
Cizelge 4.4 NFT igeren Pyelosepthyl® kapsiillerinde pH 4,8 asetat tampon

igerisinde GCE/P(AMT)/dsDNA ile elde edilen analiz bulgulart.............. 104
Cizelge 4.5 NFT igeren Pyelosepthyl® kapsiillerinden pH 4,8 asetat tamponunda

GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotla elde edilen % geri kazanim sonugclari ... 104
Cizelge 4.6 NFT igeren insan serumunda (pH 4,8) GCE/P(AMT)/dsDNA

elektrotla DPV yontemiyle elde edilen analiz bulgulart ..o 105
Cizelge 4.7 GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotta DPV ile NFT nin voltametrik

tayini i¢in elde edilen analitik parametreler............ccocoviiiiiiiiiciiininns 110
Cizelge 4.8 NFT iceren Pyelosepthyl® kapsiillerinde pH 4,8 asetat tampon

icersinde GCE/P(PDCA)/dsDNA ile elde edilen analiz bulgulart............. 113

Cizelge 4.9 NFT iceren Pyelosepthyl® kapsiillerinden pH 4,8 asetat tamponunda
GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotla elde edilen % geri kazanim

SOMUGIATT 1. 113
Cizelge 4.10 NFT igeren insan serumunda (pH 4,8) GCE/P(PDCA)/dsDNA

elektrotla DPV yontemiyle elde edilen analiz bulgulari ..............cccceees 114
Cizelge 4.11 GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotta DPV ile GEM’nin voltametrik

tayini i¢in elde edilen analitik parametreler.............cccovviiiiiiiiicniniens 119
Cizelge 4.12 GEM igeren Gemful® enjeksiyon ¢ozeltisinde pH 4,8 asetat tampon

icersinde GCE/P(AMT)/dsDNA ile elde edilen analiz bulgulari............... 121

Cizelge 4.13 GEM igeren Gemful® enjeksiyon ¢ozeltisinden pH 4,8 asetat
tamponunda GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotla elde edilen % geri

Kazanim SONMUGIATT.........cuieiiiiiiiiie it 121
Cizelge 4.14 GEM igeren insan serumunda (pH 4,8) GCE/P(AMT)/dsDNA

elektrotla DPV yontemiyle elde edilen analiz bulgulart ............cccoceivennn 122
Cizelge 4.15 GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotta DPV ile GEM nin voltametrik

tayini i¢in elde edilen analitik parametreler ...........cocooveiiiicniininiiiicne 127
Cizelge 4.16 GEM igeren Gemful® enjeksiyon ¢ozeltisinde pH 4,8 asetat tampon

icersinde GCE/P(PDCA)/dsDNA ile elde edilen analiz bulgulari............. 130

Cizelge 4.17 GEM igeren Gemful® enjeksiyon ¢ozeltisinden pH 4.8 asetat
tamponunda GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotla elde edilen % geri
kazanim SONUGIATT.........ccueiiiiiiiii e 130

Xiv



Cizelge 4.18 GEM igeren insan serumunda (pH 4,8) GCE/P(PDCA)/dsDNA
elektrotla DPV yontemiyle elde edilen analiz bulgulart ............c.ccceeeee

XV



1. GIRIS

Yeni ilaglarin kesfedilmesi ile ilgili olarak yapilan biyolojik calismalarda, DNA-ilag¢
etkilesimlerinin oldukg¢a Onemli bir yeri vardir. Gen ekspresyonu ve ilag-protein
etkilesimlerini inceleyen arastirma laboratuvarlarinda DNA-parmak izi, filter baglanma,
jel hareketlilik gegcisi ve floresans temelli birgok tayin yontemi kullanilmaktadir. Ancak
bu yontemlerin hepsi indirekt ve kesikli sistemlerdir ve bunlarla ¢alisilirken gesitli
etiketleme stratejilerine gerek duyulmaktadir. Yeni ilaglar bulunmasi ve bunlarin
onaylanmasi amaciyla ilag-protein ve DNA etkilesimlerinin analizleri i¢in hizl, siirekli,

fazla veri saglayabilen ve diisiik maliyeti tekniklere gereksinim vardir.

Biyosensorler, biyokimyasal tepkimelerde hedef analitleri tayin etmek amaciyla
kullanilan kii¢iik algilayict cihazlardir. Biri fizikokimyasal digeri biyokimyasal olmak
tizere iki sistemin biraraya gelmesiyle olusurlar. Biyokimyasal kisim, analizi yapilacak
maddeyle se¢imli olarak etkileserek tanima olayini saglarken, elektrokimyasal kisim bu
tanima olaymi sayisal bir veriye doniistiiriir. Biyosensor teknolojisi tip, eczacilik,
ziraat, gida  sektorii, c¢evresel  kirlilik analizi  gibi  degisik  alanlarda

kullanilmaktadir.

Biyolojik tan1 materyali olarak DNA’nin kullanildig1 biyosensorlere DNA biyosensorii
(genosensor) denir. Son yillarda biyosensor tasariminda niikleik asitlerden olusan
tanima yiizeylerinin kullanilmasi yayginlagmis ve ¢ip teknolojisine yonelik genosensor
tasarim caligmalar1 olduk¢a hizlanmistir. Kalitsal veya bulasict hastaliklarin tedavisinde
kullanilan bazi ilag etken maddelerinin DNA ile etkilesmesi ve bu etkilesmenin yeni
yontemlerle tayin edilmesi; bu hastaliklarin teshis ve tedavisine yonelik yeni ilag
tasarimlarinda merkezi rol oynamaktadir. Bu g¢alismalar daha etkili ilaglarin dizayn
edilmesinde ve daha az yan etki olusturacak hedefe Ozel ilaglarin gelistirilmesinde

hayati 6neme sahiptir.

DNA biyosensorleri, bazi ilag ya da maddelerin DNA’ya olan etkilerinin
aydinlatilmasina, miktar tayinine, bu maddelerin etkilesim mekanizmalarinin

incelenerek belirlenmesine, nokta mutasyonlarin tayinine ya da genetik ve bulasici
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hastaliklarin hizli bir sekilde teshis edilmesine yonelik olarak kullanilabilir (Erdem vd.
1999, Ozkan vd. 2002, Erdem ve Ozsoz 2002, Kara vd. 2007). Tayinler, DNA
bazlarindan birinin yiikseltgenme sinyalindeki degisikliklerden yapilabilecegi gibi,
DNA bazlarindan en az biriyle etkilesen bir hibridizasyon indikatoriiniin ya da
interkalatoriiniin ylikseltgenme veya indirgenme sinyalindeki degisikliklerden yola

¢ikilarak da yapilabilir (Kara vd. 2002a, Bo vd. 2011).

Cevresel kirlilik ajanlar1 ve toksik molekiiller gibi bazi maddelerin ¢ift sarmal DNA ile
interkalasyon, baza se¢imli baglanma gibi yollarla etkilesimi sonucu olusan iriine
duyarl elektrokimyasal DNA biyosensor tasarimlari gelistirilmistir. Bir kimyasal
maddenin veya metabolitin DNA ile etkilesimi sonrasinda DNA’da olusabilecek yan
tirlinlerin kisa zamanda tayini kanser gibi hastaliklarin arastirmalar: i¢in ¢ok onemlidir.
Bununla birlikte ¢esitli kronik ve metabolik hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaclarin

DNA ile etkilesiminin incelenmesi kigiye 6zgii ilag tasariminin oniinii agmaktadir.

Elektrokimyasal tayin, ilag etken maddesi-DNA etkilesimi sonucunda ¢alismanin tiiriine
gore elde edilen madde sinyali ya da DNA’daki bir bazin sinyalindeki artma veya
azalmaya bagli olarak ger¢eklesmektedir. Bu amagcla kullanilan DNA modifiye edilmis
karbon pasta elektrotlar (CPE), camsi karbon elektrotlar (GCE), perde baskili karbon
elektrotlar (SPCE), altin elektrotlar (AuE), platin elektrotlar (Pt) ve kalem grafit
elektrotlar (PGE) incelenen maddelerin ¢ok diisiik derisimlerinde bile dogru ve

giivenilir 6l¢iimleri saglamaktadir.

Calisma elektrotlarii modifiye etmek amaciyla kullanilan iletken  polimerler,
elektriksel, termal, cevresel, optik, kimyasal, biyolojik ozellikleri, kolay
hazirlanmalar1 ve genis uygulama potansiyelleri nedeniyle, son yillarda bilimsel ve

teknolojik alanda ¢ok fazla dikkat ¢ekmektedir (Gerard vd. 2002).

Biyosensoér yapiminda elektrokimyasal olarak sentezlenen polimerler, hem
biyosensorlerin = hizimi, duyarhigmi  ve  segiciligini  gelistirirler hem  de
biyomolekiillerin immobilizasyonu i¢in uygun matriks ortami olustururlar. Klinik,

gevre, tarim ve biyoteknolojik agidan dnemli olan analitleri 6lgmek igin iletken polimer
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temelli pek ¢ok biyosensor gelistirilmistir (Gerard vd. 2002, Vidal vd. 2003). Son
yillarda DNA biyosensorlerinde fonksiyonel u¢ gruba sahip ve elektrokimyasal olarak
sentezlenmis polimerlerin siklikla kullanildigi goriilmektedir (Cha vd. 2003, Gu vd.
2005, Peng vd. 2007, Feng vd. 2011, Sui vd. 2013). Bu polimerlerin -NH,, -COOH, —
SH gibi fonksiyonel gruplari DNA’nin baglanmasi i¢in uygun bir matriks ortami

sagladigi bildirilmistir (Peng vd. 2009, Rahman vd. 2015).

Bu tez c¢alismasinda, antibakteriyel ila¢ olan nitrofurantoin ve antikanser ila¢ olan
gemsitabin’in tayini i¢in polimer film kapli elektrotlar kullanilarak iki farkli DNA
biyosensorii gelistirilmesi amaglandi. Bunun i¢in 5-amino-2-merkapto-1,3,4 tiyadiazol
(AMT) ve 2,6-piridindikarboksilik asit (PDCA) iceren monomer ¢ozeltileri kullanilarak
cams1 karbon elektrotlar {izerine elektropolimerizasyon yolu ile polimer filmler
kaplandi. Hazirlanan polimer modifiye camsi karbon elektrotlara dsSDNA immobilize
edildi. Polimer film kapli elektrotlarin ylizeyinin yapisi taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve FTIR spektroskopik yontemi ile aydinlatildi. Daha sonra dsDNA
immobilizasyonu igin en uygun calisma kosullart belirlendi. ilag¢ aktif maddelerin
dsDNA ile etkilesiminde en uygun etkilesim siireleri ve dogrusal ¢alisma araliklari elde
edildi. Ilag aktif maddelerinin tayini igin diferansiyel puls voltametrisi kullanilarak
guanin yiikseltgenme sinyalindeki degisiklikler incelendi. Ilag etken maddelerin dsDNA
ile etkilesim tiirleri hakkinda yorum yapmak amaciyla diferansiyel puls voltametrisinin
yaninda UV-Vis spektroskopisi ve viskozite 6l¢iimii deneyleri yapildi. Ayrica ilag-
dsDNA etkilesimine ortamdaki NaCl derisimin etkisi de incelendi. Calismanin son
kisminda ise nitrofurantoin ve gemsitabin igeren ilaclarin ticari preparatlarinda ve serum

ortamlarinda tayinin yapilip yapilamayacagi arastirildi.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Biyosensorler

Biyosensorler biyolojik bir tant molekiilii (biyoelement) ile fizikokimyasal
doniistiiriiciiniin (transduser) bir araya gelmesiyle olusan ve ¢esitli analitlerin kantitatif
tayinleri i¢in kullanilan cihazlardir (Thévenot vd. 2001). Klinik analizler, eczacilik,
tarim, gida, ¢evresel ve endiistriyel kirliligin analizi gibi degisik alanlarda kullanilan
biyosensorlerde, biyoelement, genellikle analit derisimi ile ilgili bilgileri, tayin
edilebilen bir duyarlikla, kimyasal ya da fiziksel sinyale ¢evirir. Biyosensoriin diger bir
kism1 olan transduser ise tanima sisteminden alinan bilgileri 6lgiilebilir bir sinyal haline
dondistiirlir. Biyosensoriin transduser kismi genellikle, dedektor, sensor ya da elektrot
olarak adlandirilabilir (Thévenot vd. 2001). Biyosensorlerin temel hedefi, 6rnek iginde
bulunan bir analitin derisimi ile dogru orantili bir elektriksel sinyal elde etmektir

(Thévenot vd. 2001, Chaubey ve Malhotra 2002, Luong vd. 2008)

Bir biyosensoriin ¢aligma prensibi kisaca soyledir; algilama kismindan sorumlu olan
biyoelemetin (biyoreseptdr) analit ile etkilesimi sonrasi bir tanima olay1 gerceklesir. Bu
tanima olayr transduser tarafindan Olgiilebilir bir elektronik sinyale cevrilir. Eger
biyoelement analite baglaniyor fakat kimyasal bir doniisiim olay1 ger¢eklesmiyorsa bu
tip sensorler afinite sensorleri olarak adlandirilir. Etkilesim sonrasi kimyasal bir degisim
oluyorsa bu tip sensorler ise katalitik sensorler adini almaktadir. sekil 2.1°de bir

biyosensoriin bilegenleri ve ¢alisma prensibi gosterilmistir (Karunakaran vd. 2015).
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Sekil 2.1 Biyosensoriin bilesenleri ve ¢alisma prensibi
2.1.1 Biyosensorlerin bilesenleri ve fonksiyonu

Biyosensorler, biyolojik 06zgiillik mekanizmalarima ya da fizikokimyasal sinyal
doniistimiine gore siniflandirilabilirler. Biyosensorlerin biyolojik bileseni, katalitik ve
katalitik olmayan olmak {izere iki ayr1 gruba ayrilir. Katalitik grup enzimleri,
mikroorganizmalar1 ve dokulart igerirken, katalitik olmayan biyolojik bilesenler
antikorlari, reseptorleri ve niikleik asitleri (DNA, RNA) igerir. Biyosensorler analitlerin
tayini icin kullanilan dontstiiriiciilere gore de genel olarak elektrokimyasal
(amperometrik, potansiyometrik ve kondiiktometrik), optik, kolorimetrik ve
piezoelektrik esasli doniistiiriiciiler olarak siniflandirilabilirler (Sharma vd. 2003).
Biyosensorlerle tayin edilebilen analit tiirleri, kullanilan biyobilesenler ve

dondstiriiciiler sekil 2.2°de 6zetlenmistir:
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Sekil 2.2 Biyosensorler ile tayin edilebilen analitler ve biyosensorlerde kullanilan
biyobilesenler ve doniistiiriiciiler

Biyosensorler genellikle biyoelement ya da doniistiiriicii tiirlerine gore smiflandirilir.

Biyosensorlerin biyoelement ya da doniistiiriicii sekillerine gore siniflandirilmalart sekil

2.3’te gosterilmistir.
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Biyobilesenler ya da biyolojik tanima elemanlar1 biyosensor teknolojileri i¢in en 6nemli
bilesenlerden biridir (Eggins 2008). Biyoelement sensoriin tanima sistemininde yer alir
ve hedef analite yoOnelir. Sensor ylizeyinde yer alarak analitin baglanmasindan
sorumludur. Biyoelementler genellikle enzim, antikor/antijen, niikleik asit/DNA, hiicre

ve biyomimetik olmak iizere bes ana sinifa ayrilirlar.

Déontistiirticiiler biyotanima sinyalini okunabilir elektrik sinyallerine ¢eviren biyosensor
bilesenleridir. Bu tayin edilebilir sinyaller elektrokimyasal (potansiyometri,
kondiiktometri, impedimetri, amperometri, voltametri), optik (kolorimetri, florimetri,
liiminesans, interferometri), kalorimetrik (termistor), kiitle degisimi
(piezoelektrik/akustik dalga) ya da manyetik olabilir (Grieshaber vd. 2008).
Biyosensorlerde kullanilmak {izere pek cok yeni doniistiircii gelistirilmesine ragmen,
elektrokimyasal dondistiiriiciiler kullanim kolayligi, tasmabilirligi, diisik maliyetli

olmalarindan dolay1 hasta basi testlerinde genis bir kullanim alan1 bulmaktadir (Eggins
2008).

2.1.2 Ideal bir biyosensériin sahip olmasi gereken ozellikler

Secicilik: Analizi yapilacak maddenin numunede girisim yapma ihtimali bulunan diger
yardimct veya etken maddeler yaninda miktarinin tam ve dogru olarak tayin
edilebilecegini gdsteren bir parametredir. Ideal bir biyosensdr, yalmzca hedef analitin
derisimindeki degisikliklere cevap vermeli ve girisim yapabilecek tiirlerden
etkilenmemelidir. Biyosensor caligmalarinda 6zellikle biyolojik ortamda bulunan
tiirlerin girisim etkisini belirlemek amaciyla yapilir. Secicigin yiiksek olmasi yontemin

dogrulugunun, kesinliginin ve dogrusalliginin da yiiksek oldugunu gosterir.

Yiiksek duyarlilik: Duyarlilik, biyosensér cevabinin analit derisimindeki degisim ile

dogrusal olmasi ile ifade edilir ve elde edilen kalibrasyon egrisinin egiminden

hesaplanir. Ideal bir biyosensériin duyarlilig1 yiiksek olmast istenir.

Kararlilik: Elektrot kararliliginin yiiksek olmasi ideal biyosensorler i¢in en Onemli

unsurlardan birisidir. Kararlilik, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina
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baghdir. Kararliligin yiiksek olmasi ayni biyosensor ile ¢ok sayida analizin

yapilabilmesi saglanir ve boylece maliyet azaltilir.

Tekrarlanabilirlik: ideal bir biyosensorde, elektrodun ayni sartlarda ve ardisik yapilan

Olctimlerde alman sonuglarinin kesinliginin bir ifadesidir. Elde edilen 06l¢iim
sonuclarinin % bagil standart sapmasi (BSS) olarak hesaplanir. Bir biyosensor igin
yapilan tekrarlanabilirlik ¢alismasi dogru ve giivenilir bir analiz i¢in gereken en 6nemli

parametrelerden birisidir.

Tekrar iiretilebilirlik: Optimum kosullarda ayni sekilde hazirlanan farkli elektrotlarin
birbiri arasindaki uyumu gosterir ve Ol¢lim sonuglarinin kesinligininin bir 6l¢iistidiir.

Tekrar tiretilebilirligin analiz sonuglar1 % BSS olarak verilir.

Kullanim 6mrii: Hazirlanan biyosensoriin ¢aligma periyodu boyunca, performansini

korunmas: yetenegidir. Yapilan 6l¢iim sayisinin fazla olmasi ve Olgiimlerin sik
yapilmas: Omrii kisaltan etkenlerdendir. Biyosensorler biyomolekiiliin aktivitesinin

korunmasi i¢in buzdolabinda saklanmalidirlar.

Hizli yanit siiresi: Cevap siiresi kararli hal akimlarinin %90-95’ine ulagmasi i¢in gegcen

siire olarak tanimlanabilir. ideal bir biyosensoriin analite hizli cevap vermesi istenir.

Dogrusal c¢alisma aralifi: Biyosensér uygulamalarinda c¢aligma araligi olarak

adlandirilan bolge analit derisimine karsi ¢izilen akim degerlerinin grafige gecirilmesi
ile elde edilen egrinin dogrusal oldugu derisim arahigidir. Ideal bir biyosensorde genis

dogrusal calisma araliginin olmasi beklenir.

Teshis sinir1 (TS, LOD) ve tayin alt stmir1 (TAS., LOQ):

Substrat derisimine kars1 akim farklarinin grafige gegirilmesiyle kalibrasyon egrisi elde
edilir ve bu egriden dogrusal derisim araligi belirlenir. Teshis sinir1 analizi yapilan

ornegin gozlendigi fakat nicel sinirlara girmeyen en alt derisimdir. Cevabin standart



sapmast ve kalibrasyon egrisinin egimi kullanilarak asagidaki formiil yardimiyla

hesaplanir:

TS(LOD)=3,3xs/m

Standart sapma (s) degeri kor gozeltilerde en az 5 kez Olgiilen degerlerin standart

sapmasi, m degeri ise ¢izilen kalibrasyon egrisinin egimidir.

Tayin alt sinir1 analitin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru bir sekilde miktarinin
tayin edilebildigi kalibrasyon egrisinin en alt derisimini olusturan derisimdir.

Hesaplama yolu ile yapilan deneylerde asagidaki formiile gore hesaplanir:
TAS(LOQ)=10xs/m

Standart sapma (S) degeri kor g¢ozeltilerde en az 5 kez Olgiilen degerlerin standart

sapmasi, m degeri ise ¢izilen kalibrasyon dogrusunun egimidir (Buerk 1995, Thévenot
vd. 2001).

2.2 Elektrokimya ve Elektrokimyasal Hiicre

Elektrokimya, maddenin elektriksel 6zelliklerini, elektrik enerjisi ve kimyasal tepkime
arasindaki iliskiyi inceleyen bilimdalidir. Elektrokimya, elektrik ve kimya arasindaki
karsilikli etkilesimlerle ilgilenir ve genel olarak Ol¢limler; akim, potansiyel ya da yiik
gibi elektriksel parametreleri verir. Elektrokimyasal Olc¢limlerin analitik amacla
kullanimi, daha ¢ok ¢evresel analizlerde, kalite kontroliinde ve biyomedikal

uygulamalarda karsimiza ¢ikmaktadir (Wang 2006a).

Elektrokimyasal tepkimeler, yiikseltgenme-indirgenme tiirli tepkimelerdir genel olarak
bir tiirden digerine elektronlarin aktarildigi reaksiyonlardir. Pek ¢ok kimyasal 6l¢iimiin
tersine, elektrokimyasal tepkimeler elektrot-¢ozelti arayiizeyinde elektrokimyasal hiicre
ad1 verilen sistemlerde gerceklesir. Elektrokimyasal oOl¢iimlerin iki temel tipi
potansiyometrik ve potansiyostatik Ol¢timlerdir. Her ikisi de en az iki tane elektrot
(iletken) ve elektrolit olarak adlandirilan ve iletisimi saglayan bir ¢6zeltinin kullanimini

gerektirir. Bunlar elektrokimyasal hiicreyi teskil ederler. Iki elektrottan biri hedef analit
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ya da analitlere cevap verir ve ¢ogu zaman indikator ya da calisma elektrodu olarak
adlandirilir. Diger elektrot ise referans elektrot olarak adlandirilir ve ¢6zeltinin
Ozelliklerinden bagimsiz olarak sabit potansiyele sahiptir. Potansiyometrik Ol¢timlerde
hiicreden herhangi bir akim ge¢mez, bu sebepten, iki elektrotlu sistemin kullanimi
yeterlidir. Ancak voltametrik Sl¢iimlerde hiicreye dis potansiyel uygulanir ve akim
Olciiliir. Bu wuygulanan potansiyelin kontrolii gerekir ancak, ¢ozelti direncinden
kaynaklanan hiicre boyunca potansiyelin diismesine bagli olarak bu iki elektrotlu
sistemde miimkiin degildir. Akimin 6l¢iildiigii devrelerde bunu tamamlamak icin bir
karsit elektrodun polarizasyonuna ihtiya¢ vardir. Daha iyi bir potansiyel kontrolil ii¢
elektrotlu sistem kullanilarak saglanabilir. Bu sistemde c¢alisma elektrodunun
potansiyeli referans elektroda gore kontrol edilir ve akim, calisma elektrodu ve {igiincii
elektrot olan yardimci (karsit) elektrot arasindan gegmektedir (Skoog 2004). Sekil 2.4°te

geleneksel bir elektrokimyasal hiicre gosterilmistir.

Referans

Kargit elektrot

elektrot
Nz(g) Calisma

hati —= . elektrodu
m
&

N
magnet

Sekil 2.4 Uclii elektrot sistemi

Calisma elektrodu 1ilgili reaksiyonun gerceklestigi elektrottur. Elektrokimyasal
sistemdeki calisma elektrodu reaksiyon tiiriine goére katodik ya da anodik olabilecegi
gibi indirgenme veya ylikseltgenme olarak da ifade edilebilir. Voltametrik dl¢iimlerin
performansi c¢alisma elektrodu materyalinden 6énemli Slgiide etkilenmektedir. Calisma

elektrodu yiizeyinde gerceklesen reaksiyonda tekrarlanabilir cevap ve yiiksek
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sinyal/gliriiltii saglamak en Onemli esastir. Bu yiizden secimlilik temelde iki faktore
baglidir; hedef analitin redoks davranist ve dl¢lim icin gerekli olan potansiyel bolgesi
tizerindeki arttk akim. Diger g6z Oniinde bulundurulmasi gereken faktorler ise
potansiyel araligi, elektriksel iletkenlik, yiizey tekrarlanabilirligi, mekanik ozellikler,
maliyet ve toksisitedir. En sik kullanilan calisma elektrotlari; camsi karbon elektrot,
platin elektrot, altin elektrot, civa elektrot, perde baskili elektrot, glimiis elektrot,
indiyum kalay oksit kapli cam elektrot ve karbon pasta elektrottur. Yar iletkenler diger
metaller gibi daha 6zel uygulamalarda kullanilmaktadir (Zhou vd. 2010b). Voltametride

kullanilan ¢aligsma elektrotlari sekil 2.5’te goriilmektedir.

Voltametrik
Calisma Elektrotlari

1 L

Kati Civa Esasli
Elektrotlar Elektrotlar
= Platin = Civafilm
= Asiliciva
Donen Damlayan Modifiye
Elektrotlar civa Elektrotlar
= Disk *  Kompozit
= Halka Disk = Kimyasal
s Grafit l_ modifiye
® Camsikarbon . v, cekim
=  Karbon pasta etkili
* Camsikarbon . propanik
pasta
= Empreyen
karbon
= Pirolitik
karbon
= Lif karbon

Sekil 2.5 Voltametride kullanilan ¢esitli calisma elektrotlar

Calisma elektrodu olarak camsi karbon

Karbon yapili elektrotlar arasinda en yaygin kullanilani camsi karbon elektrotlardir.
Grafit tozu partikiillerinin mikro boyuta getirilerek, sert ve yapistirict madde ile inert
yapidaki elektrot govdesine sikistirilmasiyla olusturulur. Bu elektrodun yiizeyi

tekrarlanabilir sonuglarin alinmasini ve olduk¢a genis bir potansiyel araliginda
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calisilmasini saglar. Fiziksel dayanimi fazladir ve kimyasallarla tepkimeye girmez.
Cams1 karbon elektrodun yapisi, 6zellikleri ve elektroanalitik yontemlerde kullanimi
Van der Linden ve Dieker tarafindan agiklanmistir (Van der Linden ve Dieker 1980).
1962 yilinda ilk kez Yamada ve Sato tarafindan, inert bir gaz igerisinde fenol
formaldehit recinesinin yaklasik 300-1200°C’de 1sitilmasiyla elde edilmistir (Yamada
ve Sato 1962). Ayrica, poliakrilonitrilin 1000-3000°C’de basing altinda karbonizasyona
ugratilmasi ile de hazirlanabilir (Kotlensky ve Martens 1965). Camsi karbonun
yapisinin, rastgele yerlesmis ve karigtk aromatik molekiillerinden olustugu
belirlenmistir. Diger kati elektrotlarda oldugu gibi camsi karbon elektrotla yiizey
aktivasyonunu saglamak ve tekrar edilebilir sonuglar1 elde edebilmek i¢in gesitli 6n
islemler gelistirilmistir. Bu islemler parlatma (Rusling 1984, Thornton vd. 1985),
kimyasal ve elektrokimyasal radyofrekans (Taylor ve Humffray 1975, Wang ve
Hutchins 1985), diisiik basing altinda sicaklik uygulamasi (Stutts vd. 1983), vakum-
sicaklik uygulamasi (Fagan vd. 1985) ve metal oksit filmlerinin elektrot yiizeyinde
kaplanmas1 (Cox vd. 1988) olarak siniflandirilabilir. Elektron transferi agisindan
aktivasyon isleminim amaci, yiizey kirliliklerinin uzaklastirilmasi, yiizeyde fonksiyonel
gruplarin olusturulmasi ve yiizey alaninin biyiitiillmesini saglamaktir. Sekil 2.6’da

camst karbon elektrot (a) ve camsi karbonun amorf yapisi (b) goriillmektedir.

Sekil 2.6 (a) cams1 karbon elektrot (b) cams1 karbonun amorf yapisi

Referans elektrot

Referans elektrot elektrokimyasal hiicrede sabit bir potansiyele sahip olan elektrottur
(Inzelt vd. 2013). Elektrik direnci ¢ok biiyiik oldugundan {izerinden neredeyse akim
geemez. En iyi bilinen referans elektrot standart hidrojen elektrottur. Referans elektrot
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kararli, uzun Omiirlii, sicakliktan etkilenmeyen, potansiyeli zamanla degismeyen ve
polarize edilemeyen bir elektrot olmalidir. En ¢ok kullanilan referans elektrotlar doygun

kalomel elektrot ve giimiis/glimiis klortir (Ag/AgCI) elektrottur.

Referans elektrot olarak giimiis—giimiis kloriir

Bir tiiplin en alt kisminda cam veya plastikten yapilmis bir tipa, bu tipanin {izerinde
¢ozelti sizmasimi 6nlemek i¢in KCI doygun bir koprii, onun {izerinde KCl) en Ustte de
icine 1-2 damla AgNO3; damlatilmis doygun KCI ¢ozeltisi bulunur. Elde edilen bu
cozeltiye u¢ kismi1 AgCl ile kaplanmis giimiis bir tel daldirilir bu sekilde Ag/AgCl
elektrodu hazirlanir (Sekil 2.7). Ag/AQCI elektrodu asagida verilen tepkimeye dayanir:

AgCl +e «+ Ag(k)+CI™

Giimiis tel
S
T

p

_ Doygun KC1 +1-2
damla AgNO,

Eref )

Kat1 KC1

Ej < H KClI doyurulmus
L ~._ agartipa

Gozenekli tipa

Sekil 2.7 Ag/AgCl elektrodun sematik gosterimi

Karsit elektrot

Karsit elektrot (yardimci elektrot) calisma elektroduyla bir ¢ift olusturarak elektrigin
¢ozelti iginden gecerek ¢alisma elektroduna ulagsmasini saglar. Pt tel/levha, civa havuzu

veya altin gibi inert materyallerden yapilir. Meydana gelebilecek istenmeyen akimlarin
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tizerinden geg¢mesini saglar ve elektrokimyasal reaksiyonda yer almaz. Calisma

elektrodundan daha genis bir yiizey alanina sahiptir (Thomas ve Henze 2001).

2.2.1 Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal doniistiiriiciiye sahip olan biyosensorlerdir. Bu biyosensorlerde bir
elektrot doniistliriici  elemanm1  olarak  kullanilir. TUPAC (1999)’a goére bir
elektrokimyasal biyosensor elektrokimyasal bir doniistiiriicii elementi ile dogrudan
temas icerisinde olan ve ii¢ boyutlu yapisini1 koruyan biyolojik tanima elemaninin bir
araya gelmesiyle olusan, kantitatif/yar1 kantitatif analitik bilgi saglayan analitik
cihazlardir (Thévenot vd. 2001). Elektrokimyasal biyosensorler biyolojik bir olaymn
elektriksel bir sinyale doniistimiinde gorev alirlar. Boylece hedef analitin ya da biyolojik
ornekteki igerigin analizi gerceklesir. Elektrokimyasal biyosensorler bir elektriksel
ozelligin (rezistans, akim, potansiyel, kapasitans, impedans) 6l¢limii esasina dayanir. Bu
amagla potansiyometri, konduktometri, amperometri ya da voltametri gibi farkl
yontemler kullanilmaktadir. Kondiiktometrik biyosensorler, biyolojik tiir ile analitin
reaksiyonu sonucunda metal elektrot ¢ifti arasindaki iletkenlik de§isimini Olger.
Potansiyometrik biyosensorler, ¢aligma elektrodundaki potansiyelleri referans elektroda
karst Olglimiinii saglar. Amperometrik biyosensorler ise sabit potansiyelde
elektrokimyasal tiirlerin kimyasal reaksiyonunda olusan ve analit derisimi ile iliskili

olan akimu olger.

2.2.2 Elektrokimyasal biyosensorlerde kullanilan algilama sistemleri

Amperometrik doniistiiriiciiler

Amperometrik doniistiiriiciiler ¢caligma elektroduna uygulanan sabit potansiyel altinda
indirgenen veya yiikseltgenen tiirlin olusturdugu akim degerinin ya da akim
yogunlugunun 6l¢limii esasina dayanir. Akim yogunlugu, platin, altin ve karbon gibi
bir ¢alisma elektrodu yiizeyinde indirgenen ya da yiikseltgenen elektrokimyasal olarak

aktif tiirlerin derisiminin bir fonksiyonudur (Dzyadevych vd. 2008). Elde edilen akim
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elektron aktarim reaksiyonunun hizinin dogrudan Ol¢iimiidiir ve ayni zamanda analit

derisimi ile dogru orantilidir (Karunakaran vd. 2015).

Potansiyometrik doniistiiriiciiler

Potansiyometrik biyosensorlerde biyolojik tanima reaksiyonu redoks potansiyelinin
degisimine neden olur. Calisma ve karsit elektrot arasindaki potansiyel farkinin ya da
iki karsit elektrot arasina yerlestirilen bir gegirgen membranda olusan potansiyel
farkinin 6l¢timii esasina dayanir. Genellikle gecirgen membranda hedef tiire kars1 secici
olan biyoaktif materyaller bulunur. Bu amagla en sik enzimler kullanilir. Iyon segici
elektrotlar en fazla kullanilan potansiyemetrik sensorlerdir ve enzim katalizli reaksiyon

sonucunda olusan veya tiiketilen tiirlin 6l¢iimiinii esas alir (Bard ve Faulkner 1980).

Kondiiktometrik doniistiiriiciiler

Biyotanima olayr ile iyonik derisim degisir ve bu degisiklik kondiiktometrik
biyosensorler ile izlenebilir. Kondiiktometrik biyosensorler, metal elektrot ¢ifti
arasindaki iletkenlik degisimini 6lger. Bu elektrotlar birbirine belli mesafededir ve bir
AC potansiyeli uygulandiginda kars1 elektrotta akim akigina neden olur (Mikkelsen ve
Rechnitz 1989). Kondiiktometrik dl¢timler diger elektrokimyasal tekniklere gore daha

az hassastir ve olusan cevap tampon kapasitesine dnemli 6l¢lide baghdir.

2.3 Voltametri

Voltametri elektrokimyasal analizlerde en sik kullanilan yontemdir. Voltametrik
tekniklerde hem akim hem de potansiyel olgiiliir. Pik potansiyeli analizlenen maddeye
Ozgidiir, pik akim yogunlugu ise ilgili tiirlerin derisimi ile orantilidir. Voltametrinin
diger yontemlere gore en onemli {stiinligi diisiik giiriiltiiye sahip olmasidir, bu da
biyosensor uygulamalarinda yiiksek hassasiyeti saglar (Bard ve Faulkner 2000). Ayrica
voltametri tekniginde farkli pik potansiyeline sahip olan maddelerin ¢oklu analizi aym
anda yapilabilir. Calisma elektrodu {izerinde maddelerin indirgenmesi ya da

yiikseltgenmesi sonucu olusan akima sirasiyla katodik ve anodik akim denir. Uygulanan
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potansiyele karsi Olgiilen akim grafigi voltamogram olarak adlandirilir. Bir
voltamogramdaki ii¢ temel unsur; artik akim, sinir akimi ve yar1 dalga potansiyelidir.
Potansiyel uygulandiktan bir siire sonra akimin degismedigi bir plato bolgesine ulasilir.
Bu akima sinir akimu (is) adi verilir ve elektroaktif tiiriin derisiminin sifira indigi andaki
akim degeridir. Sinir akimi, analitin kiitle aktarim islemiyle elektrot yiizeyine taginma
hizindaki sinirlamadan kaynaklanir. Sinir akimlar1 genellikle analizlenecek maddenin

derisimi ile dogru orantilidir ve potansiyelden hemen hemen bagimsizdir.
is=kCa

Burada, Ca analit derisimi, k ise bir sabiti ifade etmektedir. Bu akimin biiytkligi
analitin derisimine ve elektrot yiizeyine kiitle tasinim hizina baghdir. Kiitle tasimim
migrasyon (goc), difiizyon ve konveksiyon olaylari ile gergeklesir. Kiitle taginim hizina
adsorpsiyon ve desorpsiyon hizlart gibi elektrot tepkimesine eslik eden kimyasal
tepkime hizlar1 da etki etmektedir. Bu olaylarin tiimii meydana geliyorsa sinir akimda
her birinin katkis1 olacaktir. Bir elektrolit ¢ozeltisindeki maddenin bir yerden baska bir
yere tasinabilmesi icin bir kuvvet uygulanmasi gerekir. Bu kuvvet elektriksel veya
mekanik olabilir. Derisim farkinin neden oldugu tasinmaya “difiizyon”, elektriksel
kuvvetten kaynaklanan taginmaya ise “migrasyon”, karistirma ya da elektrodun dénmesi
gibi mekanik bir kuvvet sonucu gergeklesen tasinmaya ise “konveksiyon” adi verilir. Bu

tasinma gosterimleri sekil 2.8’de verilmistir.

Sekil 2.8 Kiitle tasinim yollarinin sematik gosterimi
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Cozelti ortamina, uygulama potansiyelinde elektroaktif olmayan ve derisimi analit
derigiminin 50—100 kat1 olacak sekilde bir elektrolit eklendiginde kiitle tasinimini bu
elektrolit iistleneceginden analitin migrasyon akimi en aza indirgenir. Bu gorevi yapan
elektrolitlere “destek elektroliti” adi verilir. Destek elektrolitler hem go¢ akimi

olustururlar hem de elektriksel iletkenlik saglarlar.

Elektrot yilizeyinde herhangi bir tepkime ger¢eklesmediginde kiiciik de olsa bir akim
gbzlenir. Bu akim “artik akim” olarak adlandirilir. Bu akim giderildiginde veya en aza
indirildiginde yontemin duyarlilig1 artar. Sinir akim ile artik akim arasindaki yiikseklige
difiizyon akimi (ig) denir ve elektroaktif analit derisimi ile dogru orantilidir. Yar1 dalga
potansiyeli difiizyon akiminin yarisina karsilik gelen potansiyel degeridir ve Ey, olarak
gosterilir. Bu deger elektroaktif maddenin tiirline ve ¢ozelti ortamina bagli olmakla

birlikte analit derisiminden bagimsizdir (Sekil 2.9).

A
i, LA
id
fa
2

»
>

E, E,V

Sekil 2.9 Dogrusal taramali voltamogram egrisi

Cozelti ve elektrot yiizeyi arasindan akimin iletimi sirasinda, elektrotlardan birinde
yiikseltgenme olayr gerceklesirken, digerinde indirgenme tepkimesi meydana gelir. Bu
reaksiyonlarda O ve R sirasiyla redoks ¢iftinin yiikseltgenmis ve indirgenmis seklini

ifade ettigi tepkime ile gosterilmektedir.

O+ne «——R
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Termodinamik kurallarla kontrol edilen sistemlerde, elektrot potansiyeli elektroaktif
tirtin elektrot yiizeyindeki derisimin [Co(0,t) ve Cgr(0,t)], Nernst esitligine gore

belirlenmesinde kullanilabilir.

E=E°+

2,3RT Co
log—=
nF C.

Bu esitlikte E° redoks tepkimesi icin standart potansiyeli, R gaz sabitini (8,314 J.K
mol ), T sicakhigi (°K), F farday sabitini (96485 C) ve n ise tepkimede aktarilan

elektron sayisini ifade etmektedir.

Cozelti ile elektrot ara yiizeyinden iki sekilde akim geger. Birincisinde elektrotlardan
birinde ylikseltgenme digerinde indirgenme olaymm meydana gelir. Bu sirada
elektronlarin dogrudan aktarimi ile akim iletilir. Bu tiir islemlere, bir elektrottaki
kimyasal reaksiyon miktarmin ge¢en akimla orantili oldugunu ifade eden Faraday
yasalarina uygun olmasi nedeniyle Faradayik islemler gecen akimlara ise Faradayik
akimlar adi verilir. Ozetle elektrokimyasal hiicrede ¢ozelti ile elektrot ara yiizeyindeki
yiikseltgenme/indirgenme tepkimesiyle tasinan akimdir. Bu akim analizi yapilacak

elektroaktif maddeden kaynaklanir.

Faradayik olmayan akim (kapasitif akim, ic) ise elektrot ylizeyi ile ¢ozelti arasindaki
yiiklii bir ¢ift tabakada olusan bir yiikleme akimidir. Bir elektrodun elektrolit icine
daldirilmasi ve negatif yiikle yiiklenmesi ile ¢ozeltideki pozitif yiiklii iyonlar elektroda
dogru hareket eder. Boylece ara yiizeyde bir gerilim farki olusur. Ters isaretli yiiklerin
ara ylizeye birikmesi ile bu bolgede bir elektriksel ¢ift tabaka olusur. Bu ¢ift tabaka bir
kapasitor gibi davranir ve kapasitorii yliklemek i¢in ortamda yiikseltgenecek ve
indirgenecek tiir olmasa bile bir akim olusur. Bu akim reaksiyona bagl degildir ve
kapasitif akim olarak adlandirilir. Kapasitif akim ne kadar diisiik olursa o kadar dogru

Olciim gerceklesir.
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2.3.1 Voltametrik tekniklerde kullanilan uyarma sinyalleri

Calisma elektrodu igeren elektrokimyasal hiicreye degistirilebilen potansiyellerde
uyarma sinyalleri uygulanirsa, bu uyarma sinyallerinin c¢esidine gore farkli akim
cevaplar1 olusur. En c¢ok kullanilan uyarma sinyalleri; diferansiyel puls, dogrusal

taramali, kare dalga ve tiggen dalgadir (Skoog vd. 2000) (Sekil 2.10) .

A A I 1 '
t t t t
Diferansivel puls  Dogrusal taramah Kare dalga Dl’:'rﬂﬁ;ﬁ:m.:rii
voliametrisi voltametri voltametrisi voltametri

Sekil 2.10 Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri

Doniisimlii voltametri

Doéniistimlii voltametri (CV) teknigi elektrokimyasal teknikler icinde en yaygin
kullanilan tekniklerden biridir. Cogunlukla elektrokimyasal analizde maddelerin
elektriksel davranislarini incelemek amaciyla kullanilir. Kantitatif tayinlere dayali
analizlerde pek tercih edilmezler ¢iinkii bu yontemde duyarlilik 10 uM ile sinirlidir.
Doniistimlii ~ voltametri  elektrokimyasal analizlerde ylizey modifikasyonunda,
elektrotlarin karakterizasyonlarinda, tepkime mekanizmalarimin aydinlatilmasinda,
elektrot  yiizeyinin  kararhi@inin  arastirilmasinda ve  indirgenme-yiikseltgenme
tepkimelerinde ortamin etkisinin incelenmesinde oldukc¢a genis bir kullanim alani
bulmaktadir (Colak 2014). Bu teknikte potansiyelin zamanla degismesi tarama hizi
olarak adlandirilir. Potansiyel bir E; baslangi¢ potansiyeli ile E; potansiyeli arasinda

yapilirsa metot dogrusal taramali voltametri adim1 alir. Eger E; potansiyeline ulastiktan
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sonra ayni tarama hizinda ilk tarama yoOniine gore ters yonde bir tarama yapilirsa bu

metodun adi donisiimli voltametri olur. Ters taramada potansiyel E;’de kalabilecegi

gibi bagka bir E3 potansiyeline de geri donebilir (Sekil 2.11).

Potansivel

'

E|-'

.

Faman

Sekil 2.11 Dogrusal taramali ve donilisimli voltametri tekniklerinde potansiyel

taramasinin zamanla degisimi

Katodik
O —R

I

pc
. l ..... »
Potansiyel / V / s f
o Kapasitif

I Akim

Faradayik
Akim

Anodik

Akim / pA

Sekil 2.12 Pt elektrot yiizeyinde ferro/ferrisiyaniir redoks ¢iftinin

voltamogrami

doniisimli

Belirli bir potansiyel araliinda Slgililen akimlarin grafige gecirilmesi ile doniistimlii

voltamogramlar elde edilir. Sekil 2.12°de goriildiigli tlizere baslangigta sadece

yiikseltgenmis halde bulunan “O” negatif potansiyele dogru ilerledik¢e indirgenmeye
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baslar ve “R” tiirii olusur, katodik akim artar. Potansiyelin yonii tersine dondiiglinde bu
kez “R” molekiilleri tekrar “O” molekiillerine yiikseltgenir ve anodik pikte bir artis
gozlenir. Tersinir bir tepkime i¢in derisim ile pik akiminin iliskisi Randles-Sevcik

esitligi ile verilir.

Ip = 2,69x10° 2 4, C° DV V>

Ip amper cinsinden pik akimini, n aktarilan elektron sayismni, Ag elektrodun yiizey
alamm (cm?), C° derisimi (M), D difiizyon katsayisini (cm?.s %) ve v tarama hizini (V.s~
') belirtmektedir. Bu esitlikten anlagilacag: iizere maddenin pik akimi tarama hizinin

karekokii ve elektroaktif tiirtin derigimi ile dogru orantilidir (Bard ve Faulkner 2000).

Diferansiyel puls voltametrisi (DPV)

Bu yontemde uyarma sinyalleri dogrusal bir tarama sirasinda periyodik pulslarin
olusturulmasiyla gerceklestirilir. Bu yontemle yar1 dalga potansiyelleri arasinda
yaklasik 0,05 V’luk bir fark olan maddelerin bile pik akimlari elde edilebilmektedir.
Duyarlilik sinir1 107-10® M’dir. Bu yontemde duyarliligin yiiksek olmasinin temel
nedeni faradayik akimin yiiksek, kapasitif akimin en diisiik oldugu anda Glgiimiin
yapilmasidir. DPV yonteminde, dogrusal bir tarama sirasinda calisma elektroduna
periyodik pulslar uygulanir (Sekil 2.13). Puls uygulanmadan 6nce ve sonra iki kez akim
Ol¢iiliir. Puls basina elde edilen akimdaki fark uygulanan potansiyele karsi grafige
gecirilir. Elde edilen voltamogramin yiiksekligi analizi ger¢eklesen maddelerin derisimi

ile dogrusal olan akim piklerinden olusmaktadir (Bond 1980, Pletcher ve Group 2001).
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Potansiyel. V

Eb =

Siire, s

Sekil 2.13 Diferansiyel puls voltametrisinde uygulanan potansiyel dalgasinin sekli ve
yontem parametreleri

(Eb: baslama potansiyeli, E: pik potansiyeli, Es: bitig potansiyeli, AEp: puls genligi, tp: puls siiresi, Ea:
basamakli adim yiiksekligi, T: puls periyodu, @:akim 6l¢iimii)

Kare dalga voltametrisi

Kare dalga voltametrisi son derece hizli ve duyarli bir tekniktir. Ilk kez Barker
tarafindan gelistirilmistir. Voltamogramin tamami 1 saniyeden daha kisa bir siirede
yapilabilir. Kare dalga voltametrisinin potansiyel-zaman dalga sekli simetrik kare
dalgalardan olusur ve sekil 2.14°te goriilmektedir. Bir kare dalganin tamamlanma siiresi
olan periyot 7'ile gosterilir. Birbirini izleyen kare dalgalar arasindaki yiikseklik farkina
basamakli adim yiiksekligi denir ve AES ile gosterilir. Bu teknikte pulsun pozitif (1) ve
negatif (2) kisminin sonuna dogru iki kez 6l¢iilmekte ve bunlarin farki alinmaktadir.
Ileri puls bir katodik akimi (i1), geri puls da bir anodik akimi (iz) olusturur. Ai farki
potansiyele kars1 grafige gecirildiginde voltamogram tek pik seklinde elde edilir. Bu
yontemde tayin sinirlar 10'-10® M arasindadir (Osteryoung ve Osteryoung 1985, Hart
1990, Skoog vd. 2000).
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AE

Potansiyel, V

Siire. s

Sekil 2.14 Kare dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumu ve ydntem
parametreleri

(ii: ileri yonlii akim, ig: geri yonlii akim, AE: basamakli adim yiiksekligi, Ep: ileri yonlii puls genligi, —Ep:
geri yonlii puls genligi, Et (1/f): puls periyodu, f: frekans)

2.4 Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi

Impedans, direncler, kapasitdrler veya indiiktorlerin birlesiminden olusan bir devre
boyunca bir akim gectiginde toplam kompleks dirence karsilik gelir. Elektrot-¢ozelti
arayiizeyinde meydana gelen elektrokimyasal dontisimler deneysel impedans
spektrumuna karsilik gelen elektronik esdeger devrenin bilesenleriyle modellenebilir.
Ozellikle Randles ve Ershler elektronik esdeger devre modeli, arayiizey olgusunu
modellemek i¢in yararhidir. Bu model, ¢ift tabaka kapasitansint (Cgj), elektrolit
¢ozeltisinin ohmik direncini (Rs), elektron veya yiik transfer direncini (Rp veya Rct) ve
iyonlarm bulk ¢dzeltiden elektrot yiizeyine difiizyonuyla olusan Warburg empedansini
(W) igerir. Arayiizeyin impedansi, Ohm yasasinin uygulamasindan tiiretilir ve bir gergek
(Z") ve bir sanal (Z") olmak tizere asagidaki esitlikte goriildiigii gibi iki bilesenden
olusur (Wang 2006a).
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Impedans spektroskopi, elektrokimyasal hiicreye kiiciik genlikli salinim yapan bir
siniizoidal voltaj sinyali (o frekansta) uygulamasini ve akim cevabini dlgmeyi igerir.
Nyquist egrisi olarak bilinen Faradayik impedans spektrumu, gercek sayilar tizerindeki
sanal sayilara bagimlidir ve arayiizey ve elektron transfer reaksiyonlariyla ilgili bilgi
verir. Nyquist egrileri, genellikle diiz bir ¢izgiyi takip eden eksen iizerinde uzanan bir
yar1 dongii bolgeyi icerir (Sekil 2.15) (Wang 2006a). Daha yiiksek frekanslarda
gozlenen yar1 dongii kismi elektron-transfer-sinirli olaylara karsilik gelirken, diisiik
frekans araligindaki diiz ¢izgi diflizyon-sinirh olaylar1 gosterir (Zeybek 2010). Boyle bir
spektrum elektron transfer kinetiklerini ve difiizyonla ilgili 6zellikleri agiklamak igin
kullanilabilir. Cok yavas elektron transfer islemi oldugunda impedans spektrumu biiyiik
yar1 dongii bolgeyle karakterize edilirken, ¢ok hizli elektron transfer islemi oldugunda
yalnizca dogrusal kisim igerir. Yar1 dongiiniin ¢api, elektron transfer direncine (Rp)
esittir. Yiiksek frekansta yar1 dongiiniin Z' ekseniyle kesim noktas1 RS ye karsilik gelir

(Wang 2006a).

Kinetik kontrol Kitle transfer Ca
kontrol |

Z"” (ohm)

Ra Warburg

J [
ﬂs R+ R20°C4y  Rs+Rq 7’ (ohm)

Sekil 2.15 Nyquist egrisiyle gosterilen impedans spektrumu ve esdeger devre
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2.5 Elektrokimyasal DNA Biyosensorleri

Tanima elemani olarak kullanilan DNA molekiiliiniin elektrokimyasal dontistiiriiciilerle
birlestirilmesi ile olusturulan biyosensorlerdir. (Mikkelsen 1996, Palecek vd. 1998,
McGown vd. 1995, Mascini vd. 2001). DNA biyosensorleri dizisi belli olan
hibridizasyon olaylarmin izlenmesinde (Mikkelsen 1996, Wang vd. 1996a) ve DNA ile
etkilesime girebilecek maddelerin analizlerinde (Wang vd. 1998b, Brett vd. 1998)

kullanilmaktadir.

DNA biyosensorii hazirlanmasinda; hedef dizi ile eslesecek prob dizi gevirici yiizeyine
immobilize edilir, hedef dizi ile tanima olay1 ger¢eklesir. Burada amag hibridizasyon ile
hedef dizinin tayinidir (Drummond vd. 2003). DNA ve kiiciik molekiiller arasinda
meydana gelen etkilesim; DNA transkripsiyonu ve replikasyonu, gen mutasyonlart ve
DNA’ya 0zgii tasarlanmis ilag molekiillerinin mekanizmalari, genetik hastaliklarin
tayini gibi calismalarda 6nemli bir yer bulmaktadir. Son 10 yildaki ¢alismalarda
elektrokimyasal DNA biyosensorleri bu anlamda timit verici konulardan biri haline
gelmistir (Dogan-Topal vd. 2009, Ebrahimi vd. 2015). Niikleik asitlerin tanima elemani
olarak kullanildig1 biyosensorler, antikor ve enzim kullanilan biyosensorlerden daha
kararl1, kolay hazirlanabilir ve tekrar kullanabilirligi daha yiiksektir (Brett vd. 1997,
Ozsoz vd. 2003). DNA’nin dort azotlu bazi arasinda elektron yogunlugu en yiiksek ve
yiikseltgenme gerilimi en diisiik olmasi nedeniyle DNA ile yapilan ¢alismalar genellikle
guanin bazinin yiikseltgenmesine dayanmaktadir (Steenken ve Jovanovic 1997).
Elektrokimyasal DNA biyosensorlerinde ¢alisma elektrodu olarak altin, cams1 karbon,
karbon, platin, perde baskili ve tek kullanimlik kalem grafit elektrotlar oldukga sik
kullanilmaktadir (Steel vd. 1998, Lucarelli vd. 2004, Dogan-Topal ve Ozkan 2011b).
Son zamanlarda elektrot performansini arttirmak ve DNA immobilizasyonu i¢in uygun
bir matriks ortami saglamak amaciyla, elektrot yiizeylerini cesitli polimer filmlerle
kaplamak ilgi ¢ekici bir alan olusturmaktadir (Yang vd. 2008, Feng vd. 2011, Sui vd.
2013, Mai vd. 2014, Ouyang vd. 2014, Koyuncu Zeybek vd. 2015).

Brabec vd. (1981) tarafindan karbon elektrotlar kullanarak dogal ve sentetik niikleik

asitlerin elektrokimyasal yiikseltgenme davraniglari arastirilmistir. dsSDNA yapisindaki
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adenin-timin ve guanin-sitozin baz ciftlerinin yiikseltgenme pikleri diferansiyel puls

voltametri teknigi kullanilarak belirlenmistir (Brabec 1981).

Palecek (1988) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada niikleik asitlerin nanomolar
derisimlerinin katodik siyirma voltametrisi teknigi ile tayin edilebilecegini belirlemistir.
Calisma elektrodu olarak civa elektrot kullanilmis ve tayin akiimiilasyon ve
immobilizasyon basamaklarini igeren adsorptif siyirma voltametri teknigi ile
yapilmistir. Bunun sonucunda DNA ile etkilesime giren maddelerin tayinlerinde yeni

bir yaklasim oldugu bildirilmistir (Palecek 1988).

Wang ve arkadaglari (1999) tarafindan, DNA’nin elektrokimyasal yontemlerle dogrudan
tayin edilmesinin, DNA hasarinin belirlenmesinde, elektroforetik ayrimlarda, ¢esitli
hibridizasyon ¢iplerinin gelistirilmesinde olduk¢a Onemli oldugunu belirtilmistir.
Elektrokimyasal analiz cihazinda zemin diizeltmesi yapilarak, adsorptif siyirma
voltametri tekniginin DNA ve RNA’nin diisiik miktarinda tayinlerini sagladigi, ayrica
geleneksel kati elektrot voltametrisinin olumsuz yonlerini yok ettigi gosterilmistir

(Wang vd. 1999).

Oliveria-Brett vd. (2004) tarafindan genis pH araliginda DNA’nin monofosfat
niikleotitlerinin camsi1 karbon elektrotta diferansiyel puls voltametri yontemi ile
elektrokimyasal yiikseltgenmesini ¢alisilmistir. Elektrot ¢api, destek elektroliti ve pH
gibi deneysel parametreler optimize edilerek en iyi pik akimi ayrimmin gorildigi
kosullar belirlenmistir. Gelistirilen yontemin fizyolojik pH’de DNA’da bulunan dort
bazin eszamanl ve iyi ayrim saglayarak nanomolar diizeyde teshis sinir1 elde edildigi

belirtilmistir (Oliveira-Brett vd. 2004).

Karsinojenik maddeler ve onlarin metabolitleri tarafindan olusan DNA yiikseltgenme
tirtinleri tiimor olusumu ile dogrudan ilgilidir. Bu ylizden DNA ile ¢esitli maddelerin
etkilesim tiirlerinin incelenmesi DNA hasar mekanizmalarinin aydinlatilmasinda
olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir (Wogan vd. 2004, Baird vd. 2005). Bu etkilesim ¢evre
ve gida giivenligini tehdit eden bilesiklerin Kalitatif ve kantitatif tayinlerinde
kullanilabilir (Mascini 2002, Ohe vd. 2004, Jakubowski ve Trzcinka-Ochocka 2005).
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2.6 Niikleik Asitler

Niikleik asitler genetik bilgiyi depolayan ve nesilden nesile aktarilmasini saglayan canli
organizmanin yapisinda bulunan (bazi viriisler hari¢) niikleotit birimlerinden olugmus
polimerik molekiillerdir (Lehninger vd. 2005). En bilinen niikleik asitler
deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asittir (RNA). Ayrica peptit niikleik asit
(PNA), locked niikleik asit (LNA), glikol niikleik asit (GNA) ve treoz niikleik asit gibi
yapay niikleik asitler de bulunmaktadir. Bu niikleik asitleri dogal DNA ve RNA’dan
ayiran tek fark molekiil omurgalarindaki bazi degisikliklerdir (D6nmez 2014).

2.6.1 Deoksiriboniikleik asit

DNA molekiiliiniin yapis1t Watson ve Crick tarafindan aydinlatilmistir. DNA canli
hiicrelerde bulunan ve canli organizmada genetik bilginin nesilden nesile aktarimini
saglayan kimyasal bir polimerdir. DNA molekiilii niikleotit adi verilen birimlerden
olusur (Bostick vd. 2007). Her bir niikleotit birimi; deoksiriboz sekeri, fosfat grubu ve
azotlu bir bazdan olusur (Saenger 1984) (Sekil 2.16).

Azotlu baz
Q
O-— II) -0 0
O- Pentoz
Fosfat HOH HH

Sekil 2.16 DNA yapisini olusturan niikleotit birimi

DNA’da adenin (A) ve guanin (G) piirin bazlari, sitozin (C) ve timin (T) pirimidin
bazlar1 bulunur (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17 DNA’nin yapisindaki piirin ve pirimidin bazlar

Baglanmay1 saglayan fosfat kopriileri, ardisik niikleotitlerin sekerlerinden birinin 5'—
fosfat grubu ile digerinin 3'-hidroksil grubu arasinda kurulur (Sekil 2.18). Fosfat
grubuyla pentoz sekeri arasinda olusan bu kovalent omurgaya baglanan azotlu bazlar

birbirine diizenli baglanmis yan grup goriiniimiindedir (Lehninger vd. 2005).

o]

o/ ],.'O
~P— N
;0 (/
] / NH
N
\b/ NA
NH,
HO

Sekil 2.18 DNA molekiiniin seker-fosfat omurgasini olusturan fosfodiester baglari

Watson ve Crick (1953) yilinda DNA’nin ii¢ boyutlu yapisi i¢in 6nerdikleri modele gore
DNA tek bir eksen iizerinde saga donen birbirine sarilmis iki iplikgikten olusmustur.
Deoksiriboz ve fosfat gruplarindan olusan omurga hidrofilik yapida olup su ile etkilesim
igindedir. Azotlu organik bazlar ise i¢ kisma gomiilii, birbirlerine ¢ok yakin ve eksene
dik konumdadir. DNA’y1 olusturan iki ipligikteki bu azotlu bazlar birbiriyle hidrojen

baglar1 yaparak zincirlerin birbiriyle karsilikli eslesmesini saglar. Olusan sarmal yap1
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tizerinde biiyiik oluk (major groove) ve kii¢iik oluk (minor groove) yapilari meydana
gelir (Sekil 2.19). Bu modele gore guanin ile sitozin arasinda {glii, adenin ile timin
arasinda ise ikili hidrojen bagi kurulur. G-C/A-T oram yiikseldikce DNA sarmalindaki

zincirler birbirinden daha zor ayrilir (Lehninger vd. 2005).

Major

Sekil 2.19 DNA sarmali iizerinde olusan oluklar

2.6.2 DNA bazlarimin elektrokimyasal 6zellikleri

DNA’nin elektroaktifligi ilk kez 1950 yilinda E. Paladek tarafindan One siirtilmiistiir.
DNA’nin elektroaktifligi seker veya fosfat grubuyla degil azotlu bazlar ile agiklanmigtir
(Pale¢ek 1996). Tek sarmal DNA’da adenin, sitozin ve guanin bazlarinin
elektrokimyasal olarak indirgenmesi damlayan civa elektrot kullanilarak arastirilmistir.
Doniistimli voltametri tekniginde, adenin ve sitozinin indirgenmesi tersinmezdir ve
katodik pik olduk¢a negatif potansiyelde goriilmektedir. Guanin indirgenmesi ise
oldukca negatif potansiyelde ortaya ¢ikmaktadir ki bu potansiyel hidrojen ¢ikisina
yakindir (Palecek vd. 2007). Guanin, adenin, sitozin ve timin bazlar1 uygun pH’lerde
yiikseltgenebilirler (Oliveira Brett ve Matysik 1997b, Oliveira Brett ve Matysik 19973,
Oliveira-Brett vd. 2004). Piirinlerin (adenin ve guanin) yiikseltgenmeleri i¢in daha
diisiik potansiyeller gerekirken, pirimidinler (sitozin ve timin) i¢in ¢ok daha yiiksek
potansiyeller gerekir. Bu potansiyellerin de oksijenin ¢ikis potansiyeline yakin
olmasindan 6tiirli bu bazlarin tayinini giiclestirmektedir. Bu sebeple DNA’nin oksidatif
degisikliklerinin piirin bazlar1 lizerinden analizi daha uygun hale gelmistir (Oliveira-
Brett vd. 2004). Guaninin yiikseltgenmesi ile ilgili reaksiyon sekil 2.20°de verilmistir.

Bu yiikseltgenmenin iki basamakta gerceklestigi belirtilmistir. Birinci basamakta 2 e~ ve
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2 H* kaybedilerek 8-oksoguanin olusur. Ikinci basamakta ise geri doniisiimlii olarak
tekrar 2 e ve 2 H” verir (Li vd. 2010).

0
I
H
N~ ]\— W:N —
HQN)%N I ierg /I\ - )\N/ Ny Ny

Sekil 2.20 Guanin bazinin elektrokimyasal yiikseltgenmesi (Wang vd. 2001)

("J—Z

Adenin bazinin kat1 elektrot yiizeyinde yiikseltgenmesinin toplamda 6 e ve 6 H*
kaybederek ii¢ basamakta meydana geldigi bildirilmistir (Sekil 2.21) (Wang vd. 2001).

H.N H,N H|2N HTN
l | H
. y L
-~ = 2 =
Qe 0w 8930wy
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Sekil 2.21 Adenin bazinin elektrokimyasal yiikseltgenmesi (Wang vd. 2001)
2.6.3 DNA ile ilgili baz1 terimlerin tanimlamalari

DNA biyosensorlerinde kullanilan bazi terimlerin kisa agiklamalar1 asagida sunulmustur

(Dervan 1988, Sinden 1994).

Oligoniikleotit: Birden fazla niikleotitin bir araya gelerek olusturdugu yapidir.

Baz cifti: Birbirinin eslenigi olan iki bazi ifade eder, bazlarin arasina nokta konularak
gosterilir; A.T ve G.C gibi.

rob: Baz dizilimi bilinen oligoniikleotitdir.
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Hedef dizi (Target): Prob dizinin karsiligini igeren oligoniikleotit dizisidir.

Yanlis eslesen dizi (mismatch): Bir veya daha fazla bazi hedef diziden farkli olan ve

yanlis eslesmeye neden olan oligoniikleotit dizisidir.

Rastgele dizi (non-complementary): Biitin bazlar1 hedef diziden farkli olan

oligoniikleotit dizisidir.

Hibridizasyon: Prob dizi ile analizi yapilacak hedef dizinin karsilikli dsDNA’y1
olusturmasi islemidir (Sekil 2.22). DNA’da guanin ile sitozin ve adenin ile timin
birbirinin tamamlayicisidir. iki dizilim arasinda tek bir baz bile farkli olsa, bu

baglanmay1 zorlastirir (Dangler 1996).

Hibridizasyon

—

Prob dizi

Sekil 2.22 DNA hibridizasyonu
2.6.4 DNA veya Prob dizilerinin elektrot yiizeyine immobilizasyon yontemleri

Elektrokimyasal DNA biyosensorlerinin tasariminda en 6nemli asama DNA’nin elektrot
yiizeyine immobilizasyonudur. Prob dizinin yilizeye baglanmasi kolay ve saglam bir
sekilde gergeklestiginde hedef dizi ile etkilesim daha kolay olur ve olusan hibritin dis
etkenlerle yiizeyden ayrilmasi gibi olumsuz etkiler de ortadan kalkar. immobilizasyon
yontemleri; adsorpsiyon, tutuklama, kovalent baglama ve biyotin-avidin etkilesimi

olarak siralanabilir:

31



Adsorpsiyon

Elektrot yiizeyine DNA immobilizasyonundaki en kolay yontemdir. Herhangi bir
kimyasal veya DNA dizi modifikasyonu gerektirmez. Bu yontemde DNA problari
elektrot yiizeyine rastgele bolgelerden ve ¢ok noktadan baglanir (Pividori vd. 2000).

(1) Fiziksel adsorpsiyon

DNA biyosensorii, elektrodun DNA iceren ¢ozeltiye daldirilmasi ve belirli bir siire
bekletilmesi ile olusturulur. Bu tiir immobilizasyon genellikle karbon elektrotlara,
iletken polimerlere, altin elektrotlara ve civa elektrotlara uygulanmistir (Pividori vd.

2000)

(1) Elektrokimyasal Adsorpsiyon

Elektrot yiizeyine pozitif bir potansiyel uygulanmasi ile yiizeyde olusan pozitiflige,
negatif ylikli DNA’nin elektrostatik olarak baglanmasi ile yiizeye paralel bir tutunma

saglanir.

Tutuklama

Prob dizi ile monomer ayni hiicre i¢ine alinarak doniisiimlii voltametri yontemi ile
polimerlesme devam ederken prob DNA polimerik matriks i¢ine tutuklanir (Velusamy
vd. 2011).

Kovalent baglama

Kovalent baglamada problar elektrot ylizeyine kovalent baglarla baglanir. Bu yiizden
problarin yiizeyden ayrilmasi diger yontemlere gore daha giictiir. Genellikle altin ve
karbon elektrotlar i¢in kullanilir. Altin elektrotlarin kullanilmasi durumunda oncelikle

yiizey 3-merkaptopropiyonik asit veya L-sistein ile modifiye edilerek yiizeyde tiyol
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gruplarinin olusmasi1 saglanir. Daha sonra N-hidroksisiiksinimit (NHS) ve etil
karbodimit (EDC) gibi kovalent ajanlar kullanilarak NH, fonksiyonel gruplu probun
yiizeye giiclii bir sekilde baglanmasi saglanir. Elektrodun karbon olmasi durumunda 3-
merkaptopropiyonik asit gibi bir reaktife ihtiya¢ duyulmamaktadir (Erdem ve Ozsoz
2001, Kara vd. 2007).

Avidin-biyotin etkilesimi ile prob immobilizasyonu

Avidin ya da streptavidin ile biyotin kompleksleri DNA biyosensorlerinde yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Avidin ve streptavidin tetramerik bir proteindir. Biyotin kiigiik
yapili ve avidin/streptavidin baglanma afinitesi yiiksek olan kii¢iik bir molekiildiir. Ug
pH ve sicaklik degerlerinden, organik ¢oziiciilerden fazla etkilenmemektedir (Pividori
vd. 2000). Bu islemde once elektrot yiizeyine avidin damlatilir. Sonra biyotin isaretli
prob ¢ozeltisine daldirilarak immobilizasyon gergeklestirilir. Bu yontemin dezavantaji

elektrot yiizeyinde olabilecek spesifik olmayan baglanmalari arttirabilmesidir.

2.6.5 Elektrokimyasal DNA biyosensorlerinde dizi algilama yontemleri

Elektrokimyasal DNA biyosensorleri ile dizi algilanmasi temel olarak tek zincirli
DNA’nin (ssDNA) veya dsDNA’nin isaretli ya da isaretsiz teknikler kullanilarak
elektrokimyasal davraniglarindaki farkliliklar incelenerek yapilmaktadir. Diziye 6zgiin
DNA biyosensorleri, bir doniistiiriici ve prop diziden olugsmaktadir (Wang vd. 1998c).
Hibridizasyonun algilanmasinda antikanser ilaglar, organik boyalar, metal kompleksler,
enzimler veya metal nanopartikiiller siklikla kullanilmaktadir. Hibridizasyonun

belirlenmesinde asagidaki dort temel yaklasimdan yararlanilir;

» ssDNA veya dsDNA’lara segici bir sekilde baglanan isaretleyicinin
indirgenme/yiikseltgenme pik akimindaki artig ya da azalisin incelenmesi,

» Elektroaktif bazlar olan guanin veya adeninin yiikseltgenme/indirgenme
sinyallerindeki artis ya da azalisin incelenmesi,

» Enzim etiketli problarla hibridizasyon sonrasi substratin elektrokimyasal

sinyalinin takip edilmesi,
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» Hedef dizi ile hibridizasyon sonrasi nanopartikiil isaretli problarin

elektrokimyasal sinyallerinin izlenmesi (Kerman vd. 2004).

Indikatore dayali DNA dizi algilama yontemleri

Bu yontemde ya DNA’ya interkale olabilen (metal kompleksler, ilaglar) (Barton vd.
1986, Carter ve Bard 1987, Carter vd. 1989, Millan ve Mikkelsen 1993, Kolakowski vd.
1996) ya da DNA’daki bazlarla etkilesebilen elektroaktif maddeler (Takenaka vd. 1990,
Erdem vd. 1999) kullanilir. Prob ile hedef dizinin hibridizasyonu sonucu olusan hibrit
ile etkilesen indikatoriin artan ya da azalan sinyali elektrokimyasal cevap olarak
kullanilir (Millan vd. 1994, Mikkelsen 1996). Indiktdr olarak Ru(I) (Johnston ve Thorp
1996), Co(lll) (Takenaka vd. 1990, Cai vd. 1997), Os(ll), Os(IV)’iin (Maruyama vd.
2002, Flechsig ve Reske 2007) 1,10-fenantrolin ve 2,2’-piridin kelatlar1 sik

kullanilmaktadir.

(1) Interkalator madde ile DNA dizi algilanmasi

Bir maddenin ¢ift sarmal DNA’nin arasimna girerek birikmesine interkalasyon denir.
Boyle bir durumda madde ile dsDNA’nin etkilesiminden sonraki sinyal tek sarmal
DNA’ya gore yiiksektir (Sekil 2.23) (Barton vd. 1986, Carter ve Bard 1987, Cai vd.
1997).
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Sekil 2.23 Interkalatér madde ile DNA dizi algilanmasi

(I) DNA bazlarnin en az biriyle etkilesen bir indikator ile algilama yontemi

Indikatdr olarak kullanilan madde DNA’nin guanin baziyla etkilesiyorsa bu durumda
Sekil 2.24’teki gibi tek sarmal DNA’da guanin baziyla etkilesimi daha serbest
olacagindan sinyal cift sarmal DNA ile etkilesimine gore daha yiiksektir (Millan ve
Mikkelsen 1993).
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Sekil 2.24 Guanin baziyla etkilesen bir indikator ile DNA dizi algilanmasi

Indikator kullanilmadan vapilan DNA dizi algilama yontemleri

Elektrot yiizeyine immobilize edilen tek sarmal prob diziye ait guanin sinyalleri hedef
dizi ile hibridizasyon sonrasi azalir, bu azalma hibridizasyon tayinine yonelik sinyal

olarak kullanilir (Sekil 2.25) (Wang vd. 1998a, Wang vd. 1998c, Erdem vd. 2004).
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Tek sarmal DNA (prob)  Cift sarmal DNA (hibrit)
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Sekil 2.25 Indikatdrsiiz DNA dizi algilama yontemi

2.6.6 Tlac-DNA  etkilesimlerinin  elektrokimyasal DNA biyosensorleri ile
algilanmasi

Yeni sentezlenen maddelerin, ilag etken maddelerinin DNA ile etkilesim
mekanizmalarinin hizli ve dogru bir sekilde belirlenmesi amaciyla tanima yiizeyi olarak
DNA’nin kullanildig1 biyosensorler gelistirilmektedir. Analizi yapilacak maddelerin

DNA ile etkilesimleri ii¢ yolla gergeklesir;

» Nikleik asitin negatif yiiklii seker-fosfat omurgasina maddenin elektrostatik
olarak baglanmasi,
» dsDNA yapisindaki biiyiik (major) ve kii¢iik (minor) oluklara baglanmast,

» dsDNA’nin baz giftleri arasina interkalasyon yaparak baglanmasi.

Niikleik asitler hiicre boliinmesi (DNA replikasyonu) ve protein sentezi (transkripsiyon
ve translasyon) gibi hiicresel siire¢lerde onemli bir role sahiptirler. Bu siire¢ saglikli
hiicrelerde oldugu gibi antikanser ilaglar icin hedef olan kanser hiicrelerinde de
meydana gelir. DNA ile etkilesen kiigilk molekiiller etki mekanizmalarina gore

siiflandirilirlar. DNA ile etkilesen molekiiller temel olarak dort gruba ayrilir;

» DNA’daki kiiciik oluklara yerlesen oluk baglayicilar,

» Bagz giftleri arasina tutunan interkalatorler,
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» DNA ile dogrudan kimyasal olarak etkilesen ve DNA’nin alkillenmesine neden
olan alkilleyici ajanlar,
» DNA zincirini kirarak par¢alanmasina neden olan ajanlar.

Bu siniflardan her biri farkli bir yapiya sahiptir ve DNA ile farkli sekilde etkilesirler.

Oluk baglayicilar

Kiiciik oluk baglayict molekiiller bir seri heterosiklik ya da aromatik hidrokarbon
halkalarinin bir araya gelmesiyle olusur. Bu yapilar rotasyonel serbest doniise sahip
oldugundan molekiilin DNA cevresindeki su molekiilleriyle yer degistirerek kiigiik
oluga baglanmasi saglanir. Bu tip baglanmay1 gosteren ilaglara yapilar1 Sekil 2.26’da
gosterilen distamisin ve netropsin drnekleri verilebilir.

NH,

NH,
o) o)

Y NH HN HN\)LNH NH,
H
~( 0 H,N ﬂ
AN e RO SN
N m “Me NH; N m
Me (0] N (6] Me o] N (6]

Distamisin Netropsin

Sekil 2.26 Distamisin ve netropsin’in molekiil formiilleri
Distamisin ve netropsin DNA’nin kiiciik olugunda bulunan A-T bazlarmin yogun
oldugu bolgelerde adenin bazinin 3 numarali azotu (N3) ve timin bazinin 2 numarali

oksijeni (O2) ile hidrojen bagi yapar ve Van der Waals kuvvetleriyle etkilesir (Sekil
2.27).
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Sekil 2.27 Distamisin’in DNA ¢ift sarmalinin kiigiik oluguna baglanmasi

DNA’nin negatif vyiiklii seker-fosfat omurgasi molekiilin amidin gruplariyla
etkilesebilecek sekildedir. Fakat ilag molekiilii, guaninin 2 numarali karbona bagli
amino grubunun neden oldugu sterik engelden dolayr DNA’nin kiiciik olugundaki G-C
baz ¢iftlerine yaklasamaz (http://www.atdbio.com/content/16/Nucleic-acid-drug-

interactions#Introduction).

Interkalatorler

Diizlemsel halka sistemine sahip bazi maddeler, DNA baz c¢iftleri arasina yerleserek
kuvvetli bir sekilde DNA’ya baglanirlar. Bu olaya “interkalasyon” denir (Sekil 2.28).
Etkilesime giren maddenin yapisina bagli olarak, bu etkilesim tersinir veya tersinmez
olabilir (Wakelin ve Waring 1976, Wang vd. 1996b). interkalasyon DNA zincirinin
kirllmasina neden olarak DNA’ya bagimli RNA sentezini de engellemektedir.
Interkalasyon ile DNA’ya baglanan bazi ilaglarin etki mekanizmalar1 bu sekilde

aciklanmaktadir (Frederick vd. 1990).
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Sekil 2.28 Interkalasyon baglanmasinin gosterimi

DNA-ilag etkilesimleri DNA biyosensorleri kullanilarak hizli ve kolay bir sekilde
algilanabilmektedir. Bu algilama DNA’nin yapisindaki elektroaktif bazlar olan guanin
ya da adenin yiikseltgenme sinyali kullanilarak veya etkilesime giren maddenin
elektrokimyasal yiikseltgenme/indirgenme sinyali {izerinden gergeklesebilir. Bu
sinyallerdeki degisiklige gore DNA-ilag etkilesimleri hakkinda yorum yapilabilir
(Erdem ve Ozsoz 2002). Genellikle pik guanin bazinin yikseltgenme pik
potansiyelindeki pozitif kaymanin interkalasyona, negatif yone kaymanin ise

elektrostatik baglanmayi gosterdigi bildirilmistir (Carter vd. 1989).

DNA-ilag etkilesimleri X-iginlar1 kristalografisi, UV-Vis spektroskopisi, dairesel
dikroizm, florimetri, viskozluk ol¢limii, erime noktasi tayini gibi farkli teknikler
kullanlarak incelenmektedir (Miiller ve Crothers 1975, Friedmann ve Brown 1978,
Levison vd. 1998, Gibson 2002, Sirajuddin vd. 2013). Elektrokimyasal yontemler,
DNA-ilag etkilesimlerinin incelenmesinde kolay kullanim, diisiik maliyet, hizli ve
giivenilir sonug vermelerinden dolayi son yillarda oldukga sik kullanilmaktadir (Erdem
ve Ozsoz 2002).
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Plambeck ve Lown (1984) tarafindan yapilan bir calismada antikanser ilaci
doksorubisin ile dsDNA arasindaki etkilesim asili civa damla elektrot kullanilarak
adsorptif styirma voltametrisi teknigi ile incelenmistir. Etkilesim sonrasi doksorubisin
sinyalindeki azalma go6zlenmistir. Bu azalmanin ilacin dsDNA’ya interkalasyon ile

baglanmasindan kaynaklandigi rapor edilmistir (Plambeck ve Lown 1984).

Wang vd. (1998b) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise antikanser ilact daunomisin
ile dsDNA arasindaki etkilesim perde baskili karbon, karbon pasta ve donen disk
elektrot yardimiyla incelenmis ve ilacin dsDNA’ya interkalasyon ile etki ettigi

bildirilmistir (Wang vd. 1998b).

Zhou ve arkadaslari tarafindan antitimor, antistres ve antiviral etkinlige sahip bir ilag
olan magnololiin elektrokimyasinin aydinlatilmasi ve DNA ile etkilesiminin
aciklanmasi i¢in bir ¢alisma yapilmistir. Calismada magloliiniin DNA ile etkilesimi hem
elektrokimyasal hem de spektroskopik olarak belirlenmis ve sonuglar bu maddenin
elekrokimyasal ylikseltgenmesinin tersinmez bir sekilde bir elektron ve bir proton
aktarimiyla gerceklestigini gostermistir. DNA ile ilacin etkilesim tiiriiniin elektrostatik
oldugu bildirilmistir (Zhou vd. 2010a).

Banitaba ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada salmon spermi dsDNA ile
riboflavin (vitamin B2) arasindaki etkilesim kalem grafit elektrot kullanilarak adenin ve
guanin bazlarinin elektrokimyasal yiikseltgenme akimlarindaki azalma diferansiyel puls
voltametri teknigi ile arastirilmistir. Optimum kosullarda riboflavinin dogrusal ¢alisma
aralign 0,5-70 pg/ml, teshis sinir1 ise 0,34 pg/ml olarak hesaplanmistir. Riboflavinin
farmasotik doz formlarinda ve idrarda tayini yapilmig, biyosensoriin - tekrar

tiretilebilirligi ve uygulanabilirligi de incelenmistir (Banitaba vd. 2011).

Guo ve calisma arkadaslan tarafindan anti-tiimor ilag olarak kullanilan tamoxifen ile
sigir timiis dASDNA’s1 ile iliskisi ilag ve DNA’nin elektrokimyasal yiikseltgenme pikleri
cakistig1 igin, sifir akim potansiyometrisi teknigi kullanilmistir. dSDNA, karbon pasta
elektrot {izerine immobilize edilmis ve ilacin teshis smir1 1,1x10" M olarak

belirlenmistir (Guo vd. 2011).
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Dogan-Topal ve Ozkan (2011) tarafindan antikanser bir ilag olan fulvestrant’n dsDNA
ile modifiye edilmis kalem grafit elektrot kullanilarak elektrokimyasal davranisi
incelenmis ve farmasotik formiilasyonda tayin yapilmistir. Calismada, diferansiyel puls
voltametri teknigi ile ilag-DNA iliskisi, guaninin yiikseltgenme sinyalindeki azalma
izlenerek incelenmistir. Fulvestrant ilact i¢in 1,0-20,0 pg/mL araligi iginde guanin
yiikseltgenme sinyaline bagli bir dogrusal aralik elde edilmistir (Dogan-Topal ve Ozkan
2011a).

Dogan-Topal ve Ozkan (2011) tarafindan kanser tedavisinde kullanilan bir ilag olan
16prolidin dsDNA ile etkilesimi incelenmistir. Bu amagla ilag, aktive edilmis kalem
grafit elektroda immobilize edilmis ve etkilesim sonrasi guanin yiikseltgenme pikindeki
azalma izlenerek ilag tayin edilmeye ¢alismistir. Caligmalarda 0,2—6,0 pg/mL arasinda
bir dogrusal calisma araligi elde edilmis ve teshis sinir1 ise 0,06 pg/mL olarak
belirlenmistir (Dogan-Topal ve Ozkan 2011b).

Abbar ve arkadaslar1 (2012) hemorolojik ilag pentoksifilinin ¢ok duvarl karbon nanotiip
modifiye karbon pasta elektrotta doniisiimlii ve diferansiyel puls voltametrisi ile
elektrokimyasal yiikseltgenmesini incelemislerdir. Calismada yiikseltgenme prosesinin
tersinmez oldugu ve adsorpsiyon kontrollii davranig gosterdigini belirtmislerdir.
Optimum kosullarda pentoksifilinin calisma araligmi 3,0x107°—2,0x10"* M, tayin alt
stirimi 1,69x107" M ve biriktirme siiresini ise 180 s olarak rapor etmisler ve farmasétik

formiilasyonda ve idrar 6rneklerinde pentoksifilinin tayinini yapmislardir (Abbar vd.
2012).

2.6.7 Tla¢c-DNA etkilesimlerinin UV-Vis spektroskopisi ile incelenmesi

UV-Vis spektroskopisi, DNA ile kiigiik molekiillerin etkilesiminin incelenmesinde en
cok kullanilan yontemlerden birisidir. Bu yontemde DNA’nin ya da DNA ile etkilesime
giren molekiiliin UV—Vis absorpsiyon bandlarindaki degisikler izlenir. Bu degisiklikler
hipokromik, hiperkromik, batokromik veya hipsokromik etkilerden olarak siralanabilir.
DNA’ya baglanan molekiil interkalasyon yapiyorsa absorpsiyon bandlarinda

hipokromism ve batokromism etkisi gozlenir ¢iinkii interkalasyon DNA’nin baz ciftleri
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ile kiigiik molekiiliin kromafor grubu arasindaki bir tiir istiflenme etkilesimidir. DNA
baz ciftinin 7 orbitali kiigiik molekiillerin =" orbitalleriyle bir ¢ift olusturarak mn—
7" konjugasyonu olusturur, bdylece n—n~ gecis enerjisindeki fark azalir ve absorpsiyon
bandinda batokromik bir kayma goriiliir. Ayrica kiigiik bir molekiill DNA’ya interkale
oldugunda molekiilin kromafor grubu ile DNA’nin baz c¢ifti arasindaki uzakligin
azalmasi absorpsiyon bandinda hipokromisme neden olur (Xu vd. 2009, Sirajuddin vd.
2013). DNA ile kii¢iik molekiiller arasinda elektrostatik bir etkilesim oldugu durumda
molekiiliin DNA’nin yapisin1 ve konformasyonunu degismesi nedeniyle hiperkromik

etki gozlenir (Sirajuddin vd. 2013).

Kiiciik molekiiller DNA’ya oluk baglanmasi ile etkilestiginde ise absorpsiyon bandinda
onemli 6l¢iide bir kayma gézlenmez bu durum DNA’nin oluklarindaki azotlu bazlarla
kompleksin kromafor grubunun elektronik halinin ¢akismasiyla iligkilidir (Fukuda vd.
1990, Tanious vd. 1992, Shah vd. 2013).

2.7 Nitrofurantoein ilac ile Tlgili Bilgiler

Nitrofurantoin (NFT, (N-(5-nitro-2-furildin)-1-aminohidantoin), Sekil 2.29), nitrofuran
tiirevi Uiriner patojenlerin ¢oguna kars1 etkili, genis spektrumlu antibakteriyel etkili bir
ilagtir. Diislik derisimlerde bakteriostatik, bunun tstiindeki derigimlerde ise bakterisid
(bakteri oldiiriicii) etki gosterir. DNA ve RNA sentezinde, karbohidrat metabolizmasi ve
diger metabolik yollarda gorev yapan bakteriyel enzimleri inhibe eder. Nitrofurantoin’in
birgok yol iizerine etki etmesi, bakteriye karsi direng gelisimini giiglestirir. Oral alimdan
kisa siire sonra glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler sekresyonla yiiksek seviyede idrara
gecmesi nedeniyle alt iiriner sistem enfeksiyonlarinda kullanilir. Uropatojenleri de
kapsayan genis gram pozitif ve gram negatif etkinligi vardir. P mirabilis ve
Pseudomonas tiirlerine etkinligi disiiktiir. Gram negatif ve Enterobacter, Escherichia
coli, Klebsiella, Salmonella ve Staphylococcus aureus gibi gram pozitif bakterilere
etkinligi yiiksektir. Nitrofurantoin genellikle idrar yollar1 enfeksiyonlarinda ve mesane
kanseri gibi kanser tiirlerinde de kullanilmaktadir (Hammam 2002, Kamat ve Lamm
2004).
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Nitrofurantoin

Sekil 2.29 Nitrofuranton’in kimyasal yapisi

Farmakokinetik ozellikler

Nitrofurantoin makrokristalleri 6zel olarak formiile edilmektedir. Emilim hizini kontrol
ederek bulanti sikligin1 azaltmak ig¢in kristal boyutu kontrollii bir sekilde
belirlenmektedir. Klinik ve preklinik c¢aligmalar makrokristalize nitrofurantoin’in
hastalarda bulant1 goriilme sikligin1 azalttigimi gostermektedir. Oral yolla alinan
makrokristalize nitrofurantoin {ist gastrointestinal sistemden kolaylikla, ancak

mikrokristalize formuna gore daha yavas ve daha az absorbe olur.

Dagilim

Nitrofurantoin bir¢ok viicut doku ve sivilarina dagilir, safraya, siite, beyin omurilik
stvisina, plasenta yoluyla fetusa gecer. Dagilimi esnasinda biyolojik zarlardan gegisi
pasif diflizyonla olmaktadir. Ancak bobrek tiibiilleri, safra ve meme bezleri epitelinden

aktif taginma ile salgilanir.

Biyotransformasyon

Alman tek oral dozdan sonra nitrofurantoin’in %2044’ 24 saat iginde degismemis
molekiil olarak, %11 ise aminofurantoin metaboliti olarak metabolize olur. Kalani ise

viicut dokularinda ve karacigerde metabolize veya inaktive olur.
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Eliminasyon

Makrokristalize nitrofurantoin’in alinmasindan genellikle 4-5 saat sonra maksimum
idrar atilimi gergeklesmektedir. Eliminasyon yar1 émrii yaklagik 30 dakika veya daha
kisadir.  Ilacin  idrardan  geri  kazamimi  yaklasik  %25-30  oranindadir

(http://www.ilacrehberi.com/).

2.8 Gemsitabin ilac ile Tlgili Bilgiler

Niikleobazlarin niikleozit analoglari sitotoksik, immiin sistemi baskilayici ve antiviral
ozellikleriyle farmasotik sinifta bulunan bilesiklerdir ve pirimidin niikleozit analoglari
kanser tedavisinde etkili olan tiirevlerdir. Gemsitabin (GEM, (2,2-diflorodeoksisitidin)
(dFdC), Sekil 2.30), sitidinin niikleozit analogudur. Tek basina veya platin tiirevi
ilaglarla birlikte kullanimi ileri evre mesane ve meme kanseri tedavisinde kullanilir
(Carmichael ve Walling 1997, Galmarini vd. 2002, Shelley vd. 2011, Walter vd. 2013).
Doksorubisin ile beraber kullaniminda karaciger (Lombardi vd. 2011), lokal ileri evre
veya metastatik kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri tedavisinde sisplatin ile birlikte ilk
basamakta endikedir. Sisplatin’in kontrendike oldugu hastalarda tek basina ya da
sitostatik ilaglarla birlikte kullanilabilir (Xiong vd. 2004, Frampton ve Wagstaff, 2006).
Gemsitabin ayrica sisplatin ya da taksan ilaglarina direng gosteren over kanseri
tedavisinde de kullanilir. Gemsitabin lipofilik karakteri nedeniyle niikleozit membran
tastyicilart ile hiicre i¢ine kolaylikla girer. Burada fosforillenerek DNA sentezinde
sitidin tiirevleri ile yarigir. Gemsitabin trifosfatin yiiksek derisimi sitidin trifosfat (CTP)
sentetazi inhibe eder, sitidin monofosfat (CMP) deaminaz ise CTP’nin diisiik derisimde
kalmasin1 saglar (Galmarini vd. 2002). Boylece GEM trifosfat etkinligi artar. GEM
biyolojik aktivitesini iki sekilde gosterir. Birinci yolda DNA tamir mekanizmasinin
tetiklenmesine katilmasi s6z konusudur. Burada restriksiyon enzimleri bazlarin kesilip
cikarilmasindan sorumludur, gemsitabini yapidan ¢ikaramadigi icin replikasyon durur
(Galmarini vd. 2002). ikinci yolda ise riboniikleotit rediiktaz inhibe ederek DNA sentezi

bloke olur, boylece ve yeni sarmalin sentezi engellenir.
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Sekil 2.30 Gemsitabin’in ve Sitidin’in kimyasal yapist

Gemsitabin, kanser tedavisinde kullanilan diger ilaglarla kiyaslandiginda tek
kullannminda ve kombine edilmis kemoterapilerde kabul edilebilir yan etkileri ve
toksisitesiyle hastalarda iyi tolere edilir (Lombardi vd. 2001, Xiong vd. 2004, Frampton
ve Wagstaff, 2006, Maraveyas vd. 2012).

Farmakodinamik 6zellikler

Solid tiimorlerin ¢oguna karsi etkili olan gemsitabin insan tiimor hiicrelerini igeren
cesitli kiiltiir ortamlarinda sitotoksik etki gostermistir. Gemsitabin’in etki mekanizmasi
faz spesifiktir ve DNA sentez doneminde (s-fazi) olan hiicreleri oldiiriir ve belirli
kosullarda hiicre dongiisiinde G1/S fazi gegisini bloke eder. Yapilan calismalarda
gemsitabin’in in vitro sitotoksik etkisinin derisime ve zamana bagimli oldugu

belirlenmistir.

Etki mekanizmasi

Gemsitabin (dFdC) bir pirimidin antimetabolitidir ve hiicre igerisinde niikleozit kinazlar
ile aktif difosfat (dFdCDP) ve trifosfat (dFACTP) niikleotitlerine metabolize olur.
Gemsitabin’in sitotoksik etkisi, dFACDP ve dFdCTP’ye baglh iki ayr1 mekanizma ile
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DNA sentezini inhibisyonu sonucu olusur. Ik énce, DNA sentezi i¢in deoksisitidin
trifosfat (dCTP) olusturan reaksiyonlar1 katalizleyen riboniikleotit rediiktaz dFdCDP
tarafindan inhibe edilir. Bu enzimin dFdCDP ile inhibisyonu sonucu dCTP de azalma
meydana gelir. Ikinci olarak, dFdCTP DNA’nin yapisina girmek igin dCTP ile yaris

icine girer.

Farmakokinetik ozellikler

Dagilim

Merkezi kompartmana dagilim hacmi, kadinlar i¢in 12,4 L/m? , erkekler i¢in 17,5 L/m?,
Periferal kompartmana ise dagilim hacmi, 47,4 L/m? dir. Periferal kompartman hacmi,
cinsiyete bagli degildir. Dagilim hacmi, infiizyon siiresinin uzamasiyla artar. 70
dakikadan daha az siire uygulanan infiizyon sonucunda dagilim 50 L/m?dir. Uzun siireli
infiizyonda bu miktar 370 L/m’dir. Gemsitabin’in plazma proteinlerine baglanma orani

thmal edilebilir diizeydedir.

Biyotransformasyon

Gemsitabin karaciger, bobrekler, kan ve diger dokularda sitidin aminaz tarafindan hizla
metabolize edilir. Gemsitabin, hiicre igerisinde niikleozit kinazlar ile aktif difosfat
(dFdCDP) ve trifosfat (dFdCTP) niikleozitlere ve aktif olmayan dFdU’ya metabolize
olur. Goriiniirdeki dFdU olusumu gemsitabin Klerensinin %91-98’i arasinda degisir.
Ana metaboliti olan dFdU aktif degildir ve idrarda saptanir. Idrarla atilim %10°dan daha
azi, degismemis ilag olarak atilir. Renal klirens, 2—7 L/saat/m?’dir. Haftalik uygulanan
dozun  %99’u  dFdU seklinde idrarla ve %11 de fecesle atilir
(http://www.ilacrehberi.com/).
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2.9 Kaynak Arastirmasi
2.9.1 Nitrofurantoin ile ilgili kaynak arastirmasi

Fogg ve Ghawji (1988) tarafindan yapilan bir ¢alismada, akis enjeksiyon amperometri
yontemi ile nitrofurantoin ve asetazolamit tayini asili civa damla elektrodu kullanilarak
yapilmustir. Nitrofurantoin i¢in dogrusal ¢alisma araligi —0,70 V’da doygun kalomel
elektroda karsi Britton Robinson (BR) tamponunda (pH 7,5) 1-50 mg/L olarak
bulunmustur. Asetazolamit i¢in ise —0,85 V’da 0,1 M HCl igerisinde 10—70 mg/L olarak
elde edilmistir. ilaglarin tablet formiilasyonlarinda tayinleri basarili bir sekilde
yapilmistir (Fogg ve Ghawji 1988).

Antibakteriyel etkili madde nitrofurantoin tayini asili civa damla elektrodu kullanilarak
pH 2-11 arasinda incelenmis ve nitro grubunu amino grubuna doniistimiinden
kaynaklanan bir indirgenme piki gozlenmistir. Kare dalga voltametrisi kullanilarak
cozelti fazinda, farmasotik formiilasyonlarda, insan serumu ve idrarinda elde edilen
sonuclar degerlendirildiginde hassas ve tekrarlanabilir degerler bulunmustur.
Nitrofurantoin igin geri kazamm degeri 100,68+0,17 (n=5) ve teshis sinir1 1,32x107° M
olarak elde edilmistir (Hammam 2002).

Yola ve Ozaltin (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada antibakteriyel etki gdsteren
nitrofurantoin’in (NFT) dsDNA ile etkilesimi asili civa damla elektrot (HMDE)
kullanilarak incelenmistir. Nitrofurantoin pH 7,1 BR tamponunda, -1,192 V
potansiyelde tersinmez bir indirgenme piki vermistir. Dontisiimli  voltametri,
diferansiyel puls voltametri ve UV/Vis spektroskopisi yontemleri nitrofurantoin ile
buzag: timus DNA arasindaki etkilesimi aydinlatmak icin kullanilmistir. flag ile DNA
arasindaki baglanma sabiti 8,22(+0,05)x10° M ve ilacin DNA’ya baglanma orani 1:3
olarak bulunmustur. Kronokulometri ile yapilan ¢alismalarin sonucunda ise
nitrofurantoin ve nitrofurantoin~-DNA i¢in hesaplanan difiizyon katsayilar1 sirastyla
1,10 (£0,03)x10° cm? s ve 3,67 (£0,03)x10° cm? s olarak hesaplanmustir.
Elektrokimyasal ve spektroskopik sonuglara gore nitrofurantoin’in  DNA’ya

interkalasyon ile baglandig: rapor edilmistir (Yola ve Ozaltin 2011).
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2.9.2 Gemsitabin ile ilgili kaynak arastirmasi

Kalanur vd. (2009) tarafindan yapilan bir calismada antikanser ila¢ gemsitabin
hidrokloriir’iin camsi karbon elektrotta elektrokimyasal yiikseltgenmesi voltametrik
teknikler kullanilarak ¢alisilmistir. GEM 40,927 V’da geri doniisimsiiz  bir
yiikseltgenme piki gostermistir (pH 7,4 fosfat tamponu). GEM’in elektrokimyasal
davranigina tarama hizi, pH, sicaklik ve elektrolit tiiriiniin etkisi incelenmistir. GEM ve
DNA arasindaki etkilesim DPV ve spektroskopik teknikler ile arastirilmistir. DNA ile
ilag arasindaki baglanma sabiti ve baglanma orani sirasiyla 2,22x10° M* ve 1:2 olarak
bulunmustur. GEM igin dogrusal ¢alisma araligi 5,0x10°-7,5x10™* M ve teshis sinir1
1,06x10°® M olarak hesaplanmustir (Kalanur vd. 2009).

Buoro vd. (2014) tarafindan yapilan bir diger calismada, sitosin niikleozit analogu ve
antikanser ilag olan GEM’in elektrokimyasal davranisi camsi karbon elektrot ile
dontisiimlii, diferansiyel puls ve kare dalga voltametrisi yontemleri kullanilarak
arastirllmistir. Farkli pH’lerde hazirlanan destek elektrolitleri igerisinde ilaca ait
herhangi bir redoks davranisi gézlenmemistir. DNA ile GEM arasindaki etkilesim
inkiibasyon ¢ozeltilerinde ve elektrokimyasal DNA biyosensorii  kullanilarak
degerlendirilmistir. DNA’nin yapisal modifikasyonlari ve hasari guanozin ve adenozin
yiikseltgenme piklerindeki degisiklikler izlenerek belirlenmistir. DNA-GEM etkilesim
mekanizmasinin iki ayr1 adimda gergeklestigi bildirilmistir. Birincisi DNA sekansindan
bagimsiz ilerleyen ve DNA zincirlerinin kondenzasyon/agregasyonuna neden olan
adim, ikincisi ise G-C baz ciftine katilan guaninin hidrojen atomlarinin GEM’in riboz

kismindaki flor atomlart ile etkilesimi oldugu rapor edilmistir (Buoro vd. 2014).

2.9.3 AMT (5-amino-2-merkapto-1,3,4-tiyadiazol) ile ilgili kaynak arastirmasi

Kalimithu ve John (2009) AMT’ nin 0,1 M H,SO, igeren ortamda dontisiimli voltametri
teknigi ile elektropolimerizasyonunu rapor etmisler ve elde edilen polimer film kapli
GCE’yi fizyolojik pH’de L-sistein tayini i¢in kullanmiglar ve elektropolimerizasyon igin
onerilen mekanizmayi rapor etmislerdir (Sekil 2.31). +0,5 V’daki yiikseltgenme pikinin

tiyol grubunun distlfite (Sekil 2.31.a) ve +0,8 V’daki pikin ise amino grubunun
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yiikseltgenerek radikal katyona doniismesine (Sekil 2.31.b) isaret ettigi bildirilmistir.
Ardindan iki katyon radikali hidrazo bagiyla bir dimer olusturmustur. Dimer yapidaki
iki -NH grubunun yiikseltgenmesi iki basamakta meydana gelmistir. Ilk basamakta —
NH gruplarindan biri +1,22 V’da radikal katyon olusturmustur (Sekil 2.31.c), ikinci
basamakta ise diger —-NH grubu +1,45 V’da radikal katyon olusturmustur (Sekil
2.31.d.). Elektropolimerize film doniisiimlii voltametri, atomik gili¢ mikroskopi (AFM)
ve X-ismlart fotoelektron spektroskopisi (XPS) ile karakterize edilmistir. AFM
goriintiisiit P(AMT)’nin 15 dongii ile biriktirilmesi sonucu 25 nm kalinlikta kiiresel yap1
iceren homojen bir film seklinde kaydedilmistir. XPS’deki 163,5, 400,2 ve 398.,8
eV’daki baglanma enerjileri S-S, HN-NH ve N-N gruplar ile iligskilendirilmistir.
P(AMT) filmin sistein ve askorbik asitin voltametrik sinyallerini 480 mV’luk bir farkla
ayirdigr goriilmistiir (Kalimuthu ve John 2009c).
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Sekil 2.31 AMT nin elektropolimerizasyonu i¢in 6nerilen mekanizma (Kalimithu ve

John 2009)
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Kalimithu ve John (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada P(AMT) modifiye camsi
karbon elektrot kullanilarak askorbik asit ve irik asit varliginda folik asit tayini
yapilmustir. Yalin GCE elektrotta askorbik asit ve iirik asitin yiikseltgenme tirtinlerinin
elektrot yiizeyinde birikmesinden dolay1 folik asit tayini saglanamazken P(AMT)
modifiye GCE’de her bir tlire ait voltametrik sinyallerin ayr1 ayr tayin edildigi ve
yiikseltgenme sinyallerinin arttigi gériilmistiir. PCAMT) film modifiye elektrot 200 kat
askorbik asit ve 100 kat {irik asit miktarlarinda bile folik asit tayini i¢in ¢ok 1iyi secicilik
gostermistir. Amperometrik tayinde folik asit i¢in dogrusal aralik 1,0x107-8,0x10* M
arasinda ve teshis simir1 2,3x107% M (S/N=3). Hazirlanan modifiye elektrotla insan kan
serum Orneklerinde folik asit tayini basarili bir sekilde gergeklestirilmistir (Kalimuthu
ve John 2009d).

Kalimithu ve John (2009) askorbik asit, dopamin ve flirik asitin es zamanli tayinini
P(AMT) film kapli camsi1 karbon elektrot kullanarak gergeklestirmistir. Yalin GCE
tirlerin voltametrik sinyallerini ayiramazken, P(AMT) modifiye GC elektrot hem
pikleri ayirmis hem de ylikseltgenme sinyallerini arttirmistir. Askorbik asit, iirik asit ve
dopaminin artan yiikseltgenme sinyallerinin polimer film ile tiirler arasindaki
elektrostatik etkilesimden kaynaklandigi bildirilmistir. Amperometrik  yontem
kullanilarak askorbik asit, dopamin ve iirik asit i¢in teshis sinirlart sirasiyla 0,92 nM,

0,07 nM ve 0,57 nM olarak bulunmustur (S/N= 3) (Kalimuthu ve John 2009a).

Kannan ve John (2011) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise altin-AMT ¢ekirdek-
kabuk yapili nanopartikiil kompozit (p-GAMCS) modifiye GC elektrot ile secici,
duyarl ve kararh bir sekilde L-sistein tayini yapilmistir. Bu film camsi karbon elektrot
yiizeyinde p-GAMCS’nin potansiyodinamik metot ile biriktirilmesiyle elde edilmistir.
Olusturulan bu yap1 doniisiimlii voltametri ve AFM teknikleriyle karakterize edilmistir.
p-GAMCS nanopartikiil filmin AFM goriintiisiinde yaklagik 10 nm ¢apinda kiiresel
sekilli altin nanopartikiillerin homojen bir sekilde yer aldigi belirlenmistir. Fizyolojik
pH’de sistein i¢in yalin elektrotta herhangi bir cevap alinamazken p-GAMCS
nanopartikiil film modifiye GC elektrotta 0,51 V’da sisteine ait yiikseltgenme piki
gozlenmistir. Gelistirilen elektrot askorbik asit ve sisteinin es zamanli tayininde

kullanilmis ve bu tiirler arasinda 500 mV’luk bir pik ayrimi saglanmistir. L-sistein i¢in
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dogrusal galisma araligi 10 nM—140 nM arasinda elde edilmis ve teshis sinir1 3 pM (S/N
= 3) olarak hesaplanmistir. L-sistein i¢in yapilan insan kan serumu ve idrarinda yapilan

analizlerde oldukg¢a yiiksek geri kazanimlar elde edilmistir (Kannan ve John 2011).

Muti vd. (2013) P(AMT) modifiye tek kullanimlik grafit elektrotlar hazirlayarak bir
bisflavanoid olan quercetin tayinini gergeklestirmistir. P(AMT) yiizeyi SEM ve EIS ile
karakterize edilmistir. Elektropolimerizasyon kosullar1 doniisiimlii voltametri teknigi ile
optimize edilmistir. Gelistirilen elektrotlarin elektrokimyasal davranislart DPV ve EIS
yontemleriyle incelenmistir. Yalin elektroda gore P(AMT) kapli elektrotta quersetin
sinyalinin yaklasik alt1 kat arttig1 rapor edilmistir (Muti vd. 2013).

2.9.4 PDCA (2,6-piridindikarboksilik asit) ile ilgili kaynak arastirmasi

Li ve Ling (2013), P(PDCA) ve kimyasal olarak indirgenmis grafen modifiye cam
elektrot kullanarak guanin ve adeninin es zamanl tayinini gergeklestirtir. P(PDCA) cam
elektrot ylizeyi doniistimlii voltametri teknigi ile 10 dongii ile +0,1—+1,7 V arasinda, 20
mV/s tarama hizinda, taze hazirlanmis 2 mM PDCA igeren 0,2 M KCI igerisinde
kaplanmustir. Gelistirilen elektrot SEM ve Raman spektroskopisi ile karakterize edilmis
ve guanin ve adenin i¢in elde edilen voltametrik cevap 6nemli dl¢giide artmistir. Guanin
ve adenin i¢in dogrusal ¢aligma aralig: sirasiyla 0,05-4,5 uM ve 0,1-6,0 uM olarak
hesaplanmistir. Gelistirilen yontem buzagi timusu DNA’s1 ile de 6l¢iilmiistir ve iyi

sonuglar elde edilmistir (Li vd. 2013).

Deng vd. (2011) tarafindan P(PDCA) ve MWCNT modifiye camst karbon elektrot
kullanilarak guanin ve adeninin es zamanl tayini gergeklestirilmistir. Modifiye
elektrodun performansi CV ile karakterize edilmistir. DPV teknigi ile guanin ve
adeninin dogrusal ¢alisma araliklar1 belirlenmis, teshis sinirlart sirasiyla 0,045 M ve
0,05 M olarak hesaplanmistir (Deng vd. 2011).

Yang vd. (2007) tarafindan yapilan bir calismada PAT gen parcasinin tayini igin
P(PDCA) ve nanoaltin modifiye camst karbon elektrot hazirlanmistir. PDCA’nin

polimerlestirilmesi doniistimlii voltametri teknigi kullanilarak 18 dongii ile 60 mV/s
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tarama hiziyla 0,0 ile +2,0 V arasinda 1 mM PDCA igeren 0,1 M KCI igerinde
yapilmistir. DNA probu hazirlanan yiizeye immobilize edilmis, ardindan hedef diziyle
hibridizasyon saglanmistir. Calismada DPV, CV ve EIS kullanilmistir. Hedef dizinin
tayini, hibridizasyon sonrasi elektron transfer direncindeki (Re) artis {izerinden
yapilmistir. PAT gen parcast icin 1,0x10° M ile 1,0x10° M arasinda dogrusal bir
calisma aralig: elde edilmis ve teshis sir 2,4x10** M olarak bulunmustur (Yang vd.
2007).

Yang ve arkadaslari (2008) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada GCE yiizeyinde
karboksil fonksiyonlu SWCNT varliginda P(PDCA) filmi olusturulmustur.
Elektropolimerizasyon dontisiimlii voltametri teknigi kullanilarak 16 dongii ile 60 mv/s
tarama hiziyla —0,6 ile +2,0 V arasinda 1 mM PDCA igeren 0,1 M KClI igerisinde
yapilmistir. Ardindan poli(diallilmetil amonyum kloriir), hazirlanan negatif yiklii
elektrot ylizeyine adsorbe edilmistir. 5’ uglu DNA probu bu elektrot yiizeyine
immobilize edilerek PAT gene parcasini tespit etmek igin bir DNA biyosensorii
hazirlanmustir. PAT hedef dizi geni igin 1,0x10™ M ile 1,0x10° M arasinda dogrusal
caligma aralig elde edilmis ve teshis siniri 2,06x107*2 M olarak bulunmustur (Yang vd.
2008).

Raoof vd. (2009) camsi karbon elektrot yiizeyinde P(PDCA) filmi hazirlamistir.
Elektropolimerizasyon doniisiimlii voltametri teknigi kullanilarak 8 dongii ile 50 mv/s
tarama hiziyla 0,0 ile +2,0 V arasinda 1 mM PDCA igeren 0,1 M KCI igerisinde
yapilmistir. Ardindan yiizey altin nanopartikiil ve 1,2-naftokinon-4-siilfonik asit ile
modifiye edilerek nanokompozit hazirlanmistir. Naftokinon tiirevi, N-asetil sisteinin
elektrokimyasal yiikseltgenmesini katalizlemek i¢in kullanilmis ve potansiyelin 600
mV’a diismesi saglanmistir. N-asetil sistein i¢in dogrusal ¢aligma araligi 4,0x10°° M ile
1,3x10* M arasinda ve teshis sinir1 8,0x10”" M olarak elde edilmistir (Raoof vd. 2009).

Nikotinamit adenin diniikleotitin (NADH) elektrokimyasal tayini i¢in magnetik Fe3O4
nanopartikil ve P(PDCA) modifiye cams1 karbon elektrot hazirlanmistir.
Elektropolimerlesme doniisiimlii voltametri teknigi kullanilarak 16 dongii ile 60 mv/s
tarama hiziyla —-0,6 ile 2,0 V arasinda 1 mM PDCA igeren 0,1 M KCI igerinde
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yapilmistir. Fe3Os polimer kapli elektrot yiizeyine damlatilarak P(PDCA)/Fe3O4
kompoziti hazirlanmistir. Gelistirilen bu modifiye elektrodun NADH tayini igin genis
bir yiizey alani1 sagladigi, dogrusal calisma araliginin 5,0x10°% M ile 2,5x10° M
arasinda ve teshis sirinin 1,0x10 8 M oldugu rapor edilmistir. Ayrica, NADH sensorii
bitki ekstratlarinda antioksidant kapasitenin belirlenmesi i¢in kullanilmistir (Cui vd.
2011b).

54



3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Deneyde Kullanilan Arac¢ ve Geregler

3.1.1 Elektrokimyasal analiz cihazi

Tez kapsaminda voltametrik ve impedimetrik 6l¢iim islemlerinde FRA modiile sahip
Autolab PGSTAT 302N (Eco Chemie, Hollanda) potansiyostat/galvanostat cihazi
bilgisayar baglantili olarak ve NOVA 11.1 yazilmi ile birlikte kullanildi.
Elektrokimyasal analiz cihazi ara birim olarak Ttglii elektrot sistemine sahip

elektrokimyasal hiicre igermektedir.

3.1.2 Hiicre ve elektrotlar

Elektrokimyasal 6l¢tim islemlerinde sekil 3.1.a’da gosterilen BASi C3 hiicre standi ve
sekil 3.1.b’de gosterilen tiglii elektrot sistemi kullanildi. Calisma elektrodu olarak camsi
karbon elektrot (BASi MF-2070), referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrodu (BASI
MF-2021), karsit elektrot olarak platin tel elektrot (BASi MW-1032) kullanild:.

6,: ( Potansiyostat Cahgma Elektrotu
Referans l /
Elektrot \ Karsit Elektrot

Destek elektroliti icinde
monomer cozeltisi

Sekil 3.1.a. Olgiim islemlerinde kullanilan hiicre stand1 ve b. iiclii elektrot sistemini
igeren ¢alisma hiicresi

55



3.1.3 Kullanilan diger cihazlar

a) UV-Vis spektrofotometre : Shimadzu UV 1700 (PharmaSpec)

b) Viskozimetre : SI Analytics GmbH

c) pH metre : Thermo ORION 720 A
d) Vorteks : Isolab

e) Ultrasonik Banyo : Bandelin Sonorex

f) Otomatik mikropipetler : Eppendorf Research Plus
g) Hassas terazi : Kern

h) Manyetik karigtirict : Thermolyne Cimarec 2

i) Ultra saf su cihazi : Elga Purelab Option-Q
J) Santrifii : Jouan B4

Fourier transform infrared (FTIR) spektrumlari alinacak polimer kaplamalar, elektrot
yiizeyinden dogrudan Bruker Alpha spektrometresinin ATR baglantisina yerlestirildi ve
spektrumlar kaydedildi.

Hazirlanan polimer kaplamalarin yilizey fotograflart FEI Quanta 400F alan emisyon

taramali elektron mikroskobu ile alindi.

3.2 Deneyde Kullanilan Kimyasallar

Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddelerin adlari ve temin edilen firmalar

asagidaki ¢izelgede verilmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1 Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasallar

Kimyasal Adi Firma
Cift sarmal DNA (dsDNA) Serva Company
2,6-piridindikarboksilik asit Aldrich
5-amino-2-merkapto-1,3,4-tiyadiazol | Aldrich
Sodyum hidroksit Sigma
Hidroklorik asit Sigma
Asetik asit Sigma
Sodyum kloriir Sigma
Sodyum asetat trihidrat Sigma
Siilfirik asit Riedel de Haén

mono-Sodyum dihidrojenfosfat
dihidrat (NaH,PO4.2H,0)

Riedel de Haén

di-Sodyum dihidrojenfosfat Riedel de Haén
heptahidrat (Na,HPQ,.7H,0)

Potasyum kloriir Sigma
Gemsitabin.HCI Sigma
Nitrofurantoin Sigma
Gemful® Actavis
Piyeloseptyl® Biofarma
Askorbik asit Sigma
Urik asit Fluka
L-sistein Fluka
D-glukoz Fluka
Etanol Sigma
N,N-dimetilformamit Sigma

57



3.3 Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1 0,50 M asetat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi (pH 4,8)

0,2722 g sodyum asetat trihidrat ve 0,1154 ml asetik asit karistirilarak ultra saf su ile
hacim 1 L’ye tamamlandi. Ayrica ¢ozeltiye derisimi 0,02 M olacak sekilde 1,168 g
NacCl eklendi. Cozeltinin pH’1 0,1 M NaOH/HCI kullanilarak ayarlandi. Tiim tampon
cozeltilerin hazirlanmasinda 18,2 mega ohm’luk ultra saf su kullanildi. Tampon

¢oOzeltiler hazirlandiktan sonra +4°C’de buzdolabinda saklandi.

3.3.2 0,05 M fosfat tampon cozeltisinin hazirlanmasi (pH 7,4)

Toplam fosfat derisimi 0,05 M olacak sekilde sodyum dihidrojenfosfat dihidrat
(NaH,PO4.2H,0) ve disodyum monohidrojenfosfat heptahidrat’tan (Na,HPO4.5H,0)
uygun miktarlar tartildi ve saf suda ¢o6ziildii. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’1 0,1 M NaOH
veya 0,1 M H3PO, ¢ozeltileri kullanilarak ayarlandi.

3.3.3 dsDNA cozeltisinin hazirlanmasi

Derisimi 1000 mg/L olan stok dsDNA ¢ozeltisi, uygun miktarda katinin saf su ile
coziilmesi ile hazirlandi. Hazirlanan c¢ozelti 1500 pL’lik  hacimlerde tiiplere

paylastirilarak —20°C’de sakland.

3.3.4 Elektropolimerizasyon cozeltilerinin hazirlanmasi

Polimer film kapli elektrotlarin hazirlanmasi amaciyla, 1,0 mM 5-amino-2-merkapto-
1,3,4-tiyadiazol iceren 0,1 M H,SO4 ¢ozeltisi hazirlandi. Elektropolimerizasyon oncesi
¢ozeltide ¢oziinmiis olarak bulunan oksijeni uzaklastirmak amaciyla sistemden 15 dk

boyunca inert gaz olarak kullanilan yiiksek safliktaki (%99,99) N, gaz1 gecirildi.

1,0 mM 2,6-piridindikarboksilik asit iceren 0,1 M KCI ¢ozeltisi hazirlandi.

Elektropolimerizasyon Oncesi ¢Ozeltide ¢oziinmiis olarak bulunan  oksijeni
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uzaklastirmak amaciyla sistemden 15 dk boyunca inert gaz olarak kullanilan yiiksek
safliktaki (%99,99) N, gaz1 gegirildi.

3.3.5 ilac stok c¢ozeltileri

Derisimi 1000 mg/L olan nitrofurantoin stok ¢ozeltisi uygun miktarda katinin N,N-
dimetilformamit ile ¢oziilmesi ile hazirland1 ve ¢ozelti kullanilmadigi zaman +4°C’de

buzdolabinda muhafaza edildi.

Derigsimi 1000 mg/L olan Gemsitabin.HCI stok ¢dzeltisi uygun miktarda katinin saf su
ile ¢6ziilmesi ile hazirland1 ve ¢ozelti kullanilmadigi zaman +4°C’de buzdolabinda

tutuldu.

3.3.6 Girisim ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

L-Askorbik asit, D-glukoz ve L-sistein stok ¢ozeltileri her birinin derigimleri 0,1x102

M olacak sekilde hazirlandi.

Derisimi 0,1x10% M olan iirik asit ¢ozeltisi, ilgili katinin gerekli miktarlarda tartilip, %
0,45 (k/h) lik Li,COg3 ¢ozeltisinde ¢oziilmesiyle hazirlandi.

3.4 Camsi Karbon Elektrotlarin Temizlenmesi

Cams1 karbon elektrotlarin temizlenmesi, BAS firmasindan temin edilen, temizleme kiti
(MF 2060) ve li¢ farkli boyutta alumina tozundan hazirlanmis yiizey temizleme
stispansiyonlar1 (CF 1050 ve MF 2054) kullanilarak yapildi (Zambonin ve Losito 1997).
Bu sekilde temizlenen elektrotlar, sirasiyla etanole ve saf suya daldirilarak ultrasonik

banyoda tutuldu ve oda sicakliginda kurutuldu.
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3.5 Elektropolimerizasyon ile Modifiye Elektrotlarin Hazirlanmasi

3.5.1 Cams1 karbon elektrot yiizeyine poli-(5-amino-2-merkapto-1,3,4-tiyadiazol)
(P(AMT)) kaplanmasi

Cift sarmal DNA (dsDNA) adsorpsiyonunda uygun matriks ortaminin saglanmasi
amaciyla ylizeyleri temizlenmis camsi karbon (GC) elektrodun yiizeyi 5-amino-2-
merkapto-1,3,4-tiyadiazol’iin elektropolimerizasyonu ile kaplandi.
Elektropolimerizasyon doniisiimlii voltametri yontemi ile yapildi. Bu amacgla, Bolim
3.3.4°te belirtildigi gibi 1,0 mM AMT igeren 0,1 M H,SO, elektrokimyasal hiicreye
konuldu, i¢ine camsi karbon elektrot, Ag/AgCI referans elektrot ve platin tel elektrotlar
daldirildi. Déniistimlii voltametri teknigi kullanilarak ¢izelge 3.2°de belirtilen kosullarda
elektropolimerizasyon saglandi ve poli AMT (P(AMT)) modifiye GCE (GCE/P(AMT))
elde edildi (Kalimuthu ve John 2009c). Polimer film kaplanmis elektrotlar, kaplamadan
sonra, saf suya daldirildi ve polimerin yapisina katilmayan tiirler (monomer, bazi

oligomer, elektrolitler) uzaklastirildi.

Cizelge 3.2 AMT igin elektropolimerizasyon kosullari

Kullanilan Teknik Dontigiimlii voltametri

Potansiyel araligi 02Vile+1,7V

Tarama Hiz1 50 mV/s

Dongii Sayisi 15

Kullanilan Cozeltiler 1,0 mM AMT igeren 0,1 M
H,SO4

3.5.2 Cams1 karbon elektrot yiizeyine poli-(2,6-piridindikarboksilik asit)
(P(PDCA)) kaplanmasi

dsDNA adsorpsiyonunda uygun matriks ortaminin saglanmasi igin, yiizeyleri
temizlenmis camsi1 karbon elektrotlar 2,6-piridindikarboksilik asit’in  (PDCA)

elektropolimerizasyon yolu ile kaplandi. Elektropolimerizasyon doniisiimlii voltametri
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yontemi ile yapildi. Bu amagla Boliim 3.3.4’te belirtildigi gibi 1,0 mM PDCA igeren 0,1
M KCl elektrokimyasal hiicreye konuldu, i¢ine camsi karbon elektrot, Ag/AgCl referans
elektrot ve platin tel elektrotlar daldirildi. Doniisiimlii voltametri teknigi kullanilarak
Cizelge 3.3’te belirtilen kosullarda elektropolimerizasyon saglandi ve Poli PDCA
(P(PDCA)) modifiye GCE (GCE/P(PDCA)) elde edildi (Yang vd. 2007, Cui vd.
2011b). Polimer film kaplanmis elektrotlar, kaplamadan sonra, saf suya daldirildi ve
polimerin yapisina katilmayan tiirler (monomer, bazi oligomer, -elektrolitler)
uzaklastirildi. dsDNA’nin yiizeye adsorpsiyonu g¢alismalarinda P(PDCA) yiizeyinde
pozitif yiik olusturmak amaciyla GCE/P(PDCA) ylizeyine aktivasyon islemi uygulandi.
Bu amagla GCE/P(PDCA) yiizeyi, 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) i¢inde +0,4 V ile
+1,3 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls genliginde 10 ardisik

diferansiyel puls voltamogrami alinarak aktive edildi.

Cizelge 3.3 PDCA i¢in elektropolimerizasyon kosullari

Kullanilan Teknik Doniisiimlii voltametri
Potansiyel aralig 00Vile+2,0V

Tarama Hizi 60 mV/s

Dongii Sayisi 18

Kullanilan Cozeltiler 1,0 mM PDCA igeren 0,1 M KCI

3.5.3 Doniisiimlii voltametri (CV) ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi
(EIS) deneylerinin yapihisi

Yalin, polimer kapli ve dSDNA adsorbe edilmis polimer kapli camsi karbon
elektrotlarin CV &l¢iimleri 5,0 mM demir (I1) hekzasiyanoferrat ([Fe(CN)g]*) ve 5,0
mM demir (111) hekzasiyanoferrat ([Fe(CN)e]*) tiirlerini i¢eren (Fe(CN)s*"*) 0,1 M
KCI’de 50 mV/s tarama hizinda, —0,3 V ile +0,6 V potansiyel araliginda gergeklestirildi.
Elektrotlarin elektrokatalitik Ozelliklerini karsilastirmak i¢in anodik ve katodik pik
akimlar1 (sirastyla lpa Ve lpk) ve pik potansiyelleri (sirasiyla Epa ve Ep) Nova 1.11

yazilimi yardimiyla belirlendi. Pik ayrim potansiyelleri (AE,) degerleri hesaplandi.
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Yalin, polimer kapli ve dsDNA adsorbe edilmis polimer kapli camsi karbon
elektrotlarm EIS &lgiimleri, 5,0 mM Fe(CN)s® ™ iceren 0,1 M KCl’de agik devre
potansiyelinde 5 mV genlikle, 10° ile 10 Hz frekans araliginda gerceklestirildi.

3.5.4 Biyosensor cevabina polimer film kalinhginin etkisi

GCE yiizeyinde P(AMT) ve P(PDCA) olusumu Béliim 3.5.1 ve 3.5.2°de belirtildigi
sekilde yapildi. Biyosensor cevabina P(AMT) ve P(PDCA) kalinliginin etkisini
incelemek amaciyla farkli dongii sayilarinda P(AMT) ve P(PDCA) olusumu
gerceklestirildi. Bu dongii sayilart P(AMT) i¢in 5, 10, 15, 20, 30 ve P(PDCA) igin ise 5,
10, 18, 25, 30 olarak kullanildi. Belirtilen dongii sayilarinda elde edilen polimer kapli
elektrotlara dsDNA immobilizasyonu Boliim 3.6’da belirtildigi sekilde yapildi ve
guanin yiikseltgenme sinyalleri olgiilerek karsilagtirildi.

3.6 Polimer Modifiye Elektrotlara dsDNA’mn Immobilizasyonu icin En Uygun
Kosullarin Belirlenmesi

3.6.1 dsDNA derisiminin etKkisi

GCE/P(AMT) ve GCE/P(PDCA) elektrotlara dsDNA’nin immobilizasyonu pasif

adsorpsiyon yontemi ile yapildi.

GCE/P(AMT) elektrodu asetat tamponu (pH 4,8) iginde hazirlanmig olan 0,5-40,0
mg/L araliginda degisen derisimlerde dsDNA ¢o6zeltisine daldirildi. 15 dakika siireyle
potansiyel uygulanmaksizin karismayan ortamda bekletilerek dsSDNA, elektrot yiizeyine
adsorbe edildi.

GCE/P(PDCA) elektroduna dsDNA’nin immobilizasyonu i¢in asetat tamponu (pH 4,8)
icinde hazirlanmig olan 0,5-50,0 mg/L araliginda degisen derisimlerde dsDNA
cozeltisine daldirildi. 30 dakika siireyle potansiyel uygulanmaksizin karigmayan
ortamda bekletilerek dsDNA, elektrot yiizeyine adsorbe edildi. Daha sonra yiizeye
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baglanmayan dsDNA’larin uzaklastirilmasi amaciyla yikama islemi 0,5 M asetat

tamponu (pH 4,8) icerisinde 3 saniye bekletilerek gerceklestirildi.

Olgiim +0,4 V ile +1,3 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls genliginde
tarama yapilarak, 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda gergeklestirildi. +0,8 V

civarinda gozlenen guanin bazina ait yiikseltgenme sinyalindeki degisim incelendi.

3.6.2 immobilizasyon siiresinin etkisi

GCE/P(AMT) ve GCE/P(PDCA) elektrotlara dsDNA’nin immobilizasyonunda

optimum adsorpsiyon siiresinin belirlenmesi amaglandi.

GCE/P(AMT) elektrodu asetat tamponu (pH 4,8) iginde hazirlanmis olan 20,0 mg/L
derisimde dsDNA ¢ozeltisine daldirildi. 3-30 dakika araliginda degisen siirelerde
potansiyel uygulanmaksizin karismayan ortamda bekletilerek dSDNA, elektrot yiizeyine

adsorbe edildi.

GCE/P(PDCA) elektrodu asetat tamponu (pH 4,8) iginde hazirlanmis olan 40,0 mg/L
derisimde dsDNA ¢ozeltisine daldirildi. 3-40 dakika arahginda degisen siirelerde
potansiyel uygulanmaksizin karismayan ortamda bekletilerek dSDNA, elektrot yiizeyine
adsorbe edildi. Daha sonra yiizeye baglanmayan dsDNA’larin uzaklastirilmasi amaciyla
yikama islemi 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) igerisinde 3 saniye bekletilerek
gerceklestirildi.

Olgiim +0,4 V ile +1,3 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls genliginde
tarama yapilarak, 0,5 M asetat tamponu (pH 4,80) ortaminda gergeklestirildi. +0,8 V

civarinda gozlenen guanin bazina ait yilikseltgenme sinyalindeki degisim incelendi.
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3.7 Nitrofurantoin ile dsDNA Etkilesmesinin Diferansiyel Puls Voltametri Teknigi
ile Elektrokimyasal Olarak Incelenmesi

3.7.1 GCE/P(AMT) yiizeyine immobilize edilen dsDNA ile nitrofurantoin’in
etkilesiminde siiresinin etkisinin incelenmesi

GCE/P(AMT) elektroduna 20,0 mg/L derisimde dSDNA 15 dakika siiresince adsorbe
edildi. Yiizeye baglanmayan dsDNA’larin uzaklastirilmasi igin elektrot 0,5 M asetat
tamponu (pH 4,8) igerisinde 3 s bekletilerek yikandi.

dsDNA adsorbe edilmis GCE/P(AMT), potansiyel uygulanmadan asetat tamponu (pH
4,8) igerisinde 25,0 mg/L derisimde hazirlanan nitrofurantoin ile 30-210 saniye
arasinda degisen siirelerde karisan ortamda etkilestirildi. Yikama iglemi asetat tamponu
(pH 4,8) ile gerceklestirildi.

Olgiim +0,4 V ile +1,30 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls genliginde
tarama yapilarak, 0,5 M asetat tamponunda (pH 4,8) gergeklestirildi. +0,8 V civarinda

gbzlenen guanin bazina ait yiikseltgenme sinyalindeki degisim incelendi.

3.7.2 GCE/P(AMT) yiizeyine immobilize edilen dsDNA ile farkh derisimlerde
nitrofurantoin etkilesmesinin incelenmesi

GCE/P(AMT) elektroduna 20,0 mg/L derisimde dsDNA 15 dakika siiresince adsorbe
edildi. Yiizeye baglanmayan dsDNA’larin uzaklastirilmasi igin elektrot 0,5 M asetat
tamponu (pH 4,8) igerisinde 3 saniye bekletilerek yikandi.

dsDNA adsorbe edilmis GCE/P(AMT), potansiyel uygulanmadan asetat tamponu (pH
4,8) igerisinde 1,0-40,0 mg/L araliginda degisen derisimlerde hazirlanan nitrofurantoin
ile 120 saniye siireyle karisan ortamda etkilestirildi. Yikama islemi asetat tamponu (pH

4,8) ile gerceklestirildi.
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Olgiim +0,4 V ile +1,3 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls genliginde
tarama yapilarak, 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda gerceklestirildi. +0,8 V

civarinda gozlenen guanin bazina ait yiikseltgenme sinyalindeki degisim incelendi.

3.7.3 GCE/P(PDCA) yiizeyine immobilize edilen dsDNA ile nitrofurantoin’in
etkilesiminde siiresinin etkisinin incelenmesi

GCE/P(PDCA) elektroduna 40,0 mg/L derisimde dsDNA 30 dakika siiresince adsorbe
edildi. Yiizeye baglanmayan dsDNA’larin uzaklastirilmasi igin elektrot 0,5 M asetat
tamponu (pH 4,8) igerisinde 3 saniye bekletilerek yikandi.

dsDNA adsorbe edilmis GCE/P(PDCA), potansiyel uygulanmadan asetat tamponu (pH
4,8) igerisinde 20,0 mg/L derisimde hazirlanan nitrofurantoin ile 30-210 saniye
arasinda degisen siirelerde karisan ortamda etkilestirildi. Yikama islemi asetat tamponu
(pH 4,8) ile gerceklestirildi.

Olgiim +0,4 V ile +1,3 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls genliginde
tarama yapilarak, 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda gergeklestirildi. +0,8 V

civarinda gozlenen guanin bazina ait yilikseltgenme sinyalindeki degisim incelendi.

3.7.4 GCE/P(PDCA) yiizeyine immobilize edilen dsDNA ile farkh derisimlerde
nitrofurantoin etkilesmesinin incelenmesi

GCE/P(PDCA) elektroduna 40,0 mg/L derisimde dsDNA 30 dakika siiresince adsorbe
edildi. Yiizeye baglanmayan dsDNA’larin uzaklastirilmasi igin elektrot 0,5 M asetat
tamponu (pH 4,8) icerisinde 3 saniye bekletilerek yikand.

dsDNA adsorbe edilmis GCE/P(PDCA), potansiyel uygulanmadan asetat tamponu (pH
4,8) igerisinde 0,5-50,0 mg/L araliginda degisen derisimlerde hazirlanan nitrofurantoin
ile 150 saniye siireyle karisan ortamda etkilestirildi. Yikama islemi asetat tamponu (pH

4,8) ile gerceklestirildi.
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Olgiim +0,4 V ile +1,3 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls genliginde
tarama yapilarak, 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda gerceklestirildi. +0,8 V

civarinda gozlenen guanin bazina ait yiikseltgenme sinyalindeki degisim incelendi.

3.7.5 Gelistirilen yontemin kapsiillere uygulanmasi

10 adet Pyeloseptyl® kapsiil hassas bir sekilde tartildi. Ardindan bu kapsiillerin icerigi
bir kaba alinarak bos kapsiiller tartildi. Dolu kapsiiller ile i¢erigi alinmis bos kapsiiller
arasindaki fark hesaplandi. Toplanan kapsiil icerikleri agat havanda ince toz haline
getirildi. Bu tozdan 1 mg/mL’ye esdeger miktarda tartildi ve plastik tiipte N,N-
dimetilformamit ile hacim tamamlandi. Bu karisim ultrasonik banyoda 30 dakika
bekletildi. Elde edilen berrak ¢ozeltiden uygun miktarda alindi ve 0,5 M asetat tamponu
ile 5 mL’ye tamamlandi. Ardindan hazirlanan bu ¢6zelti GCE/P(AMT)/dsDNA ve
GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlari ile ayr1 ayr etkilestirilerek daha 6nce NFT tayini
icin yapilan agsamalar uygulandi ve voltamogramlar kaydedildi.

3.7.6 Nitrofurantoin icin yapilan geri kazamim cahiymalar:

Kapsiil icerigindeki katki maddelerinin girisim yapip yapmayacagini belirlemek
amaciyla kapsiil igeriklerinden geri kazanim ¢aligmalar1 yapildi. Bu amagla ince toz
haline getirilmis belirli miktarda kapsiil icerigi ve belirli miktarda saf etken madde
karigimi uygun hacimde N,N-dimetilformamit ile ¢6ziildii. Bu ¢6zeltiden NFT igin elde
edilen kalibrasyon grafigindeki ii¢ farkli derisime karsilik gelecek sekilde secilen NFT
cozeltileri ile GCE/P(AMT)/dsDNA ve GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlar
etkilestirildi. Ardindan  kapsiil  iceriklerine  uygulanan aym1  asamalar
GCE/P(AMT)/dsDNA ve GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlar1 i¢in bu c¢ozeltilere de
uygulandi. Buradan hazirlanan modifiye elektrotlar kullanilarak saf madde miktarinin

ne kadarinin tayin edilebilecegi aragtirildi.
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3.7.7 Nitrofurantoin serum stok ¢ozeltisi

Saglikl kisilerden onaylar1 alinarak temin edilen insan serumlar1 1:10 oraninda 0,05 M
pH 7,4 fosfat tamponu ile seyreltildi. Hazirlanan serum ¢ozeltisinin ig¢ine derisimi 1,0
mg/mL olacak sekilde saf etken NFT ¢ozeltisi ilave edildi. Bu karisimin homojen hale
getirilmesi i¢in 30 dakika boyunca ultrasonik banyoda bekletildi. Elde edilen berrak
¢ozelti NFT’in serum stok ¢ozeltisi olarak kullanildi. Ardindan GCE/P(AMT)/dsDNA
ve GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlar1 kullanilarak ayni sekilde voltamogramlar

kaydedildi. Elde edilen sonuglardan % geri kazanim degerleri hesaplandi.

3.8 Gemsitabin ile dsDNA Etkilesmesinin Diferansiyel Puls Voltametri Teknigi
ile Elektrokimyasal Olarak Incelenmesi

1000 mg/L gemsitabin stok ¢ozeltisi ultra saf su ile hazirlandi. 0,5 M asetat tamponu
(pH 4,8) galisma ortami olarak kullanildu.

3.8.1 GCE/P(AMT) yiizeyine immobilize edilen dsDNA ile gemsitabin’in
etkilesiminde etkilesiminde siiresinin etkisinin incelenmesi

GCE/P(AMT) elektroduna 20,0 mg/L derisimde dsDNA 15 dakika siiresince adsorbe
edildi. Yiizeye baglanmayan dsDNA’larin uzaklastirilmas: i¢in elektrot 0,5 M asetat
tamponu (pH 4,8) icerisinde 3 saniye bekletilerek yikandi.

dsDNA adsorbe edilmis GCE/P(AMT), potansiyel uygulanmadan asetat tamponu (pH
4,8) icerisinde 30,0 mg/L derisimde hazirlanan gemsitabin ile 30-180 saniye arasinda
degisen siirelerde karisan ortamda etkilestirildi. Yikama islemi asetat tamponu (pH 4,8)

ile gergeklestirildi.

Olgiim +0,4 V ile +1,3 V arasinda 15 mV/s tarama hiztyla 50 mV’luk puls genliginde
tarama yapilarak, 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda gergeklestirildi. +0,8 V

civarinda gozlenen guanin bazina ait yiikseltgenme sinyalindeki degisim incelendi.

67



3.8.2 GCE/P(AMT) yiizeyine immobilize edilen dsDNA ile farkh derisimlerde
gemsitabin’in etkilesmesinin incelenmesi

GCE/P(AMT) elektroduna 20,0 mg/L derisimde dsDNA 15 dakika siiresince adsorbe
edildi. Yiizeye baglanmayan dsDNA’larin uzaklastirilmasi igin elektrot 0,5 M asetat
tamponu (pH 4,8) igerisinde 3 saniye bekletilerek yikandi.

dsDNA adsorbe edilmis GCE/P(AMT), potansiyel uygulanmadan asetat tamponu (pH
4,8) igerisinde 1,0-50,0 mg/L araliginda degisen derisimlerde hazirlanan nitrofurantoin
ile 90 saniye siireyle karisan ortamda etkilestirildi. Yikama islemi asetat tamponu (pH

4,8) ile gerceklestirildi.

Olgiim +0,4 V ile +1,3 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls genliginde
tarama yapilarak, 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda gergeklestirildi. +0,8 V

civarinda gozlenen guanin bazina ait yilikseltgenme sinyalindeki degisim incelendi.

3.8.3 GCE/P(PDCA) yiizeyine immobilize edilen dsDNA ile gemsitabin’in
etkilesiminde etkilesiminde siiresinin etkisinin incelenmesi

GCE/P(PDCA) elektroduna 40,0 mg/L derisimde dsDNA 30 dakika siiresince adsorbe
edildi. Yiizeye baglanmayan dsDNA’larin uzaklastirilmas: i¢in elektrot 0,5 M asetat
tamponu (pH 4,8) icerisinde 3 saniye bekletilerek yikandi.

dsDNA adsorbe edilmis GCE/P(PDCA), potansiyel uygulanmadan asetat tamponu (pH
4,8) icerisinde 30,0 mg/L derisimde hazirlanan gemsitabin ile 30-210 saniye arasinda
degisen siirelerde karisan ortamda etkilestirildi. Yikama islemi asetat tamponu (pH 4,8)

ile gergeklestirildi.

Olgiim +0,4 V ile +1,3 V arasinda 15 mV/s tarama hiztyla 50 mV’luk puls genliginde
tarama yapilarak, 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda gergeklestirildi. +0,8 V

civarinda gozlenen guanin bazina ait yiikseltgenme sinyalindeki degisim incelendi.

68



3.8.4 GCE/P(PDCA) yiizeyine immobilize edilen dsDNA ile farkh derisimlerde
gemsitabin’in etkilesmesinin incelenmesi

GCE/P(PDCA) elektroduna 40,0 mg/L derisimde dsDNA 30 dakika siiresince
immobilize edildi. Yiizeye baglanmayan dsDNA’larin uzaklastirilmasi igin elektrot 0,5

M asetat tamponu (pH 4,8) igerisinde 3 saniye bekletilerek yikanda.

dsDNA adsorbe edilmis GCE/P(PDCA), potansiyel uygulanmadan asetat tamponu (pH
4,8) igerisinde 0,5-50,0 mg/L araliginda degisen derisimlerde hazirlanan gemsitabin ile
150 saniye siireyle karigan ortamda etkilestirildi. Yikama islemi asetat tamponu (pH
4,8) ile gerceklestirildi.

Olgiim +0,4 V ile +1,3 V arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls genliginde
tarama yapilarak, 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda gergeklestirildi. +0,8 V

civarinda gozlenen guanin bazina ait yilikseltgenme sinyalindeki degisim incelendi.

3.8.5 Gelistirilen yontemin enjeksiyon ¢ozeltisine uygulanmasi

Gemful® hazir farmasotik preparatindan 1,0 mg/mL’ye esdeger miktarda alip 10 mL’lik
plastik tiipte saf su ile tamamlandi. Ultrasonik banyoda 30 dakika karistirildi. Elde
edilen berrak c¢ozeltiden uygun miktarlarda alinarak 0,5 M asetat tamponu ile tiipte
gerekli hacime tamamlandi. Ardindan hazirlanan bu ¢6zelti GCE/P(AMT)/dsDNA ve
GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlar1 ile ayr1 ayr1 etkilestirilerek voltamogramlar
kaydedildi.

3.8.6 Gemsitabin icin yapilan geri kazamim ¢alismalar:

Enjeksiyon c¢ozeltisi igerisindeki katki maddelerinin girisim yapip yapmayacagini
belirlemek amaciyla enjeksiyon preparatindan geri kazanim caligmalar1 yapildi. Bu
amagla belirli miktarda enjeksiyon ¢ozeltisi ve belirli miktarda saf etken madde karigimi
uygun hacimde saf su ile ¢o6ziildii. Bu ¢ozeltiden GEM i¢in elde edilen kalibrasyon

grafigindeki li¢ farkli derisime karsilik gelecek sekilde secilen GEM ¢ozeltileri ile
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GCE/P(AMT)/dsDNA ve GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlart etkilestirildi. Ardindan
enjeksiyon ¢ozeltisine uygulanan ayni asamalar GCE/P(AMT) ve GCE/P(PDCA)
elektrotlar i¢in bu ¢o6zeltilere de uygulandi. Buradan hazirlanan modifiye elektrotlar

kullanilarak saf madde miktarinin ne kadarinin tayin edilebilecegi arastirildi.

3.8.7 Gemsitabin serum stok cozeltisi

Saglikli kigilerden onaylar1 alinarak temin edilen insan serumlari 1:10 oraninda 0,05 M
pH 7,4 fosfat tamponu ile seyreltildi. Hazirlanan serum ¢ozeltisinin i¢ine derisimi 1,0
mg/mL olacak sekilde gemsitabin ¢ozeltisi ilave edildi. Bu karistimin homojen hale
getirilmesi i¢in 30 dakika boyunca ultrasonik banyoda bekletildi. Elde edilen berrak
cOzelti gemsitabin’in  serum  stok ¢oOzeltisi olarak  kullanildi.  Ardindan
GCE/P(AMT)/dsDNA ve GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlar1 ayr1 ayri kullanilarak
standart ¢Ozeltilerle yapilan asamalar uygulandi ve voltamogramlar kaydedildi. Elde

edilen sonucglarda gemsitabin’i geri kazinmak i¢in % geri kazanim degerleri hesaplandi.

3.9 GCE/P(AMT)/dsDNA ve GCE/P(PDCA)/dsDNA Elektrotlarinin NFT/GEM ile
Etkilesimlerine Cesitli Tiirlerin Etkisinin Incelenmesi

Gelistirilen GCE/P(AMT)/dsDNA ve GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlar1 kullanilarak
incelenen dSDNA-NFT/GEM etkilesimleri i¢in kan serumunda bulunabilecek ve girisim
yapabilecek bazi maddelerin etkisi arastirildi. Bu amagla, Bolim 3.3.6’da belirtildigi
sekilde hazirlanan stok L-askorbik asit, itirik asit, glukoz ve L-sistein ¢ozeltileri
kullanildi. Bu bilesiklerin stok ¢ozeltilerinden, derisimleri 0,1 mM olacak sekilde,
optimize edilen miktarlarda NFT/GEM igeren elektrokimyasal hiicreye ilave edildi.
dsDNA ile etkilesim sonrast +0,4 V ile +1,3 V arasinda voltamogramlar kaydedildi ve
guanin yiikseltgenme pik akimlar1 (lx) hesaplandi. Bu akim degeri, lp olarak adlandirilan
ve hiicre ortaminda girisim yapan tiirler bulunmadigi zaman elde edilen akim ile
karsilagtirildi. Girisim yilizdesi agagida verilen esitlie gore her bir tiir i¢in ayr1 ayri

hesaplandi:

%girisim = IXI_ lo %100

0
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3.10 UV-Vis Spektroskopisi ile ilgili Deneyler

dsDNA ile ilag etken maddelerinin etkilesim tiirlerini belirlemek amaciyla Shimadzu

PharmaSpec UV 1700 spektrofotometresi kullanildu.

Nitrofurantoin’in dsDNA ile etkilesiminde 20,0 mg/L NFT ile 0,0; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0
mg/L derisimlerinde dsDNA etkilestirildi ve 200-800 nm dalga boyu araliginda
spektrumlar kaydedildi.

Gemsitabin’in dsDNA ile etkilesiminde 30,0 mg/L GEM ile 0,0; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0
mg/L derisimlerinde dsDNA etkilesimi sonrasi 200-500 nm dalga boyu araliginda
spektrumlar kaydedildi.

3.11 Viskozite Olgiimleri

Bir sivinin viskozitesi () o sivinin akmaya karsi gosterdigi direng olarak tanimlanir.
Ayni kosullarda viskozitesi biiyiik olan sivilar, kii¢iikk olan sivilara gore daha yavas
akarlar. dsDNA ile ilag aktif maddelerinin etkilesim tiirlerini belirlemek amaciyla
viskozite ol¢iimii yontemi kullanildi. Viskozite deneyleri termostatik su banyosu
kullanilarak 25+0,1'C’ye getirilen Ubbelohde viskozimetresi kullanilarak yapildu.
Viskozimetrenin genis kolundan pipet yardimiyla sirasiyla 10 mL asetat tamponu,
dsDNA ¢ozeltisi ve sabit miktarda dsDNA igeren farkli miktarlardaki ilag¢ ¢ozeltileri
eklenerek 60 dakika termal dengenin kurulmas: ic¢in beklendi. Daha sonra
viskozimetrenin dar koluna puar takilarak ¢ozelti seviyesi A ¢izgisinin iistiine ¢ikacak
sekilde emme islemi yapild1 (Sekil 3.2). Puar gekilerek ¢6zeltinin kilcal borudan kendi
halinde akmasina izin verildi; bu arada ¢6ziiciiniin iist seviyesi A ile B ¢izgileri arasinda
yol alirken gegen siire dijital bir kronometre araciligiyla olgiildi. Akis siiresi 3 kez
belirlenerek ortalama akis siiresi bulundu. Termostatik banyo her bir ¢ozelti igin

dengeye getiridi ve sirasiyla ayni islemler uygulandi.
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Sekil 3.2 Ubbelohde viskozimetresi

Bagil viskozite; ¢ozelti viskozitesinin (7) ¢oziicii viskozitesine (70) oranidir. dsDNA’ nin
bagil viskozitesi ilag aktif maddelerin yoklugunda ve varlifinda asagida verilen
esitlikten hesaplandi (Grueso vd. 2012). Bu esitlikte ty ve tgpna sirasiyla dSDNA
icermeyen ve dsDNA igeren asetat tamponunun, t ise NFT ya da GEM ve dsDNA
karisiminin akis siiresini gostermektedir. 7o Ve 7 ise sirastyla dSDNA’nin ve dsDNA-ilag
13

aktif madde karigiminin bagil viskozitesini gostermektedir.  Sonuglar (/50)

degerlerinin ilag/dsDNA oranina kars1 grafige gecirilmesiyle verildi.

i_ (t_to)

Ty (tdsDNA - to)

3.12 dsDNA-Ila¢ Etkilesimine NaCl Miktarimin Etkisi

3.12.1 GCE/P(AMT) yiizeyine immobilize edilen dsDNA ile nitrofurantoin’in
farkh derisimlerde NaCl iceren asetat tamponunda etkilesmesi

GCE/P(AMT) elektrodu asetat tamponu (pH 4,8) iginde hazirlanmis olan 20,0 mg/L
derisimde dsDNA ¢o6zeltisine daldirildi. 15 dakika siireyle potansiyel uygulanmaksizin
karigmayan ortamda bekletilerek dsDNA elektrot yilizeyine tutturuldu. Yiizeye
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baglanmayan dsDNA’larin uzaklastirilmasi amaciyla yikama islemi 0,5 M asetat

tamponu (pH 4,8) icerisinde 3 saniye bekletilerek gerceklestirildi.

dsDNA immobilize edilmis GCE/P(AMT) farkli derisimlerde NaCl (2,5-30,0 mM)
igeren asetat tamponunda (pH 4,8) 25,0 mg/L derisimde hazirlanan nitrofurantoin ile
120 saniye siireyle karigan ortamda etkilestirildi. Yikama islemi asetat tamponu (pH
4,8) ile gerceklestirildi.

Olgiim +0,4 V ile +1,3 V arasinda 15 mV/s tarama hiztyla 50 mV’luk puls genliginde
tarama yapilarak, 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda gerceklestirildi. +0,8 V

civarinda gozlenen guanin bazina ait yilikseltgenme sinyalindeki degisim incelendi.

3.12.2 GCE/P(PDCA) yiizeyine immobilize edilen dsDNA ile gemsitabin’in farkl
derisimlerde NaCl iceren asetat tamponunda etkilesmesi

GCE/P(PDCA) elektrodu asetat tamponu (pH 4,8) iginde hazirlanmis olan 40,0 mg/L
derisimde dsDNA ¢ozeltisine daldirildi. 30 dakika siireyle potansiyel uygulanmaksizin
karismayan ortamda bekletilerek dsDNA elektrot yiizeyine tutturuldu. Daha sonra
yiizeye baglanmayan dsDNA’larin uzaklastirilmasi amaciyla yikama iglemi 0,5 M asetat
tamponu (pH 4,8) igerisinde 3 saniye bekletilerek gerceklestirildi.

dsDNA immobilize edilmis GCE/P(PDCA) farkli derisimlerde NaCl (2,5-30,0 mM)
igeren asetat tamponunda (pH 4,8) 30,0 mg/L derisimde hazirlanan gemsitabin ile 150
saniye slireyle karigan ortamda etkilestirildi. Yikama islemi asetat tamponu (pH 4,8) ile

gergeklestirildi.

Olgiim +0,4 V ile +1,3 V arasinda 15 mV/s tarama hiztyla 50 mV’luk puls genliginde
tarama yapilarak, 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) ortaminda gerceklestirildi. +0,8 V

civarinda gozlenen guanin bazina ait ylikseltgenme sinyalindeki degisim incelendi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada, GCE/P(AMT) ve GCE/P(PDCA) elektrotlar1 kullanilarak DNA
biyosensorleri hazirlandi. Hazirlanan DNA biyosensorleri nitrofurantoin ve gemsitabin
tayini i¢in kullanildi. Bu amagla 6ncelikle polimer film temelli camsi karbon elektrotlar
hazirlandi. Bunun i¢in, 5-amino-2-merkapto-1,3,4-tiyadiazol (AMT) veya 2,6-
piridindikarboksilik asit (PDCA) igeren ¢ozeltiler kullanilarak elektropolimerizasyon
yolu ile hazirlanan polimer film kapl elektrotlara ¢ift sarmal DNA (dsDNA) ayr1 ayri
immobilize edildi. Hazirlanan elektrotlar i¢in en uygun dsDNA miktar1 ve adsorpsiyon
stiresi belirlendi. Gelistirilen dsDNA modifiye elektrotlar, antibakteriyel ilag olan
nitrofurantoin ve antikanser ilaci olan gemsitabin’in tayini i¢in kullanildi. Calismada
dsDNA ile ilag etkilesim tiirlinii belirlemek amaciyla, UV-Vis ve viskozluk ol¢timii
yontemlerinden yararlanildi ve NaCl kullanilarak ortamin iyonik giiciiniin etkisi
incelendi. Son olarak hazirlanan DNA biyosensorleri ile ilaglarin ticari formiilasyonlari
ile serumda tayin edilip edilemeyecegi arastirildi. Elde edilen arastirma bulgulart ve

yorumlar asagida sunuldu.

4.1 Polimer Film Kaph Elektrotlarin Hazirlanmasi
4.1.1 P(AMT) kaph camsi karbon elektrotlarin hazirlanmasi

Bu calismada dsDNA’nin adsorpsiyonuna uygun matriks ortami saglamak amaciyla
oncelikle AMT (Sekil 4.1) elektropolimerizasyon yoluyla cams: karbon elektrot
yizeyine Bolim 3.5.1°de anlatildigi sekilde kaplandi. Elektropolimerizasyon
déniisiimlii voltametri teknigi ile 50 mV s tarama hiziyla, (-0,2 V)-(+1,7 V)
potansiyel araliginda 15 dongiiyle yapildi (Kalimuthu ve John 2009c). Kaplama
isleminden sonra elektrot yiizeyi saf su ile yikandi. Elde edilen voltamogramlar sekil
4.2’de verildi.

N—-N
[\
H,N J\S/K SH
Sekil 4.1 AMT monomerinin kimyasal formiilii
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Sekil 4.2 1,0 mM AMT igeren 0,1 M H,SQO;, ¢ozeltisinde (-0,2 V)—(+1,7 V) potansiyel
araliginda, 50 mV s tarama hizinda, 15 dongii ile elde edilen ¢ok dongiilii
voltamogrami

Sekil 4.2 incelendiginde AMT’nin +0,5 V, +0,8 V, +1,22 V ve +1,45 V olmak iizere
dort yiikseltgenme piki bulunmaktadir. ikinci déngiide +1,45 V’daki yiikseltgenme
akiminda &nemli bir azalma ve pik potansiyelinde kayma gériildii. Ugiincii déngiiden
itibaren +1,42 V ve +1,20 V’deki yiikseltgenme pikleri artis gosterdiginden yeni bir
monomerin olustugu ve uygulanan potansiyel ile yiikseltgenen monomerin GCE
yiizeyinde biriktigini sOylenebilir. Bununla birlikte, AMT nin elektropolimerizasyonu
ile ilgili ylikseltgenme sinyallerinin 15. dongiiden sonra azaldig1 goriildii bu da ortamda
olusan elekrokimyasal olarak inaktif tiirlerin olusumuyla agiklanabilir (Kalimuthu ve
John 2009c).

4.1.2 P(PDCA) kaph camsi karbon elektrotlarin hazirlanmasi

Calismada camst  karbon  elektrotlarn ~ PDCA  (Sekil  4.3)  kullanarak
elektropolimerizasyon yolu ile modifiye edilmesi de planlandi. Bu amagla, Bo6liim
3.3.4’te belirtilen ¢ozelti kullanilarak ve Bolim 3.5.2°de anlatildigi gibi modifiye
elektrotlar hazirlandi. Elektropolimerizasyon, (0,0 V)—(+2,0 V) potansiyel araliginda 60
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mV s tarama hizinda, 18 ardisik dongiiyle gerceklestirildi (Yang vd. 2007, Cui vd.
2011b). Bu monomerin polimerlestirilmesi sonucu elde edilen voltamogramlar Sekil
4.4°de verildi.

N

HO 7 OH
N

O O

Sekil 4.3 PDCA monomerinin kimyasal formiilii

1200

Akim / pA

400

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Potansiyel vs. Ag/AgCl/V
Sekil 4.4 1,0 mM PDC igeren 0,1 M KCI ¢ozeltisinde (0,0 V)—(+2,0 V) potansiyel

araliginda, 60 mV s tarama hizinda, 18 dongii ile elde edilen ¢ok dongiilii
voltamogrami

Sekil 4.4 incelendiginde PDCA’nin +1,60 V civarinda yiikseltgenmeye basladigi,
yiikseltgenme pikinin tamamen tersinmez oldugu ve son dongiilerde yiikseltgenme pik
akim degerlerinin 6nemli Ol¢iide degismedigi goriilmektedir. Bu davranis elektrot
yiizeyinde polimerik filmin olustugu ve ylizeye monomerlerin ulagsmasinin engellendigi

seklinde yorumlanabilir (Malitesta vd. 1990).
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4.2 Polimer Film Kaph Elektrotlarin Karakterizasyonlari

Doniistimlii voltametri teknigiyle ile hazirlanan GCE/P(AMT) ve GCE/P(PDCA)
elektrotlar FTIR spektroskopisi ve SEM ile karakterize edildi. Hazirlanan elektrotlarin
elektrokimyasal ozellikleri ise Fe(CN)s® '+ redoks probunda CV ve EIS teknikleri ile

incelendi ve elde edilen bulgular asagida verildi.

4.2.1 IR spektrumlari

Camsi karbon ¢alisma elektrodu iizerinde biriktirilen P(AMT) polimer filmin ve AMT
monomerinin FTIR spektrumlart alindi (Sekil 4.5). P(AMT) filmin 1409 ve 1131
cm ’de yeni bantlar gosterdigi goriildii. 1409 cm™ civarindaki band N=N gerilme
titresimine karsilik gelir. 1131 cm 'deki band ise S=O grubuna aittir ve siilfat
anyonlarinin dopant olarak polimerizasyonda rol aldigin1 gosterir (Kalimuthu ve John
2009b, Andreoli vd. 2011). Katt AMT’nin spektrumunda gozlenen 3330 ve 3246
cm “’deki bantlar ise NH, grubuna aittir ve bu bantlar P(AMT) filmde goriilmemektedir,
buradan NH, grublarinin elektropolimerizasyonda yer aldigi sonucuna varilabilir.
Ayrica kati AMT icin 2636 cm “da gbzlenen zayif band, SH gruplarinin simetrik
gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. Bu band P(AMT) filmde goriillmemektedir bu
da elektropolimerizasyonun —S-S— baglariyla olustugunu gostermektedir (Ying vd.
2003).
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Sekil 4.5.a. AMT monomeri ve b. P(AMT) filmin FTIR spektrumlari

PDCA monomeri ve GCE yiizeyinde biriktirilen P(PDCA) filmin FTIR spektrumu Sekil
4.6’da goriilmektedir. GCE ve GCE/P(PDCA) elektrotlarina ait FTIR spektrumlari
karsilagtirlldiginda aralarinda 6nemli farklarin oldugu goriildii. GCE/P(PDCA)’ya ait IR
spektrumunda (Sekil 4.6 (b)) 1728 cm “de goriilen bandin C=O grubunun gerilme
titresiminden kaynaklandig1 sdylenebilir (Wang vd. 2014). 1611 cm "’ de gdzlenen band
ise piridin halkasinin C=C/C—C ve C—-N/C=N gerilmelerine karsilik gelmektedir (Ay vd.
2015, Karabacak vd. 2015). 1553 cm ''de gozlenen band ise PDCA birimindeki C=C,
C=N ve asimetrik COO gerilme titresimlerine ait olabilecegi soylenebilir (Etaiw ve El-
bendary 2015). 1450 cm 'de gdzlenen O-H bandin PDCA biriminin diizlemsel
egilmesine (Wasylina vd. 1999) velveya simetrik COO gerilmesine karsilik
gelebilecegi sonucuna varilabilir (Wang vd. 2014). 1385 cm ’de gériilen bandin PDCA
biriminde simetrik COO  gerilme titresimlerine ve O—H diizlemsel egilme titresimlerine
ait oldugu diistiniilebilir (Etaiw ve El-bendary 2015, Karabacak vd. 2015). 1297 ve 1219
cm Ydeki bantlar C-O ve C-N gerilme titresimleri olabilir. O-H ve C—H diizlemsel

egilme ftitresimleri ve piridin halkasmm gerilme titresimleri 1157 cm “’de
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gozlenmektedir. 991, 901, 878 ve 753 cm ! civarindaki bantlarm diizlem dis1 egilme
titresimleriyle ilgili oldugu sdylenebilir (Karabacak vd. 2015, Wang vd. 2004, Wasylina
vd. 1999). (O-C-O)’nin diizlemsel egilme titresimleri yaklastk 691 cm “de
goriilmektedir (Nataraj vd. 2012) (Sekil 4.6.a).

691

909
878
753

(b) P(PDCA)
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Sekil 4.6.a. PDCA monomeri ve b. P(PDCA) filmin FTIR spektrumlar1

4.2.2 SEM goriintiileri

Hazirlanan elektrotlarin yiizey morfolojileri taramali elektron mikroskobu ile incelendi
(Sekil 4.7 ve 4.8). Polimer kapl elektrotlarin ylizey goriintiilerinin, yalin GC
elektrodun (BGCE) yiizey goriintiisiinden farkli olmasi elektrot yiizeyinde P(AMT) ve
P(PDCA) polimerlerinin varligini1 gosterir. Sekil 4.7 b,c,d’de goriildigii tizere BGCE
yiizeyinde herhangi bir katman goriilmezken, elektropolimerizasyon sonunda camsi

karbon yiizeyinde tabaka olusmasi1 P(AMT)’ nin kaplandigin1 gosterir.
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Sekil 4.7.a. BGCE, ve b,c,d GCE/P(AMT) elektrotlarina ait SEM fotograflari

P(PDCA) film kaplh elektrodun SEM fotograflar1 Sekil 4.8’de goriilmektedir. Yalin
cams1 karbon elektrotla karsilastirildiginda P(PDCA) filmin GCE yiizeyine ince bir film
seklinde ve homojen olarak kaplandigi goriilmektedir. Buradan hazirlanan
GCE/P(PDCA) elektrodunun dsDNA i¢in uygun bir matriks ortami saglayacagi

sonucuna varilabilir.
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Sekil 4.8.a BGCE ve b,c GCE/P(PDCA) elektrotlarina ait SEM fotograflari

4.2.3 Elektrokimyasal Karakterizasyonlari

BGCE, GCE/P(AMT) ve GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotlarinin elektrokimyasal
davranislarini incelemek icin 5,0 mM Fe(CN)s® " (1:1) tiirlerini iceren 0,1 M KClI
¢ozeltisi kullanildi. Modifiye elektrotlarin elektrokimyasal 6zelliklerini incelemek igin
Fe(CN)g>™* ¢ozeltisi kullanilmaktadir (Li vd. 2005). Déngiilii voltamogramlar (0,2 V)
— (+0,6 V) potansiyel araliginda ve 50 mV s tarama hizinda alind1. Sekil 4.9°da BGCE
(@), GCE/P(AMT) (b) ve GCE/P(AMT)/dsDNA (c) elektrotlarina ait dongiili
voltamogramlar goriilmektedir. Voltamogramlar incelendiginde, GCE yiizeyi P(AMT)
ile kaplandiginda, BGCE ile elde edilen sonuglara gore AEp’nin azaldigi, anodik ve
katodik pik akimlarinin ise artigi goriilebilir. Biitiin elektrotlar i¢in alinan Slgiimlerin

sonucu Fe(CN)g* "+

tirtine ait redoks pikleri 0,0 ve 0,4 V arasinda goriilmektedir.
BGCE, GCE/P(AMT) ve GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotlar1 igin AEp sirastyla 171 mV,
76 mV ve 83 mV olarak hesaplandi (Cizelge 4.1). Buradan P(AMT) filmin redoks
reaksiyonunu 6nemli dl¢iide gelistirdigi ve polimer filmin elektroaktif yiizey alanini

arttirdigr sonucuna varilabilir (He vd. 2010). GCE/P(AMT)/dsDNA elektrodunda ise
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elektrot yiizeyi dSDNA’nin negatif yiikiiyle kaplandig i¢cin AEp degeri bir miktar artis
gosterdi ve 85 mV olarak hesaplandi. Buradan dsDNA’nin GCE/P(AMT) yiizeyine
adsorbe oldugu soylenebilir (Wang 2006b).

{0 | = (a) BGCE
= (b) GCE/P(AMT)
(c) GCE/P(AMT)/dsDNA

60

Akim / pA

-02 -0 00 01 02 03 04 05 0,6

Potansiyel vs. Ag/AgCl/V
Sekil 4.9 BGCE, GCE/P(AMT) ve GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotlarinin 5,0 mM
Fe(CN)637/4* iceren 0,1 M KCI c¢ozeltisindeki doniisiimlii voltamogramlari
(Tarama hiz1 50 mV s )

Cizelge 4.1 BGCE, GCE/P(AMT) ve GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotlarinin 5,0 mM
Fe(CN)e®™* iceren 1,0 M KCl ¢ozeltisindeki elektrokimyasal
karakteristiklerinin karsilastirilmas: (tarama hiz1 50 mV s )

Elektrot Epa/ V E/V  AER/V I/ pA lok / A
BGCE 0,340 0,169 0,171 51,82 60,08
GCE/P(AMT) 0,296 0,220 0,076 75,11 79,89
GCE/P(AMT)/dsDNA 0,279 0,196 0,083 39,81 41,79
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BGCE, GCE/P(AMT) ve GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotlarin elektron transfer
ozellikleri elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) yontemi ile de incelendi ve
elde edilen Nyquist egrileri sekil 4.10°da verildi. Nyquist egrisi olarak gosterilen bir EIS
spektrumunda yiiksek frekanslar yarim daire kismini, diisiik frekanslar ise dogrusal
kismi ifade etmektedir. Bu egride yarim daire kismi elektron transferi sinirli bir olayi,
dogrusal kisim ise difiizyon olaymi gostermektedir. Yarim dairenin ¢ap1 elektron veya

yiik transfer direncine (Rey) esittir.

3
O (a) BGCE
O (b) GCE/PAMT
A (c) GCE/PAMT/dsDNA
2 -
g o (a)
= u]
N u]
' u]
1} u]
u]
0 -
0 1 2 3 4 5

Z' (kQ)
Sekil 4.10 (a) BGCE, (b) GCE/P(AMT) ve (c) GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotlarinin
5,0 mM Fe(CN)s* " igeren 0,1 M KCl ¢dzeltisindeki Nyquist egrileri

Elde edilen Nyquist egrilerinde yararlanarak, BGCE, GCE/P(AMT) ve
GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotlarinin Re degerleri sirasiyla 2097, 358,1, ve 684,4 ohm
olarak bulunmustur. GCE/P(AMT) elektrotta daha diisiik Ret degerinin elde edilmesi
cozelti/elektrot ara ylizeyindeki elektron transfer hizinin arttifini gostermektedir.
GCE/P(AMT) elektroduna dsDNA adsorpsiyonu sonucu Re; degeri bir miktar artmigtir.
Bu artis da negatif yiliklii dsDNA’nin GCE/P(AMT) vyiizeyine adsorbe oldugunu

gostermektedir.
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GCE/P(PDCA) (aktive edilmemis) ve GCE/P(PDCA) (aktive edilmis) elektrotlarinin
elektrokimyasal davraniglarini incelemek i¢in 5,0 mM Fe(CN)g* ™ (1:1) tiirlerini iceren
0,1 M KCIl c¢ozeltisi kullanildi. Sekil 4.11°de goriilebilecegi gibi, aktive edilmis
GCE/P(PDCA) elektrotta redoks pikine ait anodik ve katodik pik akimlarinin aktive
edilmemis olan elektroda gore daha yiiksek oldugu goriildii. GCE/P(PDCA) (aktive
edilmemis) ve GCE/P(PDCA) (aktive edilmis) elektrotlarinin elektrokimyasal
davranislar1 EIS ile de incelendi. Iki elektrot i¢in ¢izilen Nyquist egrileri sekil 4.12°de
gosterildi. Elektron transfer direncini (Re) gOsteren yarim daire ¢aplari
karsilastirildiginda, aktive edilmis GCE/P(PDCA) elektrodunun aktive edilmemis
clektroda gore daha kiigiik oldugu belirlendi. Buradan aktivasyon isleminin Fe(CN)g® ™
tirtiniin redoks reaksiyonu i¢in elektron transferini 6nemli olgiide arttirdigini ve aktive
edilmis elektrodun aktive edilmemis elektroda gore daha fazla pozitif yiike sahip

oldugunu gosterir.

= (a2) GCE/P(PDCA) (aktive edilmis)

60 | == (b) GCE/P(PDCA) (aktive edilmemis) (a)

40 -

Akim / pA

-03 -02 01 00 O1 02 03 04 05 06

Potansiyel vs. Ag/AgCI / V

Sekil 4.11 (a) GCE/P(PDCA) (aktive edilmis) ve (b) GCE/P(PDCA) (aktive
edilmemis) elektrotlarimin 5,0 mM Fe(CN)637/‘F iceren 0,1 M KCI
cozeltisindeki (pH 6,8) doniisiimlii voltamogramlar1 (Tarama hiz1 50 mV s~

)
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Sekil 4.12 (a) GCE/P(PDCA) (aktive edilmis) ve (b) GCE/P(PDCA) (aktive
edilmemis) elektrotlarmmn 50 mM Fe(CN)s™™* igeren 0,1 M KClI
cozeltisindeki (pH 6,8) Nyquist egrileri

dsDNA’nin elektrot yiizeyine adsorpsiyonunda ve dsDNA-ilag etkilesim c¢alismalarinda
destek elektroliti olarak 0,5 M asetat tamponu (pH 4,8) kullanilmaktadir. Bu amagla
redoks tiiriiniin elektrokimyasal davranisi asidik ortamda (pH 4,8) da incelendi. Sekil
4.13-14 sirastyla sekil 4.11-12 ile karsilastirildiginda asidik ortamda pik akimlarinda
artis ve Re degerlerindeki azalis gozlendi. Buradan asidik ortamda polimerin sahip
oldugu pozitif yiikk yogunlugunun nétral ortama gore daha fazla oldugu sonucuna

varilabilir.
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100 | = (a) GCE/P(PDCA) (aktive edilmis)
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Sekil 4.13.a. GCE/P(PDCA) (aktive edilmis) ve b. GCE/P(PDCA) (aktive edilmemis)
elektrotlarinin 5,0 mM Fe(CN)GHAﬁ iceren 0,1 M KCI + HCI ¢ozeltisindeki
(pH 4,8) doniistimlii voltamogramlari (Tarama hizi1 50 mV Sfl)

O (a) GCE/P(PDCA) (aktive edilmis)
O (b) GCE/P(PDCA) (aktive edilmemis)
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Sekil 4.14 (a) GCE/P(PDCA) (aktive edilmis) ve (b) GCE/P(PDCA) (aktive
edilmemis) elektrotlarnim 5,0 mM Fe(CN)s® ' igeren 0,1 M KCI + HCI
cozeltisindeki (pH 4,8) Nyquist egrileri
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dsDNA’nin polimer film kapli GCE yiizeyine kaplanip kaplanmadigini incelemek
amaciyla BGCE, GCE/P(PDCA) ve GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlarinin doniistimlii
voltamogramlar: 5,0 mM Fe(CN)¢> ™ igeren 0,1 M KCI’de alindi. Sekil 4.15 yalin ve
modifiye elektrotlarin 50 mV sVde doniisiimlii voltamogramlarin1 gdstermektedir.
GCE ylizeyi P(PDCA) film ile kaplandiginda AEy degerinde azalis ve anodik ve katodik
pik akimlarinda ise bir miktar artig goriildii. Bu durum aktivasyon sonucu pozitif yiik
yogunlugu artmis olan P(PDCA)’nin Fe(CN)g* '+
P(PDCA) kapli GCE yiizeyi dsDNA ile kaplandiginda ise GCE/P(PDCA) elektroduna
gore pik akimlarinda azalis ve AEp degerinde artis gozlendi. BGCE, GCE/P(PDCA) ve
GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlarina ait AE, degerleri ¢izelge 4.3’te verilmistir. Elde

edilen sonuglar dsSDNA’nin GCE/P(PDCA) yiizeyine adsorbe oldugunu ve Fe(CN)63’/4’

iyonlarma olan ilgisiyle agiklanabilir.

iyonlarmnin elektrot yiizeyine ulagsmasini engelledigini gostermektedir (Ensafi vd. 2013).

60 F— (a) BGCE
- (b) GCE/P(PDCA)
—— (c) GCE/P(PDCA)/dsDNA

(c)
(b)
(a)

-0,3 -02 -01 00 O1 02 03 04 05 0,6
Potansiyel vs. Ag/AgCI / V

Sekil 4.15.a. BGCE, b. GCE/P(PDCA) ve c. GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlarinin 5,0
mM  Fe(CN)e>™ iceren 0,1 M KCl c¢ozeltisindeki doniigiimlii
voltamogramlar1 (Tarama hiz1 50 mV s
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Cizelge 4.2 BGCE, GCE/P(PDCA) ve GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlarinin 5,0 mM
Fe(CN)¢™ iceren 0,1 M KCl c¢ozeltisindeki elektrokimyasal
karakteristiklerinin karsilastirilmasi (Tarama hizi 50 mV s ).

BGCE 0,329 0,103 0,226 43,96 46,92
GCE/P(PDCA) 0,303 0,112 0,191 46,62 50,84

GCE/P(PDCA)/dsDNA 0,369 0,061 0,308 31,95 35,66

BGCE, GCE/P(PDCA) ve GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlarinin Nyquist egrileri Sekil
4.16’da verildi. BGCE, GCE/P(PDCA) ve GCE/P(PDCA)/dsDNA eclektrotlarinin Re;
degerleri sirasiyla 2097, 1030, ve 5794 ohm olarak bulundu. GCE/P(PDCA) elektrotta
daha diisiik Ret degerinin elde edilmesi ¢ozelti/elektrot ara ylizeyindeki elektron transfer
hizinin arttigin1  gostermektedir. GCE/P(PDCA) elektroduna dsDNA adsorpsiyonu
sonucu Rer degeri bir miktar artmistir. Bu artis da negatif yiikli dsDNA’nin
GCE/P(PDCA) yiizeyine adsorbe oldugunu gostermektedir. Elde edilen impedans
sonuglarinin doniisiimlii voltametride elde edilen bulgularla uyumlu oldugu sonucuna

varildi.

O (a) BGCE
O (b) GCE/P(PDCA)
4+ A (c) GCE/P(PDCA)/dsDNA

Z' (kohm)

Sekil 4.16.a. BGCE, b. GCE/P(PDCA) (aktive edilmis) ve ¢c. GCE/P(PDCA)/dsDNA
elektrotlarinin 5,0 mM Fe(CN)63*/4* iceren 0,1 M KCI ¢o6zeltisindeki (pH
4,8) Nyquist egrileri
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4.2.4 Polimer film kalinliklarinin optimizasyonu

Biyosensor cevabina P(AMT) ve P(PDCA) film kalinliklarinin etkisi, Bolim 3.5.4°te
anlatildigr sekilde, elektropolimerizasyondaki dongii sayis1 degistirilerek incelendi. Bu
amagla farkli dongii sayilarinda kaplamalar yapildi ve guanin ylikseltgenme
sinyalindeki degisimler incelendi. Her iki polimer i¢in de belirli bir dongii sayisina
kadar guanin yiikseltgenme sinyallerinin arttigi gorildi (Sekil 4.17 ve 4.18). Bunun
sebebi dongii sayisi arttikga elektrot yilizeyinde biriken polimer filmin artmasi olabilir.
Bunun sonucunda aktif u¢ gruplarin sayisi da artabileceginden yiizeye baglanan dsDNA
miktar1 da artar. Bunun sonucu olarak guanin yiikseltgenme pik akimlarinda artis elde
edildi. P(AMT) i¢in 15 dongii sonrasinda ve P(PDCA) i¢in ise 18 dongii ile kaplama
sonrasinda bir miktar azalma goriildii. Literatiirde bu azalmanin, dongli sayisinin
artmasiyla elektrokimyasal olarak aktif olmayan film olusumunun gergeklesebilecegi ve

bunun da yiizey direncini arttirabilecegi bildirilmistir (Kalimuthu ve John 2009c).

1,2
b ;

o
(o)
T

5 10 15 20 25 30

Dongu sayisi

Sekil 4.17 Guanin yiikseltgenme sinyaline P(AMT) film kalinliginin etkisi
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Sekil 4.18 Guanin yiikseltgenme sinyaline P(PDCA) dfilm kalinliginin etkisi

4.3 dsDNA’nin Diferansiyel Puls Voltametri Teknigi ile GCE/P(AMT) Elektrot
Yiizeyinde Yiikseltgenmesine Iliskin Bulgular

4.3.1 GCE/P(AMT) yiizeyine immobilize edilen dsSDNA’nin optimum miktarmin
belirlenmesine ait bulgular

Boliim 3.6.1°de anlatilan yol izlenerek yapilan ¢alismada, P(AMT) modifiye camsi
karbon elektrotta, 0,5-40,0 mg/L derisim araligindaki dsDNA’nin, diferansiyel puls
voltametrisi yontemi ile guanin sinyali tizerinden elektrokimyasal tayini gergeklestirildi.
Her bir derisim igin ardisik ticer Ol¢iim alindi. Elde edilen diferansiyel puls
voltamogramlar1 sekil 4.19’da ve dagilim grafigi sekil 4.20°de gosterilmektedir.

Olgiimlerin standart hatalar1 dagilim grafigi {izerinde goriilmektedir.
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Potansiyel vs. Ag/AgCl / V

Sekil 4.19 pH 4,80 asetat tamponu igerisinde dsDNA’nin bazi1 derisimlerdeki guanin
yiikseltgenme sinyallerinin DPV egrileri
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dsDNA derisimi / mg/L

Sekil 4.20 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0 mg/L derisimlerdeki
dsDNA’ya ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama biiytikliikleri.

91



0,5-40,0 mg/L derisim araliginda optimum ¢alisma derisimi sinyalin yiiksek oldugu,
20,0 mg/L olarak belirlendi. 20,0 mg/L derisimdeki dsSDNA’nin ortalamasi 0,61 pA ve
bagil standart sapmasi (BSS) % 2,83 (n=3) olan anlaml1 bir sinyal elde edildi.

4.3.2 GCE/P(AMT) yiizeyine immobilize edilen dsDNA’min  optimum
immobilizasyon siiresinin belirlenmesine ait bulgular

Boliim 3.6.2°de anlatilan yol izlenerek yapilan c¢alismada, P(AMT) modifiye camsi
karbon elektrotta, 20,0 mg/L derisimdeki dsDNA’nin, diferansiyel puls voltametri
teknigi ile adsorpsiyon siiresi 3—30 dk arasinda ¢alisildi. Her bir adsorpsiyon siiresi igin
ardisik ticer olclim alindi. Diferansiyel puls voltamogramlarindan elde edilen dagilim
grafigi sekil 4.21°te gosterilmektedir. Olgiimlerin standart hatalart dagilm grafigi

tizerinde goriilmektedir.

0,8 F
|
bt
0,6 i
< | g
o
E 034 B
~
<
0,2r
O’O | | | | | |
0 5 10 15 20 25 30

Zaman / dakika
Sekil 4.21 20,0 mg/L dsDNA’nin 3; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25; 30; dakika degisen siirelerde
adsorbe edilmesine ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama
biiyiikliikleri.
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3-30 dakika degisen zaman aralifinda optimum calisma siiresi 15 dakika olarak
belirlendi. 20,0 mg/L derisimde dsDNA’nin 15 dakika adsorpsiyon siiresinde elde
edilen akimlarin ortalamasi 0,67 pA ve bagil standart sapmasi (BSS) % 6,15 (n=3) olan

anlamli bir sinyal elde edildi.

4.4 dsDNA’nin Diferansiyel Puls Voltametri Teknigi ile GCE/P(PDCA) Elektrot
Yiizeyinde Yiikseltgenmesine Ait Bulgular

4.4.1 GCE/P(PDCA) yiizeyine immobilize edilen dsDNA’nin optimum miktarmin
belirlenmesine ait bulgular

Bolim 3.6.1°de anlatilan yol izlenerek yapilan ¢aligmada, P(PDCA) modifiye camsi
karbon elektrotta, 0,5-50,0 mg/L derisim araligindaki dsDNA’nin, diferansiyel puls
voltametri yontemi ile guanin sinyali lizerinden elektrokimyasal tayini gergeklestirildi.
Her bir derisim igin ardisik ticer Ol¢iim alindi. Elde edilen diferansiyel puls
voltamogramlar1 sekil 4.22°de ve dagilim grafigi sekil 4.23’te gosterilmektedir.

Olgiimlerin standart hatalar1 dagilim grafigi iizerinde goriilmektedir.
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Potansiyel vs. Ag/AgCl/V

Sekil 4.22 pH 4,8 asetat tamponu igerisinde dsDNA’nin bazi derisimlerdeki guanin
yiikseltgenme sinyallerinin DPV egrileri

3,5

0 10 20 30 40 50 60
dsDNA derisimi / mg L'

Sekil 4.23 0,5; 1,0; 2,5; 5,0, 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0, 50,0 mg/L
derisimlerdeki dsDNA’ya ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama
biiytikliikleri.
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0,5-50,0 mg/L derisim araliginda optimum g¢alisma derisimi sinyalin yiiksek oldugu,
40,0 mg/L olarak belirlendi. 40,0 mg/L derisimdeki dsDNA’nin ortalamasi 2,91 pA ve
bagil standart sapmasi (BSS) % 4,83 (n=3) olan anlamli bir sinyal elde edildi.

4.4.2 GCE/P(PDCA) yiizeyine immobilize edilen dsDNA’nin optimum
immobilizasyon siiresinin belirlenmesi

Bolim 3.6.4’te anlatilan yol izlenerek yapilan ¢alismada, P(PDCA) modifiye camsi
karbon elektrotta, 40,0 mg/L derisimdeki dsDNA’nin, diferansiyel puls voltametri
teknigi ile adsorpsiyon siiresi 3—40 dk arasinda ¢alisildi. Her bir adsorpsiyon siiresi igin
ardisik ticer olclim alindi. Diferansiyel puls voltamogramlarindan elde edilen dagilim
grafigi sekil 4.24’te gosterildi. Olgiimlerin standart hatalar1 dagilim grafigi iizerinde

goriilmektedir.
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Zaman / dakika

Sekil 4.24 40,0 mg/L dsDNA’nm 3; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25; 30; 40 dakika degisen
stirelerde adsorbe edilmesine ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama
blyiiklikleri.
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3-40 dakika degisen zaman aralifinda optimum ¢alisma siiresi 30 dakika olarak
belirlendi. 40,0 mg/L derisimde dsDNA’nin 30 dakika adsorpsiyon siiresinde elde
edilen akimlarin ortalamasi 2,714 pA ve bagil standart sapmasi (BSS) %7,20 (n=3)

olan anlaml1 bir sinyal elde edidi.

4.5 Nitrofurantoin ile dsDNA Etkilesiminin GCE/P(AMT) Elektrot Kullanilarak
Diferansiyel Puls Voltametri Teknigi ile Elektrokimyasal Olarak
Incelenmesine Ait Bulgular

45.1 GCE/P(AMT) elektroda immobilize edilen dsDNA ile nitrofurantoin’in
optimum etkilesim siiresinin belirlenmesine ait bulgular

Boliim 3.7.1°de anlatilan yol izlenerek, Boliim 4.3’ten elde edilen veriler dogrultusunda
25,0 mg/L nitrofurantoin’in 20,0 mg/L dsDNA ile etkilesiminde siirenin etkisini
inceleyebilmek igin etkilesim siiresi 30-210 saniye arasinda degistirildi ve elde edilen

sonuglardan sekil 4.25’teki grafik cizildi.
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Sekil 4.25 20,0 mg/L dsDNA ile 25,0 mg/L nitrofurantoin’in 30; 60; 90; 120; 150;
180; 210 saniye siiresince etkilesmesine ait guanin yiikseltgenme
sinyallerinin ortalama biiyiikliikleri.
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Guanin yiikseltgenme sinyalinde etkilesim siiresi arttirildikga bir azalma gozlendi. Bu
azalmanin 120. saniyeden sonra sabit kalmasi nedeniyle optimum etkilesim siiresi 120

saniye olarak belirlendi.

45.2 GCE/P(AMT) elektroda immobilize edilen dsDNA ile etkilesen
nitrofurantoin’in optimum miktariin belirlenmesine ait bulgular

Bolim 3.7.2°de anlatilan yol izlenerek ve Bolim 4.3’te elde edilen veriler
dogrultusunda nitrofurantoin’in 20,0 mg/L dsDNA ile etkilesiminde derisimin etkisini
inceleyebilmek igin ilag miktart 1,0-40,0 mg/L arasinda degistirildi. Elde edilen
sonuglardan bazi NFT derisimleri igin sekil 4.26°daki diferansiyel puls voltamogrami ve
sekil 4.27°deki guanin yiikseltgenme sinyalinin ortalama biiyiikliikleri gosteren grafik
cizildi. NFT miktar arttikca guanin yiikseltgenme pik akiminin azaldigi belirlendi. Bu
azalmanin DNA’nin elektroaktif bazi olan guaninin yapisindaki yiikseltgenebilecek
gruplarin kismen hasar gérmesinden kaynaklanabilecegi diistiniilebilir (Erdem vd. 2005,
Dogan-Topal vd. 2009) Guanin yiikseltgenme akimindaki azalmanin 25,0 mg/L
NFT’den sonra sabitlendigi goriildii. 2,17-25,0 mg/L arasinda dogrusal ¢aligsma araligi
elde edildi (Sekil 4.28). Elde edilen sonuglara gbre en uygun nitrofurantoin derisimi
25,0 mg/L olarak belirlendi.
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Sekil 4.26 20,0 mg/L dsDNA ile; 0; 2,0; 5,0; 7,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0 mg/L

nitrofurantoin’in etkilesmesine ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin DPV
egrileri
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Sekil 4.27 20,0 mg/L dsDNA ile 120 saniye boyunca nitrofurantoin’in 1,0; 2,5; 5,0;
10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0 mg/L derisimlerde etkilesmesine ait
guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama biiytikliikleri
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Sekil 4.28 NFT derisiminin dsDNA’nin guanin sinyali ile dogrusal oldugu bolge
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NFT tayini i¢in elde edilen parametreler gizelge 4.3’te verilmistir. NFT igin teshis sinir1
(TS) 0,65 mg/L, tayin alt sinir1 (TAS) ise 2,17 mg/L olarak elde edildi. Yontemin
tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in ayni elektrot kullanilarak ardisik 6lgtimler alindi. Bu
amagla 20 mg/L dsDNA adsorbe edilen GCE/P(AMT) elektrot 25,0 mg/L NFT ile
etkilestirildi. Bunun sonucunda DPV ile elde edilen guanin yiikseltgenme pik akimlar
icin % bagil standart sapma (BSS) 1,15 olarak hesaplandi. Onerilen metodun kesinligi
farkli elektrotlarla yapilan tekrar iiretilebilirlik 6lgtimleri ile elde edildi. 25,0 mg/L NFT
ile etkilesim sonrasinda elde edilen guanin yiikseltgenme pik akimlarindaki
degisiklikten hesaplanan % BSS 3,32 olarak bulundu. Calismadan elde edilen analitik

parametreler ¢izelge 4.3’te 6zetlenmistir.

Cizelge 4.3 GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotta DPV ile NFT nin voltametrik tayini i¢in
elde edilen analitik parametreler

Parametreler GCE/P(AMT)/dsDNA elektrot
Olgiim potansiyeli (V) 0,80
Dogrusal aralik (mg/L) 2,17-25,0

Egim (nA L/mg) -0,0064
Determinasyon katsayis1 (R%) 0,9982
Kesisim noktasi( pA) 0,2981

TS (mg/L) 0,65

TAS (mg/L) 2,17

Tekrar tiretilebilirlik” (%) 3,32
Tekrarlanabilirlik” (%) 1,15

“Sonuglar bes 6lciimiin ortalamasi olarak verilmistir.

GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotla yapilan tekrar iiretilebilirlik ve tekrarlanabilirlik
caligmalarindan oldukg¢a iyi sonuglarin elde edilmesi nitrofurantoin igeren ticari

formiilasyonlardan miktar tayini ¢alismalar1 yapilabilecegini gostermistir.

DPV teknigi ilag ile dsDNA arasindaki etkilesim tiirlinlin aydinlatilmasinda
kullanilmaktadir (Arias vd. 2009). Guanin yiikseltgenme pik potansiyelindeki pozitif
yone kaymaya interkalatif etkilesimlerin neden oldugu bildirilmistir (Carter vd. 1989).
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Sekil 4.26’da gorildigi tizere NFT varliginda guanin bazina ait yiikseltgenme pik
potansiyelinin yavasca daha pozitif potansiyellere kaydigi goriilmektedir. Buradan
NFT’in dsDNA heliks yapisina kismi interkalasyon ile baglanabilece8i sdylenebilir.
NFT derisimi arttikca dsDNA’daki guanin ylikseltgenme pik akimlarindaki azalmanin
nedeni serbest dSDNA’nin denge derisimindeki azalmadan kaynaklandig: disiiniilebilir.
NFT ile dsDNA arasinda asagidaki denkleme gore NFT-dsDNA kompleksi olusur (Yola
ve Ozaltin 2011);

NFT +dsDNA <= NFT —dsDNA

bu kompleksin elektrokimyasal olarak dsDNA’dan daha az aktif oldugu diisiiniilebilir.

NFT ile dsDNA etkilesiminde tek bir kompleks olustugu varsayildiginda, NFT ile
dsDNA arasindaki etkilesim asagidaki esitlik kullanilarak belirlenebilir;

1 |
|0 - — IO K |0 NFT—-dsDNA
g(NFT) g K+ @J(I )

dsDNA INFT—dsDNA

Bu esitlikte K baglanma sabiti, lgspna guanin yiikseltgenme pik akimlart ve Inpr_gspna
NFT ile dsDNA’nin etkilesimi sonras1 olgiilen guanin yiikseltgenme pik akimidir. Bu
kompleksin baglanma sabiti K, log(1/[NFT])’ye karsit log(Inrr_pna/lona—INFT-DNA)
degerlerinin grafige gegirilmesiyle elde edilen egrinin y eksenini kestigi noktadaki
degerden hesaplandi. NFT ile dsDNA arasindaki K sabiti 1,3x10° L mol™* olarak
bulundu (Aydogdu vd. 2014).

4.5.3 GCE/P(AMT)/dsDNA-NFT etkilesimi i¢in girisim etkisinin belirlenmesi ve
kararhhik ¢alismalar:

Gelistirilen biyosensoriin segiciligi GCE/P(AMT)/dsDNA elektrodun 25,0 mg/L NFT
cozeltisiyle (pH 4,8) etkilesim oncesi ve sonrasinda 0,1 mM askorbik asit (AA), tirik
asit (UA), D-glukoz (GLU) ve L-sistein (L-SIS) iceren ¢dzelti ortaminda Béliim 3.9°da
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anlatildigr sekilde belirlendi. Sekil 4.29°da goriildiigii gibi askorbik asit, {irik asit ve L-
sisteinin guanin yiikseltgenme sinyaline 6nemli olgiide bir girisim etkisi olmamuistir.
Glukozun ise %1,26 gibi oldukea diisiik bir girisim etkisi goriildii. Buradan elde edilen

biyosensoriin segiciliginin yiiksek oldugu sonucuna varilabilir.

0,00 DNA + NFT  AA UA GLU L-SIS

Girisim
Sekil 4.29 GCE/P(AMT)/dsDNA elektrodunun 25,0 mg/L NFT i¢in 0,1 mM (AA)

askorbik asit, (UA) iirik asit, (GLU) D-glukoz ve (L-SIS) L-sistein
ilavelerinden sonra elde edilen guanin yiikseltgenme pik akimlar

GCE/P(AMT) elektrodunun kararliligi da ayrica test edilmistir. GCE/P(AMT)/dsDNA
elektroduna ait guanin yiikseltgenme akim sinyalleri ilk ii¢ giinde degismezken, 15 giin
sonunda ilk cevabin %10,4’linli kaybettigi gorildii (Sekil 4.30). Buradan hazirlanan
GCE/P(AMT) elektrodunun iyi kararlilik gosterdigi sdylenebilir.
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Sekil 4.30 GCE/P(AMT)/dsDNA elektrodun depolama kararligi (0,5 M ABS pH 4,8)

46 GCE/P(AMT)/dsDNA-NFT  Etkilesimi I¢cin  Gelistirilen  Yéntemin
Uygulamalar

4.6.1 Gelistirilen yontemin kapsiillere uygulanmasi ve geri kazanim ¢calismalari

NFT igeren kapsiil iceriklerinden miktar tayini yapmak amaciyla Bolim 3.7.5°te
anlatildig1 sekilde numuneler hazirlandi. GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotla NFT igeren
numunelerin etkilesimi sonrasi elde edilen guanin yiikseltgenme sinyallerinden okunan
pik akimi degerleri sekil 4.28’de verilen kalibrasyon esitliginde yerine konularak kapsiil
iceriklerindeki etken madde miktarlar1 hesaplandi. Gelistirilen yontemle elde edilen

analiz sonuglar ¢izelge 4.4°te verildi.
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Cizelge 4.4 NFT iceren Pyelosepthyl® kapsiillerinde pH 4,8 asetat tampon icerisinde
GCE/P(AMT)/dsDNA ile elde edilen analiz bulgular

Yontem/ Kapsiil icerigi | Bulunan degerler, Ortalama’, | BSS, % | Bias

Elektrot degeri, mg/kapsiil mg/kapsiil %
mg/kapsiil

DPV/ 50,0 47,18; 47,22, 50,86 7,05 1,72

GCE/P(AMT) 50,14; 53,41; 55,09

/dsDNA

“Sonuglar bes l¢iimiin ortalamasi alinarak hesaplanmustir.

Kapsiil icerisindeki katki maddelerinin girisim yapip yapmadigini anlamak amaciyla

Boliim 3.7.6°da anlatildig: sekilde kapsiil igeriginden geri kazanim g¢alismalart yapildi.

Bu amagla belirli miktarda toz haline getirilmis kapsiil icerigi ve saf etken madde

karisimi belli bir hacimde DMF i¢inde ¢oziildiikten sonra ¢ozeltiden kalibrasyon grafigi

igerisinde yer alan ii¢ derisime karsilik gelen hacimlerde ¢ozeltiler alind1 ve asetat

tamponu ile seyreltilip voltamogramlar1 kaydedildi. Buradan da voltametrik deney

sonucunda kapsiil igerigindeki NFT miktarmin ne kadarinin tayin edilebildigi

hesaplandi. Elde edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve BSS degerleri ile birlikte

Cizelge 4.5’te gosterildi.

Cizelge 45 NFT iceren Pyelosepthyl® kapsiillerinden pH 4,8 asetat tamponunda
GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotla elde edilen % geri kazanim sonuglari

Yontem | Eklenen, | Hesaplanan, Ortalama’, | Geri BSS™, | Bias,
/Elektrot | mg/L mg/L mg/L kazanim, % | % %
2,0 1,82; 2,14; | 2,16 108,0 9,36 8,0
< 2,23; 2,26;
5) 2,34
=2 5,0 4,88; 4,95; | 5,10 102,0 3,81 2,0
2 5 512,  5.21;
°g 5,36
| 10,0 9,56; 10,12; | 10,22 102,20 4,57 2,2
3 10,23; 10,35;
10,86

Sonu(;lar bes dl¢limiin ortalamasi alinarak hesaplanmistir.

““Hesaplanan geri kazanim degerleri i¢in bagil standart sapma
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Cizelge 4.5’te kapsiil analizi i¢in verilen veriler incelendiginde, ti¢ farkli derisime ait
BSS degerlerinin %10’dan kiigiik, geri kazanimlarin %102,0—%108,0 araliginda oldugu
gorilmektedir. Bu da gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda NFT tayini ig¢in

uygulanabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

4.6.2 Gelistirilen yontemin insan serumuna uygulanmasi ve serumda % geri
kazanim calismalan

Nitrofurantoin tayininin biyolojik orneklere uygulanip uygulanmayacaginin anlasilmasi
i¢cin Bolim 3.7.7°de anlatildig1 sekilde insan serum oOrnekleriyle ¢alismalar yapilmistir.
0,5 M asetat tamponuyla seyreltilmis ti¢ farkli nitrofurantoin derisimi i¢in bulunan
madde miktarlar1, bagil standart sapmalar ve % geri kazanim degerleri Cizelge 4.6°da

verilmistir.

Cizelge 4.6 NFT igeren insan serumunda (pH 4,8) GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotla
DPV yontemiyle elde edilen analiz bulgulari

Yontem | Seruma | Hesaplanan, | Ortalama’, | Geri BSS™, | Bias,
/Elektrot | eklenen, | mg/L mg/L kazanim, % | % %
mg/L
50 4,73; 4,75; 4,86 97,20 2,66 -2,8
< 4,84; 4,97,
e
o 5,02
=2 10,0 9,62; 9,67; 9,79 97.90 10,76 -2,1
25 9,74; 9,86;
°g 10,04
| 15,0 14,42; 14,57; | 14,67 97,80 1,49 -2,2
3 14,62; 14,75;
15,0

“Sonuglar bes 6l¢iimiin ortalamasi alinarak hesaplanmustir.
Hesaplanan geri kazanim degerleri i¢in bagil standart sapma

Serumda NFT tayini ile ilgili cizelge 4.6’da elde edilen veriler, hazirlanan dsDNA
modifiye elektrotlarin serumda bir girisim etkisi olmadan ve bir Onderigtirme

gerektirmeden yiiksek dogruluk ile NFT nin tayin edilebileceginin gostergesidir.

Bu sonuglara gore, gelistirilen GCE/P(AMT)/dsDNA elektrodun;
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« kalite ve igerik kontrolii amaci ile tablet, kapsiil ve surup gibi farmasdtik numunelere,

« farkli tibb1 ve kimyasal/biyokimyasal amaglar i¢in idrar, serum ve kan gibi biyolojik
numunelere,

» farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaglar i¢in doku ve organlardan

hazirlanan numunelere giivenle uygulanabilecegi sdylenebilir.

4.7 Nitrofurantoin ile dsDNA Etkilesiminin GCE/P(PDCA) Elektrot Kullamlarak
Diferansiyel Puls Voltametri Teknigi ile Elektrokimyasal Olarak
Incelenmesine Ait Bulgular

4.7.1 GCE/P(PDCA) elektroda immobilize edilen dsDNA ile nitrofurantoin’in
optimum etkilesim siiresinin belirlenmesine ait bulgular

Boliim 3.7.3’de anlatilan yol izlenerek, Boliim 4.4’den elde edilen veriler dogrultusunda
20,0 mg/L nitrofurantoin’in 40,0 mg/L dsDNA ile etkilesiminde siirenin etkisini
inceleyebilmek i¢in etkilesim siiresi 30—210 saniye arasinda degistirilmis ve elde edilen

sonuglardan sekil 4.31°deki grafik ¢izilmistir.
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Sekil 4.31 40,0 mg/L dsDNA ile 20,0 mg/L nitrofurantoin’in 30; 60; 90; 120; 150;
180; 210 saniye siiresince etkilesmesine ait guanin yiikseltgenme
sinyallerinin ortalama biiyiikliikleri
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Guanin ylikseltgenme akiminda etkilesim siiresi arttirildik¢a bir azalma gozlendi. Bu
azalmanin 150. saniyeden sonra sabitlenmesi nedeniyle optimum etkilesim siiresi 150

saniye olarak belirlendi.

4.7.2 GCE/P(PDCA) elektroda immobilize edilen dsDNA ile etkilesen
nitrofurantoin’in optimum miktarmin belirlenmesine ait bulgular

Boliim 3.7.4°te anlatilan yol izlenerek Boliim 4.4’ten elde edilen veriler dogrultusunda
NFT’in 40,0 mg/L dsDNA ile etkilesiminde derisimin etkisini inceleyebilmek i¢in NFT
miktar1 0,5-50,0 mg/L arasinda degistirildi. Elde edilen sonuglardan bazi NFT
derigimleri igin sekil 4.32’deki diferansiyel puls voltamogrami ve sekil 4.33’teki guanin
yiikseltgenme sinyalinin ortalama biiyiikliiklerini gésteren grafik ¢izildi. NFT miktar1
arttikga guanin yilikseltgenme pik akiminin azaldigi belirlendi. Bu azalmanin DNA’nin
elektroaktif bazi olan guaninin yapisindaki yiikseltgenebilecek gruplarin kismen hasar
gormesinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Erdem vd. 2005, Dogan-Topal vd.
2009). Bu azalma 30,0 mg/L NFT’den sonra sabitlendi. 1,0-20,0 mg/L arasinda
dogrusal calisma araligi elde edildi (Sekil 4.34). Elde edilen sonuglara gére en uygun
NFT derisimi 30,0 mg/L olarak belirlendi.
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Sekil 4.32 40,0 mg/L dsDNA ile nitrofurantoin’in farkli derisimlerde (siras1 ile 0,5;
1.0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 mg/L) etkilesmesine ait guanin
yiikseltgenme sinyallerinin DPV egrileri
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Sekil 4.33 40,0 mg/L dsDNA ile 120 saniye boyunca nitrofurantoin’in 0,5; 1,0; 2,5;
5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0; 50,0 mg/L derisimlerde etkilesmesine

ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama biiyiikliikleri
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Sekil 4.34 NFT derisiminin dsDNA’nin guanin sinyali ile dogrusal oldugu bolge

NFT igin teshis siri (TS) 0,309 mg L, tayin alt siir1 (TAS) ise 1,0 mg/L olarak elde
edildi. Yontemin tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in ayni elektrot kullanilarak ardigik
Olgtimler alindi. Bu amagla 40 mg/L dsDNA adsorbe edilen GCE/P(PDCA) elektrot
20,0 mg/L NFT ile etkilestirildi. DPV ile elde edilen guanin yiikseltgenme pik akimlari
i¢in % BSS degeri 3,79 olarak hesaplandi. Onerilen metodun kesinligi farkli giinlerde
yapilan tekrar iretilebilirlik dlgtimleri ile elde edildi. 20,0 mg/L NFT ile etkilesimde
elde edilen guanin yiikseltgenme pik akimlarindaki degisiklikten hesaplanan tekrar
tiretilebilirligin % BSS degeri 4,62 olarak bulundu. Calismadan elde edilen analitik

parametreler gizelge 4.7°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.7 GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotta DPV ile NFT nin voltametrik tayini i¢in
elde edilen analitik parametreler

Parametreler GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrot
Olgiim potansiyeli (V) 0,80

Dogrusal aralik (mg/L) 1,0-20,0

Egim (uA L/mg) 0,0264
Determinasyon katsayisi (R?) 0,989

Kesisim noktasi( pA) 0,747

TS (mg/L) 0,309

TAS (mg/L) 1,0

Tekrar iiretilebilirlik” (%) 4,62
Tekrarlanabilirlik” (%) 3,79

“Sonuglar bes 6l¢iimiin ortalamasi olarak verilmistir.

GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotla yapilan tekrar iiretilebilirlik ve tekrarlanabilirlik
caligmalarindan oldukg¢a 1iyi sonuglarin elde edilmesi nitrofurantoin igeren ticari

formiilasyonlardan miktar tayini ¢alismalar1 yapilabilecegini gostermistir.

4.7.3 GCE/P(PDCA)/dsDNA-NFT etkilesimi i¢in girisim etkisinin belirlenmesi ve
kararhhk calismalar:

Gelistirilen GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrodun segiciligi 20,0 mg/L NFT ¢ozeltisiyle
(pH 4,8) etkilesim 6ncesi ve sonrasinda 0,1 mM askorbik asit (AA), iirik asit (UA), D-
glukoz (GLU) ve L-sistein (L-SIS) iceren ¢dzelti ortaminda Boliim 3.9°da anlatildig:
sekilde belirlendi. Sekil 4.35°te goriildigi gibi glukozun ve L-sisteinin guanin
yiikseltgenme sinyaline 6nemli dl¢lide bir girisim etkisi olmadig: goriildii. Askorbik asit
icin %2,77 ve lirik asit i¢in ise %3,56 gibi oldukc¢a diigiik girisim degerleri hesaplandi.

Buradan elde edilen biyosensdriin seciciliginin yiiksek oldugu sonucuna varilabilir.
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Sekil 4.35 GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrodunun 20,0 mg/L NFT ig¢in 0,1 mM (AA)

askorbik asit, (UA) iirik asit, (GLU) D-glukoz ve (L-SIS) L-sistein
ilavelerinden sonra elde edilen guanin yiikseltgenme pik akimlar

GCE/P(PDCA)/dsDNA  elektrodunun kararliligt da ayrica test edilmistir.
GCE/P(PDCA)/dsDNA elektroduna ait guanin yiikseltgenme akim sinyalleri
incelendiginde 10 giin sonunda ilk cevabin %18,4’linii kaybettigi goriildii (Sekil 4.36).
Buradan hazirlanan GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrodunun iyi kararliliga sahip oldugu

sOylenebilir.
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Sekil 4.36 GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrodun depolama kararlilig1 (0,5 M ABS pH 4,8)

4.8 GCE/P(PDCA)/dsDNA-NFT Etkilesimi Icin  Gelistirilen Yéntemin
Uygulamalar:

4.8.1 Gelistirilen yontemin kapsiillere uygulanmasi ve geri kazanim ¢calismalar:

NFT igeren kapsiil igeriklerinden miktar tayini yapmak amaciyla Bolim 3.7.5°te
anlatildig1 sekilde numuneler hazirlandi. GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotla NFT iceren
numunelerin etkilesimi sonrasi elde edilen guanin yiikseltgenme sinyallerinden okunan
pik akimi degerleri Sekil 4.34°te verilen kalibrasyon esitliginde yerine konularak kapsiil
iceriklerindeki etken madde miktarlar1 hesaplanmistir. Gelistirilen yontemle elde edilen

analiz sonuglar1 ¢izelge 4.8°de verilmistir.
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Cizelge 4.8

NEFT igeren Pyelosepthyl® kapsiillerinde pH 4.8 asetat tampon icersinde
GCE/P(PDCA)/dsDNA ile elde edilen analiz bulgular1

Yontem/Elektr | Kapsiil Bulunan degerler, Ortalama’, | BSS, % | Bias, %
ot icerigi degeri, | mg mg

mg
DPV/ 50,0 42,75; 45,03; | 47,49 8,14 -5,02
GCE/P(PDCA) 4712;  50,17;
/dsDNA 52,38

“Sonuglar bes 6l¢iimiin ortalamasi alinarak hesaplanmustir.

Kapsiil igerisindeki katki maddelerinin girisim yapip yapmadigini anlamak amaciyla

Bolim 3.7.6’da anlatildigr sekilde kapsiil iceriginden geri kazanim calismalar1 yapildi.

Bu amagla belirli miktarda toz haline getirilmis kapsiil icerigi ve saf etken madde

karisimi belli bir hacimde DMF icinde ¢oziildiikten sonra ¢dzeltiden kalibrasyon grafigi

icerisinde yer alan {i¢ derisime Karsilik gelen hacimlerde ¢ozeltiler alindi ve asetat

tamponu ile seyreltilip voltamogramlar1 kaydedildi. Buradan da voltametrik deney

sonucunda kapsiil igerigindeki NFT miktariin ne kadarinin tayin edilebildigi

hesaplandi. Elde edilen sonuglar % geri kazanim degerleri % BSS degerleri ile birlikte

cizelge 4.9’da gosterildi.

Cizelge 4.9 NFT igeren Pyelosepthyl® kapsiillerinden pH 4,8 asetat tamponunda
GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotla elde edilen % geri kazanim sonuglari

*x

Yontem | Eklenen, | Hesaplanan, Ortalama’, | Geri kazamm, | BSS , | Bias,
/Elektrot | mg/L mg/L mg/L % % %
1,0 0,92; 0,95;| 1,04 104,0 9,88 40
<Z‘: 1,08; 1,12;
) 1,15
- % 2,5 2,36; 2,41;|2/48 99,20 4,31 -0,8
= o 2,46, 2,56
0s 2,62
% 5,0 472; 4,86; 4,98 99,60 4,20 -0,4
S . .
& 493; 5,16;
5,22

“Sonuglar bes 6l¢iimiin ortalamasi alinarak hesaplanmastir.
Hesaplanan geri kazanim degerleri i¢in bagil standart sapma
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Cizelge 4.9°da kapsiil analizi igin verilen veriler incelendiginde, ti¢ farkli derisime ait
BSS degerlerinin %10’dan kiigiik, geri kazanimlarin %99,20—%104,0 araliginda oldugu
gorilmektedir. Bu da gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda NFT tayini ig¢in

uygulanabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

4.8.2 Gelistirilen yontemin insan serumuna uygulanmasi ve serumda % geri
kazanim calismalan

Nitrofurantoin tayininin biyolojik 6rneklere uygulanip uygulanmayacaginin anlasiimasi
icin Bolim 3.7.7°de anlatildig1 sekilde insan serum ornekleriyle ¢alismalar yapilmistir.
0,5 M asetat tamponuyla seyreltilmis ti¢ farkli nitrofurantoin derisimi i¢in bulunan

madde miktarlari, % BSS ve % geri kazanim degerleri ¢zelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10 NFT igeren insan serumunda (pH 4,8) GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotla
DPV yontemiyle elde edilen analiz bulgular

Yontem | Seruma | Hesaplanan, | Ortalama’, | Geri BSS™, | Bias, %
/Elektrot | eklenen, | mg/L mg/L kazanim, % | %
mg/L
2,5 2,12;2,37;, | 247 98,80 9,58 -1,2
< 2,54; 2,61;
o 2,73
_ =2 [50 4,43; 4,49, | 4,96 99,20 10,76 | -0,8
1 § 4,91; 5,28;
08 5,69
% 7,5 7,15;7,18; | 7,52 100,27 4,65 0,27
9 7,57, 7,72;
7,96

“Sonuglar bes 6l¢iimiin ortalamasi alinarak hesaplanmstir.
Hesaplanan geri kazanim degerleri i¢in bagil standart sapma

Serumda NFT tayini ile ilgili gizelge 4.10°da elde edilen veriler, hazirlanan dsDNA
modifiye elektrotlarin serumda bir girisim etkisi olmadan ve bir Onderistirme

gerektirmeden yiiksek dogruluk ile NFT nin tayin edilebileceginin gostergesidir.

Bu sonuglara gére, GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrodun;

» kalite ve igerik kontrolii amaci ile tablet, kapsiil ve surup gibi farmasétik numunelere,
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« farkli tibbi ve kimyasal/biyokimyasal amaglar i¢in idrar, serum ve kan gibi biyolojik
numunelere,
» farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaglar i¢in doku ve organlardan

hazirlanan numunelere giivenle uygulanabilecegi sdylenebilir.

4.9 Gemsitabin ile dsDNA Etkilesiminin GCE/P(AMT) Elektrot Kullanilarak
Diferansiyel Puls Voltametri Teknigi ile Elektrokimyasal Olarak
Incelenmesine Ait Bulgular

4.9.1 GCE/P(AMT) elektroda immobilize edilen dsDNA ile gemsitabin’in optimum
etkilesim siiresinin belirlenmesine ait bulgular

Boliim 3.8.1°de anlatilan yol izlenerek ve Bolim 4.3’te elde edilen veriler
dogrultusunda 30,0 mg/L gemsitabin’in 20,0 mg/L dsDNA ile etkilesiminde siirenin
etkisini inceleyebilmek igin etkilesim siiresi 30—180 saniye arasinda degistirildi ve elde

edilen sonuglardan sekil 4.37°deki grafik ¢izildi.
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Sekil 4.37 20,0 mg/L dsDNA ile 30,0 mg/L gemsitabin’in 30; 60; 90; 120; 150; 180
saniye siiresince etkilesmesine ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin
ortalama biiytikliikleri.
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Guanin ylikseltgenme akiminda etkilesim siiresi arttirildik¢a bir azalma gozlendi. Bu
azalma 90. saniyeden sonra sabit kalmasi nedeniyle optimum etkilesim siiresi 90 saniye

olarak belirlendi.

4.9.2 GCE/P(AMT) elektroda immobilize edilen dsDNA ile etkilesen gemsitabin’in
optimum miktarinin belirlenmesine ait bulgular

Bolim 3.8.2°de anlatilan yol izlenerek ve Bolim 4.3’te elde edilen veriler
dogrultusunda GEM’in 20,0 mg/L dsDNA ile etkilesiminde derisimin etkisini
inceleyebilmek icin ilag miktar1 1,0-50,0 mg/L arasinda degistirildi. Elde edilen
sonuglardan bazt GEM derisimleri i¢in sekil 4.38deki diferansiyel puls voltamogrami
ve sekil 4.39’daki guanin yiikseltgenme sinyalinin ortalama biiyiikliiklerini gosteren
grafik ¢izildi. GEM miktar arttik¢a guanin yiikseltgenme pik akiminin dogrusal olarak
azaldig1 belirlendi. Bu azalmanin DNA’nin elektroaktif bazi olan guaninin yapisindaki
yiikseltgenebilecek  gruplarin  kismen hasar gdérmesinden kaynaklanabilecegi
diistiniilebilir (Erdem vd. 2005, Dogan-Topal vd. 2009). Guanin yiikseltgenme
akimindaki azalmanin 30,0 mg/L GEM’den sonra sabit kaldigi goriildi. 2,5-30,0 mg/L
arasinda dogrusal ¢alisma aralig1 elde edildi (Sekil 4.40). Elde edilen sonuglara gére en

uygun GEM derisimi 30,0 mg/L olarak segildi.
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Sekil 4.38 20,0 mg/L dsDNA ile gemsitabin’in farkli derisimlerde (siras1 ile 1,0; 2,5;
5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 mg/L) etkilesmesine ait guanin yiikseltgenme
sinyallerinin DPV egrileri

0,8

Akim / pA
o
~
il
-
-

0,0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

GEM derisimi / mg/L

Sekil 4.39 20,0 mg/L dsDNA ile 90 saniye boyunca gemsitabin’in 1,0; 2,5; 5,0; 10,0;
15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0; 50,0 mg/L derisimlerde etkilesmesine ait
guanin yiikseltgenme sinyallerinin ortalama biiytikliikleri
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Sekil 4.40 GEM derisiminin dsSDNA’nin guanin sinyali ile dogrusal oldugu bolge

GEM tayini GCE/P(AMT)/dsDNA elektrodu kullanilarak ve DPV teknigiyle yapildi.
Gemsitabin igin teshis smir1 (TS) 0,69 mg L™, tayin alt simir1 (TAS) 2,29 mg/L olarak
elde edildi. Yontemin tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in ayni elektrot kullanilarak
ardigik olgtimler alindi. Bu amagla 20,0 mg/L dsDNA adsorbe edilen GCE/P(AMT)
elektrot 30,0 mg/L GEM ile etkilestirildi. DPV ile elde edilen guanin yiikseltgenme pik
akimlari i¢in % BSS 2,43 olarak hesaplandi. Onerilen metodun kesinligi farkli giinlerde
yapilan tekrar tretilebilirlik Ol¢iimleri ile elde edildi. 30,0 mg/L GEM ile etkilesim
sonrasinda elde edilen guanin yiikseltgenme pik akimlarindaki degisiklikten hesaplanan
% BSS 4,68 olarak bulundu. Calismadan elde edilen analitik parametreler ¢izelge
4.11°de 6zetlendi.
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Cizelge 4.11 GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotta DPV ile GEM’nin voltametrik tayini igin
elde edilen analitik parametreler

Parametreler GCE/P(AMT)/dsDNA elektrot
Olgiim potansiyeli (V) 0,80

Dogrusal aralik (mg/L) 2,5-30,0

Egim (nA L/mg) -0,0109
Determinasyon katsayisi (R?) 0,993

Kesisim noktasi( pA) 0,411

TS (mg/L) 0,69

TAS (mg/L) 2,29

Tekrar iiretilebilirlik” (%) 4,68
Tekrarlanabilirlik™ (%) 2,43

“Sonuglar bes 6l¢iimiin ortalamasi olarak verilmistir.

GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotla yapilan tekrar {iretilebilirlik ve tekrarlanabilirlik
calismalarindan olduk¢a iyi sonuglarin elde edilmesi gemsitabin igeren ticari

formiilasyonlardan miktar tayini ¢alismalari i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.

4.9.3 GCE/P(AMT)/dsDNA-GEM etkilesimi i¢in girisim etkisinin belirlenmesi ve
kararhhk calismalar:

Gelistirilen biyosensoriin segiciligi GCE/P(AMT)/dsDNA elektrodun 30,0 mg/L GEM
cozeltisiyle (pH 4,8) etkilesim Oncesi ve sonrasinda 0,1 mM askorbik asit (AA), iirik asit
(UA), D-glukoz (GLU) ve L-sistein (L-SIS) iceren ¢dzelti ortaminda Boliim 3.9°da
anlatildigr sekilde belirlendi. Sekil 4.41°de goriildigi gibi guanin yiikseltgenme
sinyaline glukozun 6nemli 6l¢iide bir girisim etkisi olmamustir. Askorbik asit i¢in %6,0,
tirik asit igin %4,96 ve L-sistein i¢in %4,1 degerlerinde girisim hesaplandi. Bu girisim
degerleri %10’un altinda oldugundan elde edilen biyosensoriin segiciliginin yiiksek

oldugu sonucuna varilabilir.
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Sekil 441 GCE/P(AMT)/dsDNA elektrodunun 30 mg/L GEM i¢in 0,1 mM (AA)
askorbik asit, (UA) iirik asit, (GLU) D-glukoz ve (L-SIS) L-sistein
ilavelerinden sonra elde edilen guanin yiikseltgenme pik akimlari

4.10 GCE/P(AMT)/dsDNA-GEM  Etkilesimi i¢in  Gelistirilen  Yéntemin
Uygulamalar

4.10.1 Gelistirilen yontemin enjeksiyon ¢ozeltilerine uygulanmasi ve geri kazanim
calismalar

GEM igeren enjeksiyon ¢ozeltisinden miktar tayini yapmak amaciyla Bolim 3.8.5’de

anlatildig1 sekilde numuneler hazirlandi. GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotla GEM igeren

numunelerin etkilesimi sonrasi elde edilen guanin yiikseltgenme sinyallerinden okunan

pik akimi degerleri sekil 4.40’da verilen kalibrasyon esitliginde yerine konularak

enjeksiyon ¢ozeltisinde bulunan etken madde miktarlar1 hesaplandi. Elde edilen analiz

sonuglari ¢izelge 4.12°de verildi.
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Cizelge 4.12 GEM iceren Gemful® enjeksiyon cozeltisinde pH 4,8 asetat tampon

icersinde GCE/P(AMT)/dsDNA ile elde edilen analiz bulgulari

Yontem/Elektrot | Enjeksiyon Bulunan degerler, Ortalama’, | BSS, | Bias, %
¢ozeltisi, mg/L | mg/L mg/L %

DPV/ 20,00 17,02 18,64; 19,61 8,98 | -1,95

GCE/P(AMT) 20,18; 21,07,

[dsDNA 21,13

“Sonuglar bes 6l¢iimiin ortalamasi alinarak hesaplanmustir.

Enjeksiyon ¢ozeltisi i¢erisindeki katki maddelerinin girisim yapip yapmadigini anlamak
amaciyla Bolim 3.13’de anlatildigi sekilde enjeksiyon c¢ozeltisi iceriginden geri
kazanim caligmalari yapildi. Bu amagla belirli miktarda enjeksiyon ¢ozeltisi ve saf etken
madde uygun hacimde saf su iginde ¢oziildiikten sonra ¢ozeltiden kalibrasyon grafigi
icerisinde yer alan {i¢ derisime Karsilik gelen hacimlerde ¢ozeltiler alindi ve asetat
tamponu ile seyreltilip voltamogramlar1 kaydedildi. Buradan da voltametrik deney
sonucunda enjeksiyon ¢ozeltisindeki GEM miktarinin ne kadarimin tayin edilebildigi
hesaplandi. Elde edilen sonuglar % geri kazanim degerleri ve BSS degerleri ile birlikte
cizelge 4.13’te gosterildi.

Cizelge 4.13 GEM igeren Gemful® enjeksiyon ¢ozeltisinden pH 4,8 asetat tamponunda
GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotla elde edilen % geri kazanim sonuglari

Yontem | Eklenen, | Hesaplanan, | Ortalama’, | Geri BSS™ | Bias,
/ Elektrot | mg/L mg/L mg/L kazanim, % |, % %
2,5 2,12; 2,28; 2,44 97,60 10,07 | -2,4
< 2,43; 2,64;
5) 2,71
=2 50 4,56; 4,62; | 4,87 97,40 6,13 -2,6
25 4.8;5,12;
°< 5,23
i 10,0 9,23;9,44; |9,86 98,60 6,43 -1,4
3 9,57; 10,42;
10,66

“Sonuglar bes 6l¢iimiin ortalamas: alinarak hesaplanmustir.
Hesaplanan geri kazanim degerleri i¢in bagil standart sapma
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Cizelge 4.13’te enjeksiyon ¢ozeltisi i¢erigi analizi i¢in verilen veriler incelendiginde, ii¢
farkli derisime ait BSS degerlerinin kiiciik ve geri kazanimlarin %97,40—%98,60
araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da gelistirilen voltametrik yontemlerin ilaglarda

GEM tayini i¢in uygulanabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

4.10.2 Gelistirilen yontemin insan serumuna uygulanmasi ve serumda %geri
kazamim ¢aliymalari

Gemsitabin tayininin biyolojik orneklere uygulanip uygulanmayacagmin belirlenmesi
icin Boliim 3.8.7°de anlatildig1 sekilde insan serum ornekleriyle ¢aligildi. 0,5 M asetat
tamponuyla seyreltilmis ti¢ farkli gemsitabin derisimi i¢in bulunan madde miktarlari,

bagil standart sapmalar ve % geri kazanim degerleri ¢izelge 4.14°de verildi.

Cizelge 4.14 GEM igeren insan serumunda (pH 4,8) GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotla
DPV yontemiyle elde edilen analiz bulgular

Yontem | Seruma | Hesaplanan, | Ortalama’, | Geri BSS™, | Bias,
/Elektrot | eklenen, | mg/L mg/L kazanim, % | % %
mg/L
2,5 2,32; 2,38; 2,57 102,80 10,10 2,8
< 2,45; 2,77;
% 2,91
§ 50 4,72;4,88; | 4,98 99,60 4,04 -0,4
S E 4,96; 5,17;
a =
0 < 5,20
% 7,5 7,14;7,42; 7,57 100,93 411 0,93
O 7,56; 7,81;
© 7,92

“Sonuglar bes 6l¢iimiin ortalamasi alinarak hesaplanmaistir.
Hesaplanan geri kazanim degerleri i¢in bagil standart sapma

Serumda GEM tayini ile ilgili cizelge 4.14°de elde edilen veriler, serumda bir girisim
etkisi olmadan ve bir 6nderistirme gerektirmeden yiiksek dogruluk ile GEM’in tayin

edilebilecegini gostermektedir.
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Bu sonuglara gore, GCE/P(AMT)/dsDNA elektrodun;

« kalite ve igerik kontrolii amaci ile tablet, kapsiil ve surup gibi farmas6tik numunelere,

« farkli tibb1 ve kimyasal/biyokimyasal amaglar i¢in idrar, serum ve kan gibi biyolojik
numunelere,

+ farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaglar i¢in doku ve organlardan

hazirlanan numunelere giivenle uygulanabilecegi sdylenebilir.

4.11 Gemsitabin ile dsDNA Etkilesiminin GCE/P(PDCA) Elektrot Kullamlarak
Diferansiyel Puls Voltametri Teknigi ile Elektrokimyasal Olarak
incelenmesine Ait Bulgular

4.11.1 GCE/P(PDCA) elektroda immobilize edilen dsDNA ile gemsitabin’in
optimum etkilesim siiresinin belirlenmesine ait bulgular

Boliim 3.8.3’te anlatilan yol izlenerek ve Boliim 4.4°te elde edilen veriler dogrultusunda
30,0 mg/L GEM’in 40,0 mg/L dsDNA ile etkilesiminde siirenin etkisini inceleyebilmek
icin etkilesim siiresi 30-210 saniye arasinda degistirildi ve elde edilen sonuglardan sekil

4.42°deki grafik ¢izildi.
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Sekil 4.42 40,0 mg/L dsDNA ile 30,0 mg/L gemsitabin’in 30; 60; 90; 120; 150; 180;
210 saniye siiresince etkilesmesine ait guanin yiikseltgenme sinyallerinin
ortalama biiytikliikleri.
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Guanin yiikseltgenme sinyalinde etkilesim siiresi arttirildik¢a bir azalma gozlendi. Bu
azalmanin 150. saniyeden sonra sabit kalmasi nedeniyle optimum etkilesim siiresi 150

saniye olarak belirlendi.

4.11.2 GCE/P(PDCA) elektroda adsorbe edilen dsDNA’nin gemsitabin ile derisime
gore etkilesmesinin incelenmesine ait bulgular

Bo6lim 3.11.4°de anlatilan yol izlenerek, Bolim 4.4’ten elde edilen veriler
dogrultusunda 40,0 mg/L dsDNA ile gemsitabin’in etkilesiminde gemsitabin miktarinin
etkisini inceleyebilmek igin GEM miktar1 0,5-50,0 mg/L arasinda degistirildi. Elde
edilen sonuglardan bazi GEM derisimleri igin sekil 4.43’teki diferansiyel puls
voltamogrami ve sekil 4.44’teki guanin yiikseltgenme sinyalinin ortalama
biiyiikliiklerini gosteren grafik ¢izildi. GEM miktar arttikga guanin yiikseltgenme pik
akimmnin azaldigr gorildi. Guaninin yiikseltgenme sinyali yanitinda goriilen bu
azalmanin DNA’nin elektroaktif bazi guaninin yapisinda bulunan yiikseltgenebilecek
gruplarin kismen hasar gormesinden kaynaklandigi diisiiniilebilir (Erdem vd. 2005,
Dogan-Topal vd. 2009). Guanin yiikseltgenme akimlarindaki azalmanin 30,0 mg/L
GEM’den sonra sabitlendigi goriildii. 1,0-30,0 mg/L arasinda dogrusal ¢alisma araligi
elde edildi (Sekil 4.45).
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Sekil 4.43 40,0 mg/L dsDNA ile gemsitabin’in (siras1 ile 0,0; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0;
20,0; 30,0; 40,0 mg/L derisimlerde) etkilesmesine ait guanin yiikseltgenme
sinyallerinin DPV egrileri.

Elde edilen sonuglara gére en uygun GEM derisimi 30,0 mg/L olarak belirlendi. Teshis
siir1 (TS) 0,276 mg L™, tayin alt simir1 (TAS) 0,922 mg/L olarak elde edildi. Yéntemin
tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in ayn elektrot kullanilarak ardisik dl¢timler alindi. Bu
amacla, 40,0 mg/L dsDNA adsorbe edilen GCE/P(PDCA) 30 mg/L GEM ile
etkilesirildi. DPV ile elde edilen guanin yiikseltgenme pik akimlar i¢in % BSS 2,02
olarak hesaplandi. Onerilen metodun kesinligi farkli elektrotlarla yapilan tekrar
tiretilebilirlik 6lgtimleri ile elde edildi. 30,0 mg/L GEM ile etkilesim sonrasinda elde
edilen guanin yiikseltgenme pik akimlarindaki degisiklikten hesaplanan % BSS 3,51
olarak bulundu. Calismadan elde edilen analitik parametreler c¢izelge 4.15°te

Ozetlenmistir.
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Sekil 4.44 40,0 mg/L dsDNA ile 90 saniye boyunca gemsitabin’in 1,0; 2,5; 5,0; 10,0;

15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0; 50,0 mg/L derisimlerde etkilesmesine ait
guanin ylikseltgenme sinyallerinin ortalama biiytikliikleri
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Sekil 4.45 Guanin pik akimi ile GEM derisiminin dogrusal oldugu bolge
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Cizelge 4.15 GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotta DPV ile GEM’nin voltametrik tayini
icin elde edilen analitik parametreler

Parametreler GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrot
Olgiim potansiyeli (V) 0,80

Dogrusal aralik (mg/L) 1,0-30,0

Egim (nA L/mg) -0,0217
Determinasyon katsayisi (R?) 0,991

Kesisim noktasi( pA) 1,368

TS (mg/L) 0,276

TAS (mg/L) 0,922

Tekrar iiretilebilirlik” (%) 3,51
Tekrarlanabilirlik™ (%) 2,02

“Sonuglar bes 6l¢iimiin ortalamasi olarak verilmistir.

GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotla yapilan tekrar iretilebilirlik ve tekrarlanabilirlik
caligmalarindan oldukg¢a 1iyi sonuglarin elde edilmesi nitrofurantoin igeren ticari

formiilasyonlardan miktar tayini ¢caligmalar1 yapilabilecegini gostermistir.

DPV teknigini ilag ile dsDNA etkilesim tiiriiniin aydinlatilmasinda kullanilmaktadir
(Arias vd. 2009). Guanin yiikseltgenme pik potansiyelindeki pozitif kaymalara
interkalasyon ile baglanmaya, negatif yone kaymanin ise elektrostatik etkilesimlerden
kaynaklandigi bildirilmistir (Carter vd. 1989). Sekil 4.43’te goriildiigii tizere GEM
varliginda guanin bazina ait yiikseltgenme pik potansiyelinde herhangi bir kayma
gorilmemektedir. Buradan GEM’in dsDNA’ya interkalatif ya da elektrostatik olarak
etki etmedigi sdylenebilir. GEM derisimi arttik¢a dsDNA’daki guanin yiikseltgenme pik
akimlarindaki azalmanin nedeni serbest dSDNA’nin denge derisimindeki azalmadan
kaynaklandig: diistiniilebilir. GEM ile dsDNA arasinda asagidaki denkleme gére GEM-
dsDNA kompleksi olusur (Yola ve Ozaltin 2011).
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GEM +dsDNA = GEM —dsDNA

bu kompleksin elektrokimyasal olarak dsDNA’dan daha az aktif oldugu diisiiniilebilir.

GEM ile dsDNA ectkilesiminde tek bir kompleks olustugu varsayildiginda, GEM ile
dsDNA arasindaki etkilesim asagidaki esitlik kullanilarak belirlenebilir;

log( 1M) = log K +log( lev-som )

GE dsDNA ~— ' GEM-dsDNA

Bu esitlikte K baglanma sabiti, lgspna guanin yiikseltgenme pik akimlart ve lgem-dsona
GEM ile dsDNA’nin etkilesimi sonrast 6l¢giilen guanin yiikseltgenme pik akimidir. Bu
kompleksin baglanma sabiti K, log(1/[GEM])’ye karst log(lcem pna/lona—lcem pna)
degerlerinin grafige gecirilmesiyle elde edilen egrinin y eksenini kestigi degerden

hesaplandi. GEM ile dsDNA arasindaki K sabiti 4.6x10* L mol™ olarak bulundu.

4.11.3 GCE/P(PDCA)/dsDNA-GEM etkilesimi icin girisim etkisinin belirlenmesi
ve kararhlik calismalar:

Gelistirilen GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrodun segiciligi 30,0 mg/L GEM ¢ozeltisiyle
(pH 4,8) etkilesim 6ncesi ve sonrasinda 0,1 mM askorbik asit (AA), iirik asit (UA), D-
glukoz (GLU) ve L-sistein (L-SIS) iceren ¢dzelti ortaminda Boliim 3.9°da anlatildig
sekilde belirlendi. Sekil 4.46’da goriildigi gibi askorbik asit ve glukozun guanin
yiikseltgenme sinyaline énemli dl¢iide bir girisim etkisi olmadig: goriildii. Urik asit igin
%2,09 ve L-sistein igin %1,53 degerinde girisim etkisi hesaplandi. Bu degerlerin
olduke¢a diisiik olmas1 hazirlanan biyosensoriin segiciliginin oldukca yiiksek oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.46 GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrodunun 30,0 mg/L GEM igin 0,1 mM (AA)

askorbik asit, (UA) iirik asit, (GLU) D-glukoz and (L-SIS) L-sistein
ilavelerinden sonra elde edilen guanin yiikseltgenme pik akimlar

412 GCE/P(PDCA)/dsDNA-GEM Etkilesimi i¢in Gelistirilen Yéntemin
Uygulamalan

4.12.1 Gelistirilen yontemin enjeksiyon c¢ozeltilerine uygulanmasi ve geri kazanim
calismalari

GEM igeren enjeksiyon ¢ozeltisinden miktar tayini yapmak amaciyla Bolim 3.8.5°te
anlatildig1 sekilde numuneler hazirlandi. GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotla GEM igeren
numunelerin etkilesimi sonrasi elde edilen guanin yiikseltgenme sinyallerinden okunan
pik akimi degerleri sekil 4.45°te verilen kalibrasyon esitliginde yerine konularak
enjeksiyon ¢ozeltisinde bulunan etken madde miktarlar1 hesaplandi. Elde edilen analiz
sonuglari ¢izelge 4.16°da verildi.
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Cizelge 4.16 GEM iceren Gemful® enjeksiyon c¢ozeltisinde pH 4,8 asetat tampon
icersinde GCE/P(PDCA)/dsDNA ile elde edilen analiz bulgular

Yontem/ Enjeksiyon Bulunan Ortalama’, | BSS, % | Bias, %
Elektrot cozeltisi, mg/L | degerler, mg/L | mg/L

DPV/ 20,00 19,12; 19,90; 20,72 6,37 3,60
GCE/P(PDCA)/ 20,44; 20,72,

dsDNA 22,01

“Sonuglar bes 6l¢iimiin ortalamasi alinarak hesaplanmustir.

Enjeksiyon ¢ozeltisi icerisindeki katki maddelerinin girisim yapip yapmadigini anlamak

amaciyla Bolim 3.13’de anlatildigi sekilde enjeksiyon c¢ozeltisi iceriginden geri

kazanim galismalar1 yapildi. Bu amagla belirli miktarda enjeksiyon ¢ozeltisi ve saf etken

madde uygun hacimde saf su iginde ¢oziildiikten sonra ¢ozeltiden kalibrasyon grafigi

igerisinde yer alan ii¢ derisime karsilik gelen hacimlerde ¢ozeltiler alind1 ve asetat

tamponu ile seyreltilip voltamogramlar1 kaydedildi. Buradan da voltametrik deney

sonucunda enjeksiyon c¢ozeltisi icerigindeki GEM miktarinin ne kadarinin tayin

edilebildigi hesaplandi. Elde edilen sonuglar % geri kazanim degerleri BSS degerleri ile

birlikte ¢izelge 4.17°de gosterildi.

Cizelge 4.17 GEM iceren Gemful® enjeksiyon ¢ozeltisinden pH 4,8 asetat tamponunda
GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotla elde edilen % geri kazanim sonuglari

Yontem | Eklenen, | Hesaplanan, Ortalama’, | Geri BSS™, | Bias,
/Elektrot | mg/L mg/L mg/L kazanim, % | % %
< 1,0 0,94; 0,96; 0,95; | 0,98 98,00 4,58 -2,0
2 1,02;1,04
3
S z\ 5,0 4,85;4,92; 4,99; | 4,98 99,60 2,18 -0,4
a 8 5,01; 5,14
a
% 10,0 9,41; 9,56; 9,82; | 9,78 97,80 3,08 -2,2
8 9,91; 10,18

“Sonuglar bes 6l¢iimiin ortalamasi alinarak hesaplanmistir.
Hesaplanan geri kazanim degerleri i¢in bagil standart sapma
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Cizelge 4.17°de enjeksiyon ¢ozeltisi igerigi analizi i¢in verilen veriler incelendiginde, ii¢
farkli derisima ait BSS degerlerinin %10’dan kiiciik ve geri kazanimlarin
%97,76—%99,64 araliginda oldugu goriilmektedir. Bu da gelistirilen voltametrik

yontemlerin ilaglarda GEM tayini i¢in uygulanabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

4.12.2 Gelistirilen yontemin insan serumuna uygulanmasi ve serumda %geri
kazamim ¢aliymalari

Gemsitabin tayininin biyolojik 6rneklere uygulanip uygulanmayacagmin anlasilmasi

icin Boliim 3.8.7°de anlatildigi sekilde insan serum ornekleriyle ¢aligildi. 0,5 M asetat

tamponuyla seyreltilmis ti¢ farkli gemsitabin derisimi i¢in bulunan madde miktarlari,

BSS ve % geri kazanim degerleri ¢izelge 4.18°de verildi.

Cizelge 4.18 GEM igeren insan serumunda (pH 4,8) GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotla
DPV yontemiyle elde edilen analiz bulgular

Yontem | Seruma | Hesaplanan, | Ortalama’, | Geri BSS ™, | Bias,
/Elektrot | eklenen, | mg/L mg/L kazanim, | % %
mg/L %
1,0 0,88; 0,92; | 1,002 100,20 9,89 0,20
g 1,02;  1,09;
o 1,10
- = 10,0 9,41; 9,88;| 10,08 100,80 4,60 0,80
>3 10,12: 10,36:
og 10,62
% 20,0 19,22; 20,32; | 20,60 103,00 4,25 3,00
8 20,86; 21,16;
21,44

“Sonuglar bes 6l¢iimiin ortalamasi alinarak hesaplanmastir.
Hesaplanan geri kazanim degerleri i¢in bagil standart sapma

Serumda GEM tayini ile ilgili cizelge 4.18°de elde edilen veriler, serumda bir girisim
etkisi olmadan ve bir oOnderistirme gerektirmeden hazirlanan dsDNA modifiye
elektrotlarla uygulanmasi durumunda yiiksek dogruluk ile GEM’in tayin edilebilecegini

gostermektedir.
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Bu sonuglara gore, GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrodun;

« kalite ve igerik kontrolii amaci ile tablet, kapsiil ve surup gibi farmas6tik numunelere,

« farkli tibbi ve kimyasal/biyokimyasal amaglar i¢in idrar, serum ve kan gibi biyolojik
numunelere,

+ farmakolojik, farmakinetik ve toksikolojik amaglar i¢in doku ve organlardan

hazirlanan numunelere giivenle uygulanabilecegi sdylenebilir.

4.13 Spektroskopik Cahsmalar

UV-Vis spektrofotometrisi teknigi, DNA kararhigi ve DNA ile kiiciik ligandlarin
etkilesim tiirlinii belirlemek igin en ¢ok kullanilan ve en basit yontemlerden birisidir. Bu
amagla DNA ile etkilesimleri elektrokimyasal olarak ¢alisilan ilaglarin etkilesim tiirleri
hakkinda yorum yapmak amactyla nitrofurantoin ve gemsitabin’in dSDNA olan ortamda
ayrt ayrt UV-Vis spektrumlarit alindi. Deney sonucunda elde edilen veriler asagida

sunuldu.

4.13.1 Nitrofurantoin-dsDNA etkilesiminin  UV-Vis spektrofotometrisi ile
incelenmesi

Nitrofurantoin’in dSDNA ile etkilesimi UV-Vis spektroskopisi teknigi ile Bolim
3.10’da belirtildigi sekilde incelendi. Bu amagla dsDNA etkilesiminde optimum derisim
olarak bulunan 20,0 mg/L NFT ile 5,0; 10,0; 20,0; 40,0 mg/L derisimlerinde dsDNA
etkilestirildi ve 200-800 nm dalga boyu araliginda spektrumlar kaydedildi. NFT’nin
265 ve 366 nm’de iki absorbsiyon piki verdigi goriildii. Sekil 4.47 incelendiginde sabit
NFT igeren ortamda dsDNA miktar1 arttikga, NFT’in 366 nm’deki pikinin onemli
o6l¢iide azaldigr goriildi (hipokromik etki). Ayrica dsSDNA miktar1 artistyla NFT pikinde
yaklasik 1-2 nm daha uzun dalga boyuna kayma goézlendi (batokromik etki). Literatiirde
hipokromik etkiyle birlikte goriilen 6nemli lglideki batokromik kaymanin (8-15 nm)
maddenin dsDNA’ya interkalasyon ile baglandigin1 gosterdigi bildirilmistir (Cui vd.
2011a, Kashanian ve Zeidali 2011). Buradan NFT’in dSDNA’nin baz giftlerine kismi
interkalasyon ile baglanabilecegi sonucuna varilabilir (Aydogdu vd. 2014). Elde edilen
sonuglardan faydalanilarak, NFT ile dsDNA arasindaki baglanma sabiti (K) Benesi-
Hildebrand esitliginden hesaplanilabilir;
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A _ & + % 1
A-A  &c-& Euc—t K[DNA]

K baglanma sabiti, A Ve A sirasiyla ilacin ve ilagc-dsDNA kompleksinin absorbans
degerleridir. &g ve &y ise sirasiyla ilacin ve NFT-dSDNA kompleksinin absorbsiyon
katsayilaridir. Baglanma sabiti, K, A¢/(A-Ao)’ye karst 1/[dsDNA] ¢izilen grafigin
kesisiminin egime oranindan hesaplanmistir. Bu esitlikten NFT-dSDNA etkilesimi igin
hesaplanan K degeri 1,6x10° L mol™ olarak bulunmustur. Bu deger voltametrik deney
sonucunda elde edilen sonuca olduk¢a yakindir (1,3x10°> L mol™). Ayrica elde edilen
sonuglar, literatiirde klasik bir interkalator madde olan etidyum bromiiriin dsDNA’yla
etkilesiminde elde edilen K degerine (1,23x10° L mol™) olduk¢a yakindir
(Dimitrakopoulou vd. 2008).

2,0

(a) 0 mg/L dsDNA
- () 5,0 mg/L dsDNA
= (¢) 10,0 mg/L dsDNA
- (d) 20,0 mg/L dsDNA
— () 40,0 mg/L dsDNA

1,5

Absorbans
[S—
f)

UO
(9]

0,0

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Dalga boyu / nm

Sekil 4.47 Nitrofurantoin’in (20 mg/L) dsDNA yoklugunda ve 5,0-40,0 mg/L
derisimde dsDNA varligindaki UV-Vis spektrumlari
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4.13.2 Gemsitabin-dsDNA etkilesiminin UV-Vis spektrofotometrisi ile incelenmesi

Gemsitabin’in dsDNA ile etkilesimi UV-Vis spektrofotometrisi teknigi ile Bolim
3.10’da anlatildig1 sekilde incelendi. Bu amagla dsDNA etkilesiminde optimum derisim
olarak bulunan 30,0 mg/L GEM ile 5,0; 10,0; 20,0; 40,0 mg/L derisimlerinde dsDNA
etkilestirildi ve 200-800 nm dalga boyu araliginda spektrumlar kaydedildi. GEM’in 237
ve 269 nm’de iki absorbsiyon piki verdigi goriildii. Sekil 4.48 incelendiginde sabit
GEM igeren ortamda dsDNA miktar1 arttikca, gemsitabin’in 269 nm’deki pikinin
onemli Olclide arttigr goriildii (hiperkromik etki). Ayrica dsDNA miktar1 artisiyla
GEM’in 237°deki pikinin kayboldugu gozlendi. Literatiirde hiperkromik etki ve buna
eslik eden ¢ok az bir batokromik kaymanin veya dalga boyunda herhangi bir kayma
goriilmemesinin genellikle mindr oluk baglanmasi (minor groove binding) ile uyumlu
oldugu rapor edilmistir (Sirajuddin vd. 2013). Buradan GEM’in dsDNA ¢ift
sarmalinindaki mindr oluklara baglanabilecegi sonucuna varilabilir (Kalanur vd. 2009).
Elde edilen sonuglardan faydalanilarak, GEM ile dsDNA arasindaki baglanma sabiti (K)
Benesi-Hildebrand esitliginden hesaplandi ve 3,4 x10* L mol™ olarak bulundu. Bu
deger voltametrik deney sonucunda elde edilen sonuca olduk¢a yakindir (4,6x10% L
mol™). Ayrica elde edilen sonuglar, literatirde minér oluk baglanmasi ile dsDNA’yla
etkilesen ilaglarin K degerlerine olduk¢a yakindir (Shahabadi ve Bagheri 2015, Subastri
vd. 2015).
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(a) 0 mg/L dsDNA
- () 5,0 mg/L dsDNA
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Sekil 4.48 Gemsitabin’in (30,0 mg/L) dsDNA yoklugunda ve 5,0-40,0 mg/L derisimde
dsDNA varligindaki UV-Vis spektrumlari

4.14 Viskozite Olgiimii fle Yapilan Cahsmalar

Viskozite olgtimii DNA ile kiigiik molekiiller arasindaki baglanma tiiriinii belirlemek
i¢in kullanilan etkin ve dogru yotemlerden birisidir (Shi vd. 2015). Bu amagla DNA ile
etkilesimleri diferansiyel puls voltametrisi ve UV-Vis spektrofotometrisi yontemleriyle
calisilan ilaglarin etkilesim tiirleri hakkinda yorum yapmak amaciyla nitrofurantoin ve
gemsitabin’in dSDNA ile etkilestirilmesi saglandi. Boliim 3.11°te anlatildigi sekilde
oncelikle dsDNA’nin daha sonra da dsDNA-ilag komplekslerinin bagil viskoziteleri

hesaplandi. Deney sonucunda elde edilen veriler agagida sunuldu.

4.14.1 Nitrofurantoin-dsDNA etkilesiminin viskozluk 6l¢iimii ile incelenmesi

NFT ile dsDNA arasindaki etkilesim Ubbelohde viskozimetresi ile incelendi. Bu amagla
oncelikle 20,0 mg/L dsDNA’nin asetat tamponuna goére bagil viskozitesi asagidaki

formiile gore hesaplandi:
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n_ (t-t)

Ui (tdsDNA - to)

Daha sonra 0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0 ve 40,0 mg/L nitrofurantoin derisimleri
icin NFT-dsDNA kompleksinin bagil viskozitesi hesaplandi ve NFT derisimine kars1
(nlno)"” degerleri grafige gecirildi. Sekil 4.47°de NFT derisimi arttikga dsSDNA’nin bagil
viskozitesinin arttigi goriildii. Literatiirde klasik interkalasyonda maddenin DNA’nin
istiflenmis baz ¢ifleri arasindaki bosluga yerleserek DNA ¢ift sarmalinin uzamasina yol
actig1 ve boylece DNA’nin bagil viskozitesinin arttig1 rapor edilmistir (Mahadevan ve
Palaniandavar 1998, Xie vd. 2015, Koyuncu Zeybek vd. 2015). Buradan NFT’nin
dsDNA’ya interkalasyon ile baglanmis olabilecegi diisiiniilebilir.

2,4

22+ "

2,0 B /

1,8

(n/n)"

1,6 F

14F /

1,2

1,0 F u
1 1 1 1 1

0 10 20 30 40
NFT derisimi / mg/L
Sekil 4.49 dsDNA’nin bagil viskozitesine 0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0

mg/L NFT derisiminin etkisi (25+ 0,1°C, 0,5 M ABS pH 4.8 (20,0 mM
NaCl)
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4.14.2 Gemsitabin-dsDNA etkilesiminin viskozluk 6l¢iimii ile incelenmesi

Gemsitabin ile dsDNA arasindaki etkilesim Ubbelohde viskozimetresi ile incelendi. Bu
amagcla oncelikle 40 mg/L dsDNA’nin asetat tamponuna gore bagil viskozitesi asagidaki

formiile gore hesaplandi:

n_ (t-t)

M (teona = to)

Daha sonra 0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0 ve 40,0 mg/L gemsitabin derisimleri i¢in
GEM-dsDNA kompleksinin bagil viskozitesi hesaplandi ve GEM derisimine karsi
(nlno)'” degerleri grafige gegirildi. Sekil 4.48’de GEM derisimi arttikca dsDNA’nin
bagil viskozitesinin 6nemli 6lgiide degismedigi goriilmektedir. Klasik interkalatorlerden
farkli olarak DNA ile elektrostatik ve oluk baglanmasi ile etkilesen maddelerin
DNA’nin bagil viskozitesini 6nemli dlglide degistirmedigi literatiirde bildirilmistir (Shi
vd. 2015). Bunun sonucu olarak gemsitabin’in dsDNA ile etkilesiminin elektrostatik

olarak ya da oluk baglanmasi ile olabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.50 dsDNA’nin bagil viskozitesine 0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0 ve
40,0 mg/L GEM derisiminin etkisi (25+ 0,1 °C, 0,5 M ABS pH 4.8 (20,0
mM NacCl)

4.15 NaCl Miktarimin Etkisinin Incelenmesi

[lag-DNA etkilesim tiiriiniin belirlenmesinde incelenen onemli bir parametre de
ortamdaki NaCl miktarmin etkisinin incelenmesidir. Genel olarak DNA ile elektrostatik
olarak etkilesen ilaclar ortamdaki NaCl miktarindan biiyiikk olgiide etkilenirler. Cift
sarmal DNA fosfat gruplarindan dolay1 polianyonik yapidadir. Ortamin tuz derisimi
arttikga dsDNA’nin cevresi tuzun yapisindaki katyonlar ile ¢evrelenir. Boylece pozitif
yiikli ilaglarin dsDNA’ya yaklasmasi zorlasir ve ilag ile dsDNA’nin etkilesimi de
azalir. Nitrofurantoin ve gemsitabin’in dsDNA ile etkilesimlerinde ortamin tuz

derisiminin etkisi incelendi ve elde edilen bulgular asagida verildi.
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4.15.1 Nitrofurantoin-dsDNA  etkilesimine @~ NaCl  miktarinin etkisinin
incelenmesine ait bulgular

20,0 mg/L dsDNA adsorbe edilen GCE/P(AMT) elektrodu 10,0 mg/L NFT ile farkli
miktarda NaCl (2,5-50,0 mM) igeren asetat tamponlarinda B6lim 3.12.1°de anlatildig:
sekilde etkilestirildi. Etkilesim sonrasi diferansiyel puls voltamogramlar1 kaydedildi ve
guanin yiikseltgenme pik akimlar1 Karsilastirildi. Sekil 4.49°da NaCl derisimine Kkarsi
guanin yiikseltgenme akimlart ¢izildi. NaCl derisimi arttikga guanin sinyallerinin 30
mM’e kadar artigi daha sonra ise sabit kaldigi goriidii. Buradan NFT’in dsDNA’ya
interkalasyon ve elektrostatik olmak iizere iki sekilde baglanabilecegi diisiintilebilir.
Diisiik NaCl derisimlerinde pozitif yiikli NFT’in dsDNA’nin negatif fosfat gruplarina
elektrostatik olarak baglandig1 varsayilabilir. NaCl derigimi arttikca dSDNA’nin gevresi
Na® iyonlar: ile gevrelendiginden NFT dsDNA ile elektrostatik olarak etkilesemez.
Boylece yiiksek NaCl derisimlerindeki etkilesimin ise interkalasyondan kaynaklandigi
sOylenebilir (Kara vd. 2002b, Radi vd. 2003, Nawaz vd. 2006).

0,8 -

0,6 u ('] | | | ]
« ¥
3
: 0,4t i
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< i

0,2

[ |
0,0 -
0 10 20 30 40 50

NaCl derisimi / mM

Sekil 451 NFT-dsDNA etkilesimine NaCl derisiminin (2,5-50,0 mM) etkisi
(NFT=10,0 mg/L, dsDNA=20,0 mg/L)
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4.15.2 Gemsitabin-dsDNA etkilesimine NaCl miktarmin etkisinin incelenmesine
ait bulgular

40,0 mg/L dsDNA adsorbe edilen GCE/P(PDCA) elektrodu 30,0 mg/L GEM ile farkli
miktarda NaCl (2,5-30,0 mM) igeren asetat tamponlarinda B6liim 3.12.2°de anlatildig:
sekilde etkilestirildi. Etkilesim sonrasi diferansiyel puls voltamogramlar1 kaydedildi ve
guanin yiikseltgenme pik akimlar1 karsilastirildi. Sekil 4.50°de NaCl derisimine Kkarsi
guanin yiikseltgenme sinyalleri ¢izildi. NaCl derisimi arttikga guanin sinyallerinin
onemli olglide degismedigi goriildii. Ortamin tuz derisimi elektrostatik olarak baglanan
ilaglarla degistiginden ve gemsitabin’in dsDNA ile etkilesebilecek pozitif yiikii
olmadigindan gemsitabin’in dsDNA’ya oluk baglanmasi ile baglanabilecegi

distiniilebilir.
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Sekil 4.52 GEM-dsDNA etkilesimine NaCl derisiminin (2,5-30,0 mM) etkisi
(GEM=30,0 mg/L, dsSDNA=40,0 mg/L)
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5. SONUC

Bu tez ¢alismasinda antibakteriyel ilag olan nitrofurantoin (NFT) ve antikanser ilag olan
gemsitabin’in (GEM) tayini i¢in polimer film temelli elektrokimyasal DNA
biyosensorleri gelistirildi. Bu amagla oncelikle calisma elektrodu olarak kullanilan
camsi karbon elektrotlar poli(5-amino,2-merkapto-1,3,4 tiyadiazol) (P(AMT)) veya
poli(2,6-pirindikarboksilik asit) (P(PDCA)) filmleri ile doniisiimlii voltametri teknigi
kullanilarak kaplandi ve GCE/P(AMT) ve GCE/P(PDCA) elektrotlar elde edildi. FTIR
spektroskopisi, taramali elektron mikroskobu (SEM) ve elektrokimyasal yontemlerle
yiizey karakterize edildi. Polimer film kapli elektrotlara ¢ift sarmal DNA (dsDNA)
immobilize edildi ve hazirlanan modifiye elektrotlar ile elde edilen sonuglar asagida

sunuldu.

Polimer film kapli elektrotlara dsDNA immobilizasyonu;

e GCE/P(AMT) elektroduna dsDNA’nin adsorpsiyon siiresi ve miktari optimize
edildi. 20,0 mg/L dsDNA ve 15 dakika adsorpsiyon siiresi en uygun degerler

olarak seg¢ildi.

e GCE/P(PDCA) elektrodunda ise 40,0 mg/L dsDNA ve 30 dakika adsorpsiyon

stiresi en optimum degerler olarak belirlendi.

Nitrofurantoin ve gemsitabin tayinleri gelistirilen iki elektrot da kullanilarak DNA’nin
yapisinda bulunan guanin bazinin yiikseltgenme sinyali lizerinden DPV teknigi ile

yapild.
Nitrofurantoin tayini;

e GCE/P(AMT)/dsDNA elektrotla yapilan optimizasyon ¢alismalarinda dsDNA
ile NFT arasindaki etkilesim siiresi 120 s olarak belirlenmis ve 2,17-25,0 mg/L
derisim araliginda bir dogrusallik (R?=0,998) saptanmustir. TS ve TAS degerleri
sirastyla 0,65 mg/L ve 2,17 mg/L olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemle elde
edilen kalibrason egrilerine ait hesaplamalar yapilarak ilgili ¢izelgede

verilmistir.
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GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotla yapilan optimizasyon c¢alismalarinda ise
dsDNA ve NFT arasindaki etkilesim stiresi 150 s olarak belirlenmis ve 1,0-20,0
mg/L derisim araliginda bir dogrusallik (R?=0,989) saptanmustir. TS ve TAS
degerleri sirastyla 0,309 mg/L ve 1,0 mg/L olarak bulunmustur. Gelistirilen
yontemle elde edilen kalibrason egrilerine ait hesaplamalar yapilarak ilgili

cizelgede verilmistir.

Gemsitabin tayini;

GCE/P(AMT)/dsDNA celektrotla yapilan optimizasyon c¢alismalarinda dsDNA
ile GEM arasindaki etkilesim siiresi 90 s olarak belirlenmis ve 2,5-30,0 mg/L
derigim araliginda bir dogrusallik (R?=0,993) saptanmustir. TS ve TAS degerleri
sirastyla 0,69 mg/L ve 2,29 mg/L olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemle elde
edilen kalibrason egrilerine ait hesaplamalar yapilarak ilgili ¢izelgede

verilmistir.

GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotla yapilan optimizasyon ¢alismalarinda ise
dsDNA ve NFT etkilesim siiresi 150 s olarak belirlenmis ve 1,0-30,0 mg/L
derisim arahiginda bir dogrusallik (R?=0,991) saptanmustir. TS ve TAS degerleri
sirastyla 0,276 mg/L ve 0,922 mg/L olarak bulunmustur. Gelistirilen yontemle
elde edilen kalibrason egrilerine ait hesaplamalar yapilarak ilgili ¢izelgede

verilmistir.

Hazirlanan DNA biyosensorleri kullanilarak basit, hizli ve 6n islem gerektirmeden

farmasotik preparattaki etken madde miktarlar1 tayin edilmistir. Kapsiil veya enjeksiyon

¢ozeltisinde bulunabilecek katki maddelerinin bu tayini etkileyip etkilemedigi

arastirtlmis ve uygun geri kazanim sonuglari elde edilmistir.

Her iki etken maddenin de tayininin biyolojik ortamda yapilip yapilamayacagi

arastirilmis ve insan serumunda yapilan analizler sonucunda oldukc¢a diisiik % bagil

standart sapma degerleri elde edilmistir. Buradan biyolojik ortamda bulunan ve
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yiikseltgenebilecek tiirleri igeren ortamda bu etken maddelerin gelistirilen DNA

biyosensorleriyle basarili bir sekilde analiz edilebilecegi sonucuna ulasiimistir.

Nitrofurantoin tayini i¢in elde edilen parametreler literatiirde yapilan g¢alismalarla
asagidaki c¢izelgelerde karsilastirllmistir. Cizelge 5.1 incelendiginde, NFT igin
GCE/P(AMT)/dsDNA ve GCE/P(PDCA)/dsDNA elektrotlarla genis dogrusal ¢aligma

aralig1 ve diisiik teshis sinir1 elde edilmistir.

Cizelge 5.1 NFT’nin voltametrik tayini igin elde edilen analitik parametrelerin
literatiirdeki sonuglar ile karsilastirilmasi

Elektrot Calisma arahg TS Tekrarlanabilirlik Literatiir
HDME 4,2-210 pM 1,06 uM - Fogg ve Ghawji 1988
HDME 0,01-0,2 uM 0,00132 - Hammam 2002

uM
GCE nr nr BSS %2,7 Buoro vd. 2014
GCE/P(AMT)/dsDNA  9,1-105 uM 2,73 uM  BSS %1,15 Bu ¢aligma
GCE/P(PDCA)/dsDNA  4,2-84 uM 4,2 uM BSS %3,51 Bu ¢alisma

Gemsitabin tayini i¢in elde edilen parametreler literatiirde yapilan c¢alismalarla
asagidaki cizelgelerde karsilagtinlmistir. Cizelge 5.2 incelendiginde hazirlanan
elektrotlarla GEM tayininin genis dogrusal caligma aralig1 ve diisiik teshis sinirt ile elde

edildigi sonucuna varildi.

Cizelge 5.2 GEM’in voltametrik tayini i¢in elde edilen analitik parametrelerin
literatiirdeki sonuglar ile karsilastirilmasi

Elektrot Calisma arahgi TS Tekrarlanabilirlik Literatiir
GCE 5uM-0,75mM 1,06 uM  BSS %1,68 Kalanur vd. 2009
AUE 0,1-15,0 uyM 0,06 uM  BSS %1,31 Naik ve Nandibewoor
2013
GCE/dsDNA nr nr nr Buoro vd. 2014
GCE/P(AMT)/dsDNA  9,0-108 uM 2,62 uM  BSS %2,43 Bu galisma
GCE/P(PDCA)/dsDNA  3,8-114 uM 1,0 uM  BSS %3,51 Bu galisma
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Etken maddelerin dsDNA ile etkilesim tiirlerini belirlemek amaciyla UV-Vis
spektroskopisi ve viskozite Ol¢iimii  yontemleri kullanildi.  Yapilan UV-Vis
spektrofotometrisi ¢alismalart sonucunda nitrofurantoin absorbansinda dsDNA ilaveleri
ile bir azalma (hipokromism) ve hafif uzun dalga boyuna kayma (red shift) gosterdigi
goriildii. Bu davranisin literatiirde interkalasyon baglanmasi ile uyumlu oldugu rapor
edilmistir (Kashanian ve Zeidali 2011, Cui vd. 2011a). Viskozite 6l¢iim ¢alismalarinda
dsDNA’nin bagil viskozitesinin NFT’in derisimi arttikca arttifi belirlenmistir. Bu
davranig klasik interkalasyona yol acan bir madde olan etidyum bromiire oldukca
benzediginden NFT nin dsDNA yapisina interkalasyon ile baglanabilecegi diistiniilebilir
(Liu vd. 2006, Ma vd. 2013, Aydogdu vd. 2014).

Gemsitabin’in dsDNA ilavesiyle elde edilen UV-Vis spektrumlarinda ise absorbansinda
artma (hiperkromism) ve dalga boyunda ¢ok az miktarda diisiik dalga boyuna kayma
(blue shift) gorildii. Bu davranisi gosteren maddelerin dsDNA’ya oluk baglanmasi
(groove binding) ile baglanabilecegi rapor edilmistir (Sirajuddin vd. 2013).
Gemsitabin’in dsDNA ile viskozite Olglim ¢alismalarinda dsDNA’nin  bagil
viskozitesinin GEM’in derisiminin artisiyla degismedigi gozlenmistir. Bu da maddenin
dsDNA ile etklesiminin elektrostatik olarak veya oluk baglanmasi ile olabilecegini
gostermektedir.

Calismamizda ilag etken maddelerin dsDNA ile etkilesim tiiriiniin belirlenmesinde
kullanilan bir diger parametre de tuz derisimin etkisidir. Nitrofurantoin’in dsDNA ile
GCE/P(AMT) elektrot yiizeyinde etkilesimi farkli miktarda NaCl iceren asetat
tamponunda incelendi. Ortamdaki NaCl miktar1 2,5 mM’den 30,0 mM’a arttikga guanin
yiikseltgenme sinyalinin arttigi, 30,0 mM’den sonra ise sabitlendigi goriildii. Buradan
diisik tuz derisimlerinde NFT’in dsDNA’yla elektrostatik olarak, yiiksek tuz

derisimlerinde ise interkalasyon ile baglandig1 yorumlanabilir (Nawaz vd. 2006).

Gemsitabin’in dsDNA ile GCE/P(PDCA) elektrot ylizeyinde etkilesimi farkli miktarda
NaCl igeren asetat tamponu igerisinde incelendi. Ortamdaki NaCl miktar1 2,5 mM’den
30,0 mM’a arttik¢a guanin yiikseltgenme sinyalinin 6nemli Ol¢iide degismedigi

gozlendi. dSDNA’ya elektrostatik olarak baglanan ilaglarin ortamdaki tuz derisiminden
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etkilendigi bildirilmistir (Nawaz vd. 2006). Buradan GEM’in dsDNA’yla oluk

baglanmasi ile etkilestigi yorumlanabilir.

Sonug olarak, hazirlanan polimer modifiye elektrotlar dsSDNA’nin immobilizasyonu i¢in
genis bir ylizey alami saglamis ve polimer film temelli DNA biyosensorleri
gelistirilmistir. ilag etken madde tayinleri dsDNA’daki yiikseltgenebilen baz olan
guanin tizerinden yapilmistir. Guanin sinyaline dayali ilag etken madde tayinleri,
indikator gereksinimini ortadan kaldirdig1 i¢in ¢alisma siiresini kisaltmistir. dSSDNA—ilag
etken madde etkilesim tiirii elektrokimyasal, spektrofotometrik ve viskozimetrik

olgtimler ile aydinlatilmis ve sonuglar birbirleriyle uyumlu bulunmustur.
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