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GIRIS

Analitik Kimya’'da oldukg¢a yaygin kullanim alani lam elektrokimyasal
sensorlerin  (elektrokimyasal algilayict  sistemleqanimi  IUPAC tarafindan
“Kimyasal bilesiklere ya da iyonlara secici ve tersinir Bgkilde cevap veren ve
konsantrasyona anl elektriksel sinyaller olgturan kicultilmg cihazlar” olarak

yapiimstir [13].

Elektrokimyasal sensdrlerin yapilarina enzim, re{idoku, antikor, ntkleik

asit vb. biyolojik maddeler eklenglizaman biyosensor” adini almaktadir.

Biyosensorler, biyoloji, fizik, kimya, biyokimya, @imendislik gibi pek cok

bilim alanini igine alan multidisipliner sistemlard

Biyosensor teknolojisi alanindaki ilk cginalar enzim sensorleriyle
baslamistir. 1962 yilinda Clark ve Lyons elektrokimyasahs@rlere, membran icine
yerlestirilen enzim ceviriciler ekleyerek, glukozoksidagGOD) enzimini Q
elektrodu ile kombine ederek kanin glukoz duzeyigmeyi bgarmslar ve ilk kez

enzim elektrot terimi kullaniinglardir[21].

Glukoz + Q@ - Glukono -9 — lakton + HO,



Clark ve Lyons‘un gedtirdigi bu ilk biyosensér, membran diyalizatér,
reaksiyon bolgesi ve ceviriciden efuaktadir. Bir biyolojik sividaki glukoz ve
cb6zinmiy oksijen elektrot etrafindaki membrani gecerek tetgek ylzeyine
Ortamdaki glukoz bitiinde Q tuketimi durur. Q elektrodu ile bglangictaki ve
reaksiyon sonundaki ¢O6zunmiO, Olcultur. Aradaki fark ortamdaki glukozun
oksidasyonu icin harcanan,Qlup buradan biyolojik sividaki glukoz miktari

hesaplanir [21].

Guilbault ve Montalvo amperometrik elektrotlarinnyasira potansiyometrik
elektrotlarin da kullanilabile@ni gostermgtir. Bu calsmada, amonyum segici Sivi

membran elektrot tizerine Ureaz tutuklanarak birséresort gedtirilmi stir [45].

Yaklastk 50 yil 6nce Emil Palecek’in nukleik asitlerine&troaktivitesini
kesfedisinden [106] 40 yil sonra Joseph Wang ve ekibininADfdeoksiribonukleik
asit) hibridizasyonu biyosensorini ggftimeleri [134] bu alanda yapilan en énemli

calismalardir.

Biyosensorlerde biyokomponent olarak enzimler ydairdoku kulttrleri,
mikroorganizmalar, organeller, antikorlar ve niklasitler de kullanilabilmekte olup
Olcim tekngine gore amperometrik, potansiyometrik, termal,zpedektrik veya

optik sensorler olarak adlandirilirlar [118].

Biyosensorlerin,  klinik, tghis, tibbi uygulamalar, silre¢ denetleme,
biyoreaktdrler, kalite kontrol, tarim ve veterinkrlbakteriyel ve viral tghis, ilag
dretimi, endustriyel atik su denetimi, madenciliskeri savunma sanayi gibi

alanlarda yaygin olarak kullanimi s6z konusuduj.[97



Insan genom projesi ile 30.000 dolayinda genin idizibelirlenerek, genom
Uzerinde ortalama her 2000—-2500 nukleotitte beyer arasinda farklanmaya neden
olan tek nokta mutasyonlarinin ( SNP, single niideopolymorphism ) bulundiu
ortaya konmstur. Ayrica insan genomunun tim genlerinin haritedasinin ve ger
tum varyasyonlarin baz diziliminin yakin gelecektdirlenmesinin mimkun oldgu
ortaya cikmgtir. Bu projeye paralel olarak, skilen ksiye desisen ve yaklaik her
1.000 bazda bir meydana gelen genetik yapi ve ifidlkin %90’ Iin1 olgturan
SNP’lerin de haritalanmasina gaimaktadir. Ayrica bu proje ile artik bircok haskal
“genetik hastalik” olarak tanimlanmakta ve bu hadtxin tanisina yonelik “genetik
testler” gelgtirilebilmektedir [53]. Buna ek olarak DNA dizilerde meydana gelen
bu mutasyonlar, kimyasallar ve ilaclar gibi ceviest&enlere kilerin verdigi yaniti
etkilemektedir. Bu nedenle SNP’leri belirleyecek nigmlerin  bulunmasi,
biyomedikal argtirmalarda ve farmakolojik trinlerin ggirilmesinde buyik énem

tasimaktadir.

DNA tayini molekuler biyoloji, klinik tanimlama, tam, adli tip ve patojenlerin
belirlenmesinde olduk¢ca genuygulama alanlarina sahiptir. DNA biyosensdrlerin
gelistiriimesi bu cihazlarin analizlerde spesifik, guiien hizli ve etkili cevap
verebilme yeteneklerinden dolayl oldukc¢a giinceliim diinyasi yiksek kalitede,
gittikce kuculen ileri teknoloji drtnleri ile moléker dizeyde DNA dizi analizi

yapma noktasina uaistir.

Spesifik gen dizilimlerinin belirlenmesi igin kutidan geleneksel yontemler
hibridizasyon, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) geitli kimyasal yontemler
temeline dayanir. Bu yontemlerden bazilari analizdgtli radyoaktif boyalarin
kullanimini gerektirmektedir. Orga PCR'In jel elektroforezi amasinda oldukca

zararli olan etidyum bromir maddesinin kullanimi argalizde gitimli personele



olan ihtiyac ise yontemin sakincalari arasindaayeraktadir. Enzimatiksaretlemeye
dayali klasik tayin metodlarinin ise enzim icerikigedeniyle uygulamalarda yuksek
kararlilik gosterememesi ve gik hassasiyete sahip olmalari gibi negatif 6zedhkl

bulunmaktadir [76].

Dideoksi nukleotitler kullanilarak PCR ile galtilan DNA parcasinin
sekanslanmasi da son yillarda ilgi gosterilen bkniktir [116]. Fakat sekansin

okunmasiglemi zaman alici, hem de ¢ok pahali kiemdir.

Gunumuzde halen bircok atama laboratuarinda kullanilan ve DNA
hibridizasyonuna dayali bir analiz yontemi olan 08eern blot” teknginde
radyoaktif madde ilesaretli problar kullaniimasi nedeniyle DNA’da hasdusumu,
radyoaktif maddeyi kullanabilecek uzman gereksinirai uzun siren tayinin her
asamasinda farkh malzeme ve cihaza olan ihtiyac mgtee bazi sakincalari

bulunmaktadir.

Bu pahali, zaman alici teknikler uzmanlhk ve oldukzaman alan 6rnek
hazirlama surecleri gerektirmektedir. Bu gibi z&kuin tstesinden gelebilmek icin
pek cok argtirmaci fiziksel bir cevirici (optik, piezoelektriiga da elektrokimyasal)
ile birlestirilmis uygun destek Uzerine DNA immobilizasyonu temelateyanan
DNA biyosensoriu (genosensoérler) hazirlgardir. Bu DNA biyosensorlerdizisi
belli hibridizasyon olaylarinin izlenmesinde [9140] veya bu DNA vyizeyi ile
etkilesime giren analizlenecek maddelerin (karsinojen reé&td ilaclar, vb.)
tayinine[10] ait sensOr geitiriimesine dayanan camalara literatirde son
zamanlarda sik sik rastlanmaktadir. Bu biyosensirlgasinabilir olmalari,
kullanilan klasik yontemlere goére hizh, secici,ldyo kullanilabilir olmalari gibi

bircok yararlari bulunmaktadir.



Arastirmanin Konusu ve Amagclari:

SNP’ler avantaj ve dezavantajlara sahip bircok e tespit
edilebilmektedirler [37, 155]. PCR ( polimeraz Zmceaksiyonu), Restriksiyon
enzim kesimi, denatire gradiyent jel elektrofor2GGE, denaturing gradient gel
electrophoresis), denature yuksek-performans soméatografi (DHPLC, denaturing
high-performance liquid chromatography), primer taksiyonu ve oligonukleotit
baglama (OLA, oligonucleotide ligation assay) gibi ggk mutasyon tanimlama
teknigi sekans d@sikliklerini saptamada kullaniimaktadir [130]. Tunu kullanilan
yontemlerin uzmanlik gerektirmesi, zaman alici vahah olmasi gibi bazi
dezavantajlari bulunmaktadir. Bu gibi zorluklarsta@sinden gelebilmek icin pek ¢ok
aragtirmaci fiziksel bir cevirici (optik, piezoelektriya da elektrokimyasal) ile
birlestirilmi s uygun destek Gzerine DNA immobilizasyonu temeldl@yanan DNA
biyosensoru (genosensorler) hazirlgerdir [37, 155]. Bu cihazlarin genetik hastalik
ve diger biyolojik analizlerde pahali olmayan kekilde, spesifik, gtvenilir, hizli ve

etkili cevap verebilme yeteneklerinden dolay! kaitalari giin gectikce artmaktadir.

Vitamin D’nin aktif formu olan 1,25-dihydroxyvitamiDs (1,25 [OH} Ds) bir
steroid hormondur ve nikleer hormon reseptort agagda nikleer tarnskripsiyon
regulatorii olarak gorev yapar [2]. Vitamin D endoksistemi immun yanitin
olusmasinda, kemik metabolizmasinda ve hucrgalpasi ve farklilgmasinda
yardimci rol oynamaktadir [3, 70]. Bu nedenle,dndokrin sistemde goérulen bir
mutasyon diyabet, kanser, osteoartrit, tiberkulXardiyovaskuler hastaliklar gibi

bircok hastalta neden olabilmektedir [46, 124].

Bu polimorfizmin tanimlanmasina yodnelik kullaniintakolan yéntem, RFLP
(restriction fragment length polymorphism) yontemi@, 127, 153]. Bu yontemde

bir allel Apa | gibi restriksiyon enzimini taniyaoir bolge iceriyorsa, ger allel



icermiyorsa bu iki allel farkli uzunluklarda fragmteverirler. Bu pahali, zaman alici
teknik uzmanlhk ve olduk¢ca zaman alan 6rnek hanalairecleri gerektirmektedir.
Bu gline kadar, Vitamin D reseptér (VDR) geniniru8unda belirlenen, Apa |, Bsm
| ve Tag | en cok calllan kesim parcagl uzunluk polimorfizmleridir [127].

VDR'deki Apa | polimorfizmi Alzheimer gibi norodeferatif hastaliklarl iceren
hastaliklara sebep olurken buna ek olarak pardtyaniti da etkilemektedir [2, 23,

153].

Elektrokimyasal olarak DNA hibridizasyonun algilaasn indikatorli ve
indikatorstiz olmak tzere iki yontemle tayin edj®7, 59, 78, 87, 101]. Bunlardan
ilkinde metilen mavisi gibi organik boyalardan [389, 103], epirubisin gibi
antikanserojen ajanlardan [38], ruthenium bipyrdif7, 31] ve cobalt
phenanthroline gibi metal kompleksler [32, 35] gieidoks aktif moleklllerden
yaralanilir. Bu redoks molekiilleri tek sarmal vé& sarmal DNA ile farklisekilde
etkileserek prob ve hedef dizinin hibridizasyonunun alga@sini mamkuin kilar.
Diger yontem ise DNA bazlarindan en elektroaktif o@nanin bazinin 1.0 V'da
verdigi yukseltgenme sinyalinin tek sarmal ve cift saralA’da farklilanmasindan

yola c¢ikilarak yapilan tayindir [48, 104].

Wong ve Gooding tek nokta mutasyonunun tayinine eli&n elektron
transferine dayall hibridizasyon biyosensorininakilektrot ve antrakinon-2,6-
distlfonik asit interkalatort kullanarak ggirmislerdir [149]. Kelley ve arkadgar
Ise nokta mutasyonu iceren dizilerin analizini negtimavisi ve ferrisiyanur aragili
ile yapmslardir [61]. Benzesekilde Ozkan ve arkaglari metilen mavisini ve peptik
nikleik asitleri kullanarak tek nokta mutasyonlarigeren DNA dizilerini tespit

edebilmglerdir [101].



Calismamizda, yapmgi oldugumuz ©On cabmalara gore yontem olarak
indikatore dayall hibridizasyon algilama yontemirallaniimasi uygun bulunup,
indikator olarak Meldola Mavisi (MDB)'nden yararldmistir. MDB benzen tirevi
bir bilesik olup, NADH’In belirlenmesinde gepi 6lcide kullanilan bir
elektrokimyasal mediyatordir ve charge transfer igagdri olarak da
kullaniimaktadir [12, 85, 129]. Reid ve ark. tangfan MDB’nin interkalasyon
mekanizmasi aciklansi [111] ve MDB’nin interkalator olarak kullanilgh
calismalar yapilmgtir [57, 62, 67]. MDB’nin kansorejen nitelikte olmmasi, ucuz ve
kolay bulunabilir bir madde olmasi, PCR’In jel dlefforezi gamasinda kullanilan
oldukca zararli olan etidyum bromir maddesine gdeantajli olmasini

sgglamaktadir [57, 67].

Calsmamiz, sentetik ve gercek hasta 6rnek DNA dizilarlanilarak cift
sarmal, tek sarmal ve tek bazlesmeyen DNA dizilerin MDB ile etkilgimleri
sonucu elde edilen MDB indirgenme sinyalinin difesigel darbe voltametrisi
(DPV) yontemi ile dlcilmesine dayanmaktadir. Bulidtcsistemi kullanilarak VDR
geni Uzerindeki Apa | polimorfizmi tespit edilgiir. Literatirde bu mutasyonun
elektrokimyasal biyosensorle tayinine yonelik kayrdstlanmangtir. Yontemimizin
kolay uygulanabilir, ucuz ve hizli cevap veren &istem olmasi nedeniyle klasik
yontemlere guclu bir alternatif yontem olmasi ve konuda cakma yapacak

arggtirmacilara kaynak ollurmasi tez ¢cayjmalarinin amaclari arasindadir.



BOLUM |

GENEL BILGILER

1.1. BYOSENSORLER

Biyosensorler, biyolojik kaynakl bir tanima yuzeWe bir fizikokimyasal
cevirici sistemden okan analitik cihazlar olarak tanimlanmaktadirg&i bir tanim
ise; biri biyokimyasal, deri ise elektrokimyasal 6zellikte, birbiri icine gmais iki

ceviriciden olgan algilayici cihazlardir [24].

Bir biyosensoriin amaci, bir veya bir grup analitianaliz edilecek madde )

miktariyla orantili olarak surekli sayisal elektsiayali Gretmektir.

1.1.1. Byosensorlern Yapisi ve Fonksyonu

Biyosensor sistemleri, segici tanima mekanizmassahip biyomolekul
(algilama kismi), bu biyomolekilin incelenecek maddeyle etiiesi sonucu
olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyalled®nistirebilencevirici kisim

ve elektronik kisimolmak tzere ¢ temel bgenden olgmaktadir [97].



Elektrokimyasallar
. = Potensiyometrik
D Zemilern = Amperometrik
Diolku kesitlenn » Konduktometrik
Ogameller Optik
. : * Fotometri
TImmune ajanlax : .
* Florimetri
Niilleik asitler » Luminesans
NIkroorgamzmalar Kiitle Degisimi Sinyal

Reseptor molekiillen . Piezu_e:lt? . .
Is1 Degigimi

» Termistirler

Ornek Biyomolek(il Cevirici Elektronik
(algilama kismi) kisim kisim

Sekil 1: Biyosensarlerin yapisi ve c¢gina prensibi

1.1.1.1. Algilama Kismi ( Biyomolekul )

Biyosensor sistemini ofturan bilgenlerden en o6nemlisi, tayin edilecek
maddeye kar son derece secimli fakat tersinir bgekilde etkilgime giren,
biyomolekil kismidir. Bu kisim sayesinde biyoseng@ndi spesifik oldgu hedef
analiti taniyarak etkigme girer. Enzimler, mikroorganizmalar, organelleigku
kesitleri, antikorlar, nikleik asitler ve biyolojkembranlar icine yerjenis kimyasal
reseptorler sensorlerde biyomolekul olarak kullglad. Bunlarin iginde en yaygin
kullanilanlar enzimler [42], antikorlar [131, 69k wikleik asitlerdir [22, 88, 133,

135, 143].

Mikroorganizmalar genellikle biyolojik oksijen gdgnimi (BOD), toksisite
ve mutajenite testlerinde kullanilirken [20], enlemmetabolitlerin, antikorlar ve
nikleik asitler ise makromolekdllerin ve patojenkmibrganizmalarin tayininde

basari ile kullanilirlar
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1.1.1.2. Cevirici Kisim

Cevirici kisim, reseptorlerin biyolojik reaksiyonundlculebilir fiziksel bir
sinyale dongttrurler. Cevirici kisim, biyokimyasal reaksiyonuizelligine gore
kullanilir. Cevirici kisim, elektrokimyasal (potapemetrik, voltametrik yontemlere
dayali ve alan etkili-ISFET, chem FET), optik (sué plasmon resonance, floresans,
yansima, luminesans, kirilma indeksi), elektrikgglzey etkinlgi-MOS, elektrolit
iletkenligi), kitle duyarh (piezoelektrik), manyetik (paranyatik), termal (reaksiyon

IsisI, adsorbsiyon isisi) sisteme dayali olatif#, 22, 24, 74, 114, 115].

1.1.1.3. Elektronik Kisim

Cevirici kismin elektrik sinyali Gretmesi icin géfie osilator, fark devresi,
islemsel yiUkselte¢c devresi, besleme devresi, anaigitptl doniturict vb.

elektronik kisimdan olusmaktadir.

1.1.2. Biyosensorlerin Uygulama Alanlari

Biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik, cevrdilkgi, savunma ve bircok

endustriyel alanda ¢cok énemli rol oynarlar [113].

Tablo 1: Biyosensorlerin uygulama alanlari

* Kilinik diyagnostik, biyomedikal sektor
* Proses kontrolu: Biyoreaktor kontrol ve anglitiGida uretim ve analizi
* Tarla tarimi, bg — bahce tarimi ve veterinerlik

* Bakteriyel ve viral diyagnostik
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* lla¢ analizi

* Endustriyel atik su kontrolu

* Cevre koruma ve Kirlilik kontrolt

* Maden isletmelerinde toksik gaz analizleri

* Askeri uygulamalar

Gunumuzde, diabet hastalarinda glikoz 6lcimunde kaadaki pek c¢ok
biyolojik bilesenin in vivo tayininde, cevreyle ilgili olarak toprak, hava vedski
pestisit ve mikotoksin gibi toksiklerin tayinleriad patojen tayinlerinde,
organofosfatlarin tayin ve tespitinde, ila¢ sandgingida endustrisinde, kimyasal ve
biyolojik silahlarin algilanmasinda kullaniimak iéediyosensdrler geliriimektedir
[52, 73, 75, 77, 82]. Biyosensodrler en fazla biydikal sektdérde uygulama imkani

bulmulardir.

1.1.3.ideal Bir Biyosensoriin Sahip Olmasi Gereken Ozellikr

Secicilik: ideal bir biyosensorde en 6nemli parametrelerdesi bilan segicilik
Ozelligidir. Bu da biyosensorlerdeki biyomolekl kismi ilgili bir durumdur.
Biyomolekulin spesifik olmasi gi#im yapabilecek tirleri iceren kargi icerikli

Olcim ortamlarinda 6lem yapilmaksizin analize imkan verir.

Kararlihk: Kararllik kullanilan biyolojik materyalin fizikdedayanikhlgina
baglidir. Biyolojik molektlin kararli olmasi ise colayda analize imkéan verege
icin biyosensorin ekonomik olmasina zemin hazirkyrica; pH, i1s1, nem, ortam,O

konsantrasyonu gibi fiziksel parametrelerden othfiihce az etkilenmesi istenir. Bu
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Ozellik fiziksel kaullarin degisebildigi laboratuvar di kosul ve ortamlarda da

glvenilir analizlerin yapilabilmesine imkan verir.

Yuksek Duyarlilik:  Biyosensdre immobilize edilgibiyolojik materyalin
yalniz belirli maddelere karduyarl olmasi, ideal biyosensorlerin 6zellikietendir.
Duyarhlik, biyolojik sistemlerden gelen unsurlavllanildigl icin genelde cgu

klasik yontemden daha iyidir.

Tekrarlanabilirlik: Ideal bir biyosensor icin, biyosensor cevaplarinogrd
ve tekrarlanabilir olmasi biyik 6nensita Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa,

biyosensorin uygulamalarinin o denli iyi ofgdmdan séz edilebilir.

Kullanim Omri: Biyosensoriin kullanim émruni kisitlayan en éndakior,
biyolojik ceviricinin aktivitesindeki azalmadir. Bulurum ayrica, biyosensorin
kalibrasyon sikl, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi djer parametreleri de

etkilemektedir.

Basitlik ve Ucuzluk: Tasarimi basit ve ucuz, kullanimi rahat biyosdesotr
ideal biyosensorlerdir. Bu nedenle ilk biyosens@idéi karmalk ve de pahali olan
yapilar, daha sonra basiflieilmis ve midmkin oldgunca da ucuzkriimistir.
Ayrica Olcim Unitesinin ucuz ve staabilir olmasi dgisik alanlarda yaygin

kullanimina imkan verir.

Kalibrasyon Gereksinmesi: ideal bir biyosensoriin hi¢ kalibrasyona gerek
duymamasi ya da en az kalibrasyona gereksinmesiiisFakat bu 6zellik, teorikte
planladg gibi desildir, pratikte gerceklgtirilememistir. Kullanim émdarleri boyunca

biyosensorler, siklikla kalibre edilmelidirler.

Yeterli Dizeyde Tayin Siniri: Tasarlanan bir biyosensorin tayin sinirinin

belirli bir konsantrasyon gerinin altinda olmasi gerekmektedir. Belirtilen i,
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elektrot ylzeyinin buyudklgil, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye &#si,

immobilize edilen madde miktari gibi faktorlerdetkikenir.

Hizli Cevap Zamani: Bir biyosensoér elektrodunun cevap zamani eldeedi
akim-zaman gilerinden anlailabilir. Ornesin elde edilen gride basamaklarigekli
yayvan ve gense cevap zamani uzun (yayatersi s6z konusu ise cevap zamani
kisa (hizli)' dir. Cevap zamaninin kisa olmasigeaelde biyosensorlerin tercihli

olarak kullanimlarina yol acan en énemli faktorkwdiridir.

Kacultalebilirlik ~ ve  sterilize  edilebilirlik: Elektrotlarinin  sterilize
edilebilmesi ve boyutlarinin kucualtilmesi biyosensésariminda dnemlidir. Buna
karsin, biyosensor yapisina giren biyolojik materyalfiziksel dayaniklhigl,
sterilizasyonu kisitlayan en dnemli parametrediictk ve biyouyumlu sistemlerin

Ozellikle in vivo 6lciimlere uyarlamada 6nemli Gstunlikleri vardir][47

1.1.4. Biyosensor Gegtirilmesinde Kullanilan Biyolojik Bile senler:

Biyosensor yizeylerin  hazirlanmasinda antikor, mpnzimikroorganizma,
nikleik asit, hiicre, doku parcalar gibi bircok digjik bilesen kullanilir. Enzimlerin
kullaniimasi, uygun sicaklik ve pH ¢dlarina bgl oldugundan ve enzimlerin
kararliklarinin dgik olmasi nedeniyle zordur. Ayrica enzimin biyosers
tutuklanmasinin ve tutuklama sonrasinda kargmhili strdirmesinin de zotu
tasarimi yapilacak biyosensorde dikkate alinmaskge en 6nemli unsurlardir[71].
Doku parcalarnn canh tutulmalari, beslenmeleri veklarinin uzaklatirilmasi
gereksinimi nedeniyle biyosensdrlere spesifik ddaramobilize edilmeleri zordur.
Bu biyolojik materyallerden antikorlar ve nikleikiter nispeten uygulama kolagi

olan molekdillerdir. Antikorlar 6zellikle gunimuizdejlizey plazmon rezonans
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(surface plasmon resonance, SPR) sistemlerinde mé&ankatmani olarak
kullaniimaktadir. Cip ylzeyine tutturulmantikorlar ilgili antijenle etkilgirler ve bu

0zgun etkilgim optik sisteme dayali olarak dl¢ulur ve tespitied

Bu bélimde, cajmamizda biyolojik bilgen olarak kullanilan ntkleik asitler

hakkinda genel bilgiler verilrgiir.

1.1.4.1. NUkleik Asitler

Nukleik asitler, bircok nukleotidin birkenesi ile meydana gelen genetik

bilginin depolanmasi ve ifade edilmesinden sorumalekullerdir.

ki nukleotidin birlamesi, bir nikleotidin fosforik asit grubunun gdr
nikleotidin pentoz grubu ile bigerek su cikmasi yolu ile oludki nukleotid
arasinda bir fosfat ester paneydana gelir. Niikleotidler-3 fosfodiester bgari ile
polimerize olarak polintkleotidleri ojtururlar. Boylece yuzlerce nukleotid Unitesi

bir araya gelerek nuikleik asit denen polimeri meydgetirirler [20, 109].

Azotlu baz ( Purin, pirimidin) + Pentoz (Riboz, Degiboz) —— »  Nukleozid
Nukleozid + Fosforik Asit——» Nukleotid
n.Nikleotid—  Néik asit

Makromolekiiler yapidaeker ve fosfat birimleri fosfodiester gaile birbirine
baglanarak molekulin ana omurgasini spluur. Azotlu bazlar ise iki omurgay! bir
arada tutmaktadir. Kisacas! nukleik asitler birgakisal tnitenin bir dizen icinde

bir araya gelmesi ile ortaya cikgtir.

Kimyasal olarak birbirinden farkh iki dgsik ntkleik asit vardir:
deoksiribonikleik asit(DNA) ve ribonukleik asit(RNAHer iki nukleik asit de

nikleotidlerin  polimerize olmasi ile meydana gelteelr. Ribonukleotidlerin



polimerizasyonu

RNA

okumuna yol

acarken,

polimerizasyonu sonucu da DNA elur [20, 109].

15

deoksiribontkleotidlerin

DNA ve RNA arasindaki farklarsagidaki Tablo 2'de 6zetlenmtir:

Tablo 2: DNA ve RNA arasindaki farklar

RNA DNA
OH OH
|
5 5
H,C H,C
2‘ o 2" o
= 1 . 1
1 Cﬁ)cse\C_ OH * € Geoxyribose" C— OH
Nt N
H H H H
ot S
OH OH OH
Seker birimleri Riboz Deoksi-riboz
Azotlu bazlar AG,CU AGCT
Sarmal yap! Tek sarmal Cift sarmal
Tarler tRNA, mRNA, rRNA Nukleer, mitokondrial ve

plazmit DNA’lari

1.1.4.1.1. DNA'nin Molekdler Yapisi

DNA molekuld, heliks (=sarmalkeklinde kivrilmg, iki kollu merdiven

seklindedir. Kollarini, yani merdivenin kenarlarirgeker (deoksiriboz) ve fosfat

molekilleri meydana getirir.

Deoksiriboz ile fosfaruplari ester Lgdariyla

birbirlerine bglanmstir. Kovalent ester Qgari veya fosfodiester Igtar olarak da

bilinen bu bglar son derece kuvvetlidir. Fosfodiesterglanin varlgi DNA
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moleklliniin tek zincirli yapi halinde iken bile @dewkli ve stabil yapida olmasini
sgilar. PUrinin 9 nolu pozisyonundaki veya pirimidirinnolu pozisyonundaki azot

atomu,sekerin 1 nolu pozisyonundaki karbon atomungldoair ( N-glikozidik ba)

[20, 42, 109].
|
H ] 3
ad —d A
[\
. HE CH
5 MO,-f| .
e c
by T P =
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e —o_p—= Fosfoesies
" C\Selmr ;:H 7 F|. : grubu minor
HC — CH s " oltk
SN Hd —dy
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| / \CH
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Srse. ink
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Sekil 2: DNA'nin molekdler yapisi

DNA heliksinin en sik rastlanagekli “B” seklidir. Burada zincirlerin hidrofilik
deoksiriboz fosfat ana iskeleti molekulig #isminda bulunur. Hidrofobik bazlar ise
ice dairu, heliks eksenine dik olarak yegieislerdir. Heliksteki bu yerlgm dizeni

sarmallar arasinda bir tane g€mayjoér), bir tane de dar (minér) oluk ortaya cikari
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Dort ceit nikleotid vardir. Bunlar tadiklart bazlara gore isimlendirilirler
(Adenin, Guanin, Sitozin, Timin)lki polintkleotid zincirdeki bu nukleotidler
karsilikli olarak birbirlerine hidrojen kgari ile bglanmstir. Hidrojen bglari daima
bir purin(A,G) ile bir pirimidin (T,C) bazi arasiad meydana gelir. A-T baz ciftinde
2 hidrojen bgi, G-C baz ciftleri arasinda ise 3 hidrojergblaulunmaktadir. Hidrojen
baglarinin  6zellemesi; anahtar kilit modelini andiran, uygun nukiéot
molekdllerinin kagilikli gelerek birbirlerine yine uygun sayida higgo balar ile
baglanmasini sglar. Aslinda bu tir bir gesme rastlanti d&l bazlarin stereo-
kimyasal yapilarina @ bir zorunluluktan kaynaklanmaktadir. Sarmalingcalig
ise bazlarin kendilerine ait hidrofobik 6zelliktekaynaklanan c¢ekim gucleri
vasitasiyla sanmaktadir. Bu 6zellik molekiltingdkisminin sivi ortam ile gkisini
sglar ve bazlarin bir arada tutulmasini devam ettiirsacasi, sarmalin i¢ kismi
hidrofobik, ds kismi ise hidrofilik 6zelliktedir. Bu kafosfor balari kadar kuvvetli
olmadgl icin pH deisikligi, sicaklik, basin¢g gibi faktérlerde kolaylikla
birbirlerinden ayrilabilmektedir. DNA'nin kendi kgpsini yapmasi ve gen anlatimi,
nikleotidler arasindaki hidrojen garinin ayrilmasi ile gercelkdmektedir [20, 42,

109].
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Sekil 3: DNA’daki dort bazin molekuler yapisi

Nukleotidlerin yapisi bazik olmasina kar omurgadaki Pgjfosfat) grubunun
varhgl polinukleotid zincirlerin asit 6zellikte olmalaa yol acar ve nukleik asit
terimi de bu o6zellikten kaynaklanir. Ayrica fosfa¢gatif (-) dgerli olduzundan

DNA molekult de bu nedenle negatif yik kazanmaktadi

DNA c¢ift sarmalinin dikkate dgr ve dnemli bir 6zelgi, molekult olgturan
zincirlerin birbirlerinden kolaylikla ayrilabilmesve yeniden birlgebilmesidir.
Protein sentezi ve DNA replikasyonu (kendi kopyasofusturmasi) bu 0Ozellik
sayesinde meydana gelebilir. DNA'nin iki zincirijririne sadece H lgari ve
hidrofobik etkilegsimlerle b&li olmalari nedeni ile nikleotidleri arasindaki kbent
baglardaki herhangi bir kopma olmaksizin ¢ozilebitieigatirasyon). Ayngekilde
¢6zUlmi molekdlin zincirleri tamamlayici bazlari arasittiagslarinin olumu ile

birlesip sarmal yapiy! yeniden aiturabilir (renattirasyon) [20, 42, 109].
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1.1.4.1.2. DNA Replikasyonu

DNA cift sarmalini olgturan polintkleotit zincirleri birbirinden ayrilginda,
bunlarin her biri sentezlenecek yeni sarmal icihpkaazifesi gorur. Yeni zincirler
kalip DNA'nin komplementeri olarak sentezlenir. Bgge yeni olgan cift
sarmallarda bir eski(ebeveyninden gelen), bir dei gentezlenmsi zincir bulunur.

Bu olayasemi konservatif(yari-korunumlu) replikasyon denir.

/ 5 X
K
AN 3 \_4,
\\ ¢ N \
Orjinal DNA ikinci Kusak DNA Uglineii Kusak DNA

Sekil 4: DNA ¢ift sarmalinin yari-korunumlu replikasyonu

DNA polimerazlar sadece tek zincirli DNA'y1 kaligawak kabul et icin en
azindan ufak bir bolgede DNA c¢ift sarmal yapisiagimasi gerekir. DNA kismi
acthm uzantisini arttiran ya da azaltan enzimheggoizomerazlar denilir. Bu
enzimler, Ozellikle replikasyon ve DNA paketlenmegbi islemlerde 6nemli rol
oynarlar. Prokaryotik organizmalarda DNA replikasyo“replikasyon orijini” adi
verilen belirli bir niikleotit dizesinin bulungu tek noktadan lgtar. Okaryotlarda ise
replikasyon, DNA heliksi boyunca, birgok orijinderden baglar. Bu birimler
cogunlukla tekrarlayan AT baz ciftlegeklindedir. Orijinlerdeki niikleotit dizelerinin
benzerliklerinden dolaylr da bunlarakohsensis dizelefi adi verilmektedir.
Okaryotik DNA cok uzun oldgu igin replikasyonun ayni anda ¢ok sayida orijinde

devam etmesi, replikasyonun hizinin artmasigiasa
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Sekil 5: DNA Replikasyonu

Replikasyonun bdadigi orijinden itibaren DNA c¢ift sarmal ters yodnde
donerek acilinca “Vekilli bir yapr meydana gelir. DNA sentezinin geklstigi bu
bdlgeye “replikasyon catali” denir. Replikasyon ilerledikce DNA molekilu
boyunca replikasyon catali da ilerler. Replikasyamalinda sarmallarin birbirinden
ayrilmasini sglayan bircok protein vardir'DNA helikaz” replikasyon catalina
baglanarak cift sarmalli boélgeye @ ilerleyip sarmalin aciimasini @ayan
enzimdir. DNA helikazin agh bolgedeki tek sarmal DNAtek sarmalli DNA
baglayan proteinler (TSB) tarafindan ggal edilerek sarmalin tekrar kapanmasi ve

nikleazlarin etkisiyle parcalanmasi 6nleswiur.

Prokaryotik ve okaryotik DNA polimerazlar, uzamakikan yeni zincirin 3’
ucuna, her seferinde birer tane deoksiribonuklezklerler. Takilan her nukleotit,
kalip zincirdeki baz dizesine komplementerdir. 5% 3’ yoninde sentez aktivitesi
olan DNA polimeraz Ill, yeni zincirin sentezinden sorumlu enzimdir. DNA
polimeraz Il sahip oldgu 3 — 5’ ekzonikleaz aktivititesi yardimiyla yen

sentezlenen DNA'ya yanlinikleotitin eklenmesine engel olur. Zincire hekleotit
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eklensinde bunu kaliptaki nikleotite komplementer olupnatigini kontrol eder.

Eger yanls nikleotit bglanmgsa uzaklgtirir ve dgru olani ekler.

DNA replikasyonu sirasinda ¢ift sarmalin-3» 5’ kolunda yeni DNA sentezi
kesintisiz devam ederken,gér kolda sentezin gercekhaesi icin ¢cok sayld&®NA
primerleri ne ihtiyac vardir. RNA nikleotitlerini birbirine kkyerek primer sentezini
gerceklgtiren enzimePrimaz, bu enzimle birlikte gorev yapan komplekse ise
Primozom adi verilir. DNA polimeraz Il primerin 3’ ucuna oknplementer
nikleotitler ekleyerek sentezin yeni bir primered&a devam etmesini §lar.
Replikasyon catal ilerledikce primerlerle birlikeentezlenen yeni polinikleotitlere

ise Okazaki fragmanlari adi verilir.

Okazaki fragmanlarindaki RNA primerlerinin uzaglalarak, yerinin DNA
molekdlleri ile doldurulmasisiemi DNA polimeraz | tarafindan gerceksérilir.
DNA polimeraz | sadece 5> 3’'ve3b déKRzonlUkleaz aktivitelerine de sahiptir.

Bu sayede primerdeki RNA molekulleri DNA ile ggtirilebilmektedir.

DNA polimeraz Il tarafindan sentezlenen fragmamiab’ fosfat grubu ile
DNA polimeraz | tarafindan dgstirilen nikleotitlerin 3'-OH grubu arasindaki
bosluklar iseDNA ligaz enzimi tarafindan doldurulur. Boylece her sefeeitd mol

ATP harcanarak, DNA parcalari bigtgilmis olur [20, 42, 109].

1.1.4.1.3. Denaturasyon ve Renattrasyon

iki poliniikleotid zincirdeki niikleotidler kaulikli olarak birbirlerine hidrojen
baglari ile balanmstir. Hidrojen ba&lar daima bir ptrin(A,G) ile bir pirimidin (T,C)
bazi arasindan meydana gelir. A-T baz ciftinde @djen b&i, G-C baz ciftleri

arasinda ise 3 hidrojen gisbulunmaktadir. Hidrojen Igarinin 6zellgmesi; anahtar
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kilit modelinini andiran, uygun nukleotid molekuilein karihkh gelerek
birbirlerine yine uygun sayida hidrojengberi ile balanmasini sglar. Bu bg fosfor
baglari kadar kuvvetli olmagh icin pH dezisikli gi, sicaklik, basin¢ gibi faktorlerde
kolaylikla birbirlerinden ayrilabilmektedir. Proteisentezi ve DNA replikasyonu
(kendi kopyasini okturmasi) bu 6zellik sayesinde meydana gelebilir. ADM iki
zinciri, birbirine sadece H Igtan ve hidrofobik etkilgimlerle bali olmalari nedeni
ile, nikleotidleri arasindaki kovalent @ardaki herhangi bir kopma olmaksizin
cozullebilir (denattrasyon). Ayrnekilde ¢ozulm& molekdltn zincirleri tamamlayici

bazlari arasinda H Bearinin olumu ile birlgip sarmal yapiy! yeniden aiturabilir

(renatrasyon).
DNA
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Sekil 6: DNA'nIn denatiirasyonu ve renatirasyonu

Birbirine komplementer olmayan tek iplikler bigemezler. Bu nukleik
asitlerin ayirt edilmesinde 6nemli bir yontemin &mi olusturmaktadir: kokeni
bilinen bir tek iplik ile dger ipliklerden hangisinin kianac& saptanabilir
( hibridizasyon ). DNA'nin komplementer parcalannhibridizasyonu, genlerin

analizinde onemli bir ilkedir [20, 42, 109].
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1.1.4.1.4. DNA Hibridizasyonu

DNA hibritle smesi; birbirine alenik iki adet tek sarmal nikleik asit dizisinin

cift sarmalli tek bir yapi haline gelmesiamidir.

DNA

" -y

RNA o
Tl ,
i — 15 DNA / RNA

G’/i U\C Hihridizawu

DNA / RNA Hibriti -
) ¥
dAuve

Sekil 7: DNA hibridizasyonu

Yapay olarak c¢galtiimis ve DNA problari olarak hazirlanmolan spesifik
DNA fragmentlerinin niteli arastirlacak olan hedef DNA molekdla ile

birlestirilmesi islemine"hibridizasyon” denir.

Nukleotitlerin, normal sartlar altinda kendilerine kghk gelen glerine
baglanma Ozellikleri vardir. DNA'da, Guanin ile Sitozive Adenin ile Timin
birbirine komplementerdir. Bu ytizden birbirine tamen komplementer iki adet tek
sarmal nikleik asit dizisi kolaylikla birbirine ganir. iki dizilimdeki tek nukleotit

farkhligi bile bu bglanmayi zorlatirir [20, 42, 109].
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1.1.4.1.4.1. Hibridizasyon y6ntemleri

Gunumuzde laboratuarlarda kullanilansitte yontemlerle, hiicre ya da
mikroorganizmalardaki spesifik 6zelliklerden sorumbir genin veya DNA
segmentinin varfjl ya da yoklgu ortaya cikarilabilir. Ginimuzde en cok kullanilan

hibridizasyon yontemlegunlardir:
1. Southern blot
2. Northern blot
3. Dot blot

4. PCR

1.1.4.1.3.1.1. Southern Blot

Southern blot, Edwin Southern tarafindan gelimis molekller genetikde

kullanilan hibridizasyon yontemlerinden biridir.

Bu yontemde izole edilen DNA uygun bir restriksiyenzimi ile kesilir ve
belirli sayl ve uzunlukta DNA fragmentlerinin glumu s&lanir. Agaroz jel
elektroforez yontemi ile jel Gzerinde buyikliklexirgore birbirinden ayrilan bu
fragmentler dnce yiuksek pH ile denatire edilip lohtemi ile nitroseltloz filtre
tizerine gecirilir.**P (ya da bgka bir radyoaktif olmayan niikleotit angly ile
isaretli denatlire edilmive incelenecek bolgeye 6zgu prob, filte Gzerinaklan
fragmentler ile uygun kallar salanarak hibridize edilir. Sonra filtre tzerine bir
rontgen filmi konularak otoradyogratilemi gerceklstirilir. Prob yalnizca kendisine
tumleyici bazlari iceren DNA fragmenti ile hibrigiolacak ve otoradyogram sonucu

bu bandin Uzerinde g6zlenebilecektir.
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1.1.4.1.3.1.2. Northern Blot

Bu teknik Southern blot'a ¢cok benzer, ancak bu esiie DNA yerine mRNA
veya viris RNA'sI kullanilarakslem yaratalr. Prob olarak, RNA'yaslenik olan
isaretli P cDNA veya cRNA'dan yararlanilir. Testin yagpilve deerlendiriimesi
Southern blot hibridizasyonunda ofglu gibi, filtre Gzerine bir réntgen filmi
konularak otoradyografisi gercekteilir. Filtre Uzeride RNA-DNA ya da RNA-

RNA hibridizasyonu gerceksérilir.

1.1.4.1.3.1.3. Dot Blot

Bu yontemde, genom segmentleri hibridizasyon oncedekuler girliklar ya
da buyudklukliklerine gore elektroforetik agtirmaya tabi tutulmazlar. DNA ya da
RNA izole edilir, konsantre edilip denatire ediBBu gsgamadan sonra siUspansiyon
naylon filtreye emdirilir ve isitilarak tespit edil Sonra uygun saretli prob ile
hibridize edilerek otoradyografide gkrlendirilir. Dot blot teknolojisinin radyoaktif
prob kullaniimadii zaman c¢ok daha hizli ve elwdirisartlarda uygulanabildi

bilinmektedir.

1.1.4.1.3.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PCR)

DNA'nin istenilen bir parcasinim vitro kosullarda primer denilen 15-20
nikleotidlik bir oligontkleotid dizisi kullanilaraksicaklga dayanikli enzim yardimi

ile ¢cogaltiimasidir.

PCR yontemi hucre iginde gercej¢a dgal replikasyonun bir tip icinde

taklit edilmesi esasina dayanmaktadir.
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PCR ile DNA'nin c@altilabilmesi icin tepkime kagiminda c¢@altilacak olan
kalip DNA; bu DNA'da cg@altilmasi planlanan bélgedeki DNA dizisini 6zgul
olarak taniyip bglanacak olarprimerler; enzim olarakTaq Polimeraz sentezde
kullanilacak deoksinukleotid trifosfatlar(dNTP); polimerazin cadmasi icin

tampon gorevi yapacak maddeler bulunmalidir [20, 42, 109).
PCR balica 3 gamada gercekiérilir :

1. Hedef DNA'nin denatlrasyonu: Butiin gerekli materyaller ¢ok kuguk
miktarlarda mikroflj (Ependorf, vs.) tUplerine karkdan sonra 6zel bir aletin
(Thermal cycler) gozlerine vyedrilir. Alet otomatik olarak 1siy1 95°C'ye
yukselterek bu 1sida hedef DNA'larin denattrasy@mukleik asitin iki iplik¢iginin
birbirlerinden ayrilarak tek iplikcik haline gelmgssaslanir. Bu klem igin,

materyalin tlriine gore @emek Uzere 3-5 dakika kadar bir sire yeterli olmaikta

2. Primerlerin baglanmasi: Ayarlanmg olan sire sona erdikten sonra, alet
Istyl, 50-52°C ye indirerek ortamda bulunan iki t@rimerin, her birinin
komplementeri oldgu tek iplikcik hedef DNA Uzerindeki spesifik sekéara
baglanmasi gercekdirilir. Soyle ki, primerlerden biri kendine ait 5'-terminuge
hedef DNA’lardan birinin 3'-ucu ile ve ger primerler de, ikinci tek iplikcik
DNA’nin, antiparalel olan ger ucunda bulunan 3'-ucuna ganarak, DNA
polimerazin cabma yonine uygun olarak (5°-3") #anirlar. Bu slemlerin

tamamlanmasi da yakl& yine 3-5 dakika kadar devam eder.

3. Polimerizasyon: Bu balanma suresi bitince aletin 1sisi hemen 70- 72°C’ye
cikarak, tupler icinde bulunan ve isiya dayanikainoTaq polimeraz enzimi, 5-3
yoniinde olmak tzere, ortamdaki nukleotidleri kudleak, primerlerin 3'-terminusuna

nukleotidleri yerlstirir ve boylece hedef DNA sekansinin bir kopyakleeedilir.
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Polimerizasyon reaksiyonunda, hedef DNA'nin tekkipk sekanslari kalip gorevi

gorir. Bu sure de yaldik 3-5 dakika sirmektedir.
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Sekil 8: PCR gamalari

Boylece, PCR’In 3 gamadan olgan ve yaklaik olarak 10-15 dakika kadar
devam eden birinci amplifikasyorsamasi, tekrar i1sinin 95°C’ye yukseltiimesi ve
ayni gamalarin 25-30 kez tekrarlanmasi durumunda tekdalef DNA segment"

formuliine gore, yakkak 33,6 milyon ¢@altiimis olur.
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Sekil 9: PCR ile kalip DNA'nIn ¢galtiimasi

Reaksiyon tiplerinde bulunan amplifikasyon Grinléuradan direkt olarak
agarose jel elektroforezingveya PAGE) tatbik edilir. Bu ortamda, trinler eiail
agirhiklarina gore bir separasyona tabi tutulurlan Blem sonunda, jelEthidium
bromide sollisyonuna daldirilarak, gln bantlar gortlir hale getirilir. Meydana
gelen bantlar, bilinen kontrol bantlarla kargtialarak bir dgerlendirme yapilir. Cok
basit ve ayni zamanda kolay olmasinasikarbu tekngin bazi dezavantajlar
bulunmaktadir. Bunlardan biri, boyama teknin sekans spesitesi zayiftir. Cunku
istenmeyen veya ilgisi olmayan DNA’lar da amplifigéabilecginden bunlar bant
analizleri ile belirlenememektedirler. Her ne kadamtrol setler kullanilsa bile yine

de bdyle sorunlar ortaya ¢cikmaktadir.

PCR yaygin olarak tibbi ve biyolojik atama laboratuvarlarinda kalitsal
hastaliklarin tghisi, genetik parmak izlerinin tanimlanmasi, Buda hastaliklarin
teshisi, genlerin klonlanmasi, babalik testi ve DNAsaglamasi gibi dgsik

konularda yaygin bigekilde kullaniimaktadir [20, 42, 109, 110].
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1.1.4.1.5. Polimorfizm

Toplumlarda normal kilerde genomik DNA'nin tek baz ciftlik pozisyonunda
farkli sekans alternatiflerinin (allel) bulunmasidifoplumda % 1'den daha sik

gozlenen DNA varyasyonlaridir.
a. Protein polimorfizmi (Kan grubu antijenleri (ABO)
b. DNA polimorfizmi

DNA polimorfizmleri; Mendel kurallarina gore aktri Genlerin protein
kodlayan ve kodlamayan bdlgelerinde meydana g&leMlutant gen icinde veya

yakininda olgan polimorfizm mutant genin gelecekskiklara gegini gosterir.
DNA polimorfizm tipleri:

* Tek nukleotid polimorfizmi (Single Nucleotide Polpmphism (SNP);

Restriction fragment length polymorphism(RFLP);
* Minisatellite (Variable Number of Tandem RepeatslT\R);
* Microsatellite (Short Tandem Repeats, STR)

Polimorfizm analizleri birgok alanda kullaniimaktadadli tip, hastalik tanisi,
dogum oncesi (prenatal) tani, genetik haritalama (&g Analysis), farmakogenetik

(kisiye 6zgu tedavi), immunogenetik, nutrigenetik.

Son yillarda o©zellikle kompleks hastaliklarin ve nggen, gen-cevre
etkilesimlerinin calgilmasi SNP d@sikliklerinin sadece hastaliklara genetik
yatkinliklarin saptanmasinda bir markir olarakgotmedgini bazi SNP ‘lerin bizzat
fonksiyona katildiklarini gostergtir. Fonksiyonel SNP dgsiklikleri olarak
adlandirilan bu farklihklar 0zellikle ila¢ metalmohasi, farmakokinetik ve

farmakodinamik etkiler, genetik kinge gore ila¢c hazirlama, birey icin giiven atali
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tanimlama ve ila¢ kombinasyonlarinin genetik yépietkileimi gibi bir dizi ilging

soruyu giindeme getirgtir [43, 61, 130].

1.1.4.1.5.1. Polimorfizm Analizleri

Tek nudkleotid polimorfizmleri (Single Nucleotide Kmorphisms, SNP),
genomik DNA'nin bir populasyonun normal bireyleraainda farklilk gostergdi tek
baz-cifti degisiklikleridir. Cogunlukla her iki allelde de meydana gelinsanlarda her

1000 bazda bir gortilme siglivardir, etnik ve cgrafi farkliliklar gosterirler.

Insan genomunda bugiine kadar bulunan milyonlarca BN&1 genegi
aragtirmalarinda anahtar bir fonksiyon Ustlegtini Polimorfizm farkli kalitim
kaliplarinin veya genomun farkli segmentlerinin bbiinden ayirt edilebilmesi
acisindan bir genetik marker gibi gérev yapmaktaBu o6zelliklerinden dolayi
polimorfizmlerden; ebeveynlik testlerinde, suclufartespit edilmesinde, organ
nakilleri icin gerekli olan doku tiplemelerinde, tigkin bireylerin diyabet ve kanser
gibi toplumda sik gorilen hastaliklara yatkinhktan disik veya yiuksek risk altinda
oldugunu belirtmekte, genetik hastaliklarin heterozigstyicilarinin tespitinde, bir
kromozomun 6zel bir bélgesindeki bir geninglaati analizi ile haritalanmasinda

yararlaniimaktadir [72, 117].

SNPler birgcok durumda, hiicre metabolizmasi icimd@inelan olaylarda (DNA
tamiri, hicre doéngusu kontrolt, sinyal iletimi vbrpl alan genlerin  kritik
pozisyonlarinda yer alirlar. Bazi durumda geninl&dg proteinin fonksiyonu ya da
enzim aktivitesi bu d@siklerden 6nemli Olgliide etkilenebilir. Hiicre metaboiasi
icin kritik 6nem tgiyan proteinlerin fonksiyonun bozulmasisitle hastaliklara yol

acmakta veya bazi hastaliklar igin riski artirmakt§27].
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Polimorfizm analizi, geleneksel olarak polimeramcni reaksiyonu bgantih
restriksiyon fragment polimorfizmi (PCR-RFLP) yonte ile yapilmaktadir. Bu
yontem, polimorfizmi ortaya c¢ikaran bazggéminin bir restriksiyon enzimi icin
yeni bir kesim yeri ortaya c¢ikarmasi veya mevcwnobir kesim yerini ortadan
kaldirmasina b#i olarak, polimeraz zincir reaksiyonu ile gtilan fragmentin
enzim kesimi sonucunda normal durum ile polimorfikel arasinda uzunluk
farkhliklarinin (veya polimorfizminin) izlenmesisasina dayanir. Yontem, birden
fazla ara gama icermesi, bazi restriksiyon enzimleri ile ilgsbrunlarin ortaya
clkmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Son zamaalafibresan maddelerlaaretli
problar kullanilarak, polimeraz zincir reaksiyonandNA amplifikasyonunun
floresan Olcimi sayesindes-eamanli  olarak izlenebilgi polimeraz zincir
reaksiyonu yontemleri (“real-time fluorescence PL&Kkca kullaniimaktadir. Ayrica
LightCycler floresan PCR yontemi nikleik asit miktan kantitatif analizine olanak
sgglamasi yaninda bilinen mutasyonlarin (veya polimaonferin) analizini de

gerceklgtirebilmektedir[27].

1.1.4.1.5.2. Vitamin D Reseptori (VDR) ve VDR Poliorfizmleri

Kalsiferol olarak da bilinen Vitamin D, kanda fosfee kalsiyumun normal
seviyede tutulmasina yardim eden bir hormon ondirstiditamin D besinlerle
alinmakla birlikte cgunlukla deride sentezlenir. Vitamin D her ne kadearide
sentezlenebiliyorsa da bulam gine isigindan gelen ultraviyole radyasyona
bagimhdir. Gung 1siginda bulunan 290-315 nm dalga boyu uzguahdaki
Ultraviyole B (UVB) sinlari insan derisindeki vitamin onclsinin yapimindan

sorumludur $ekil 10) [44, 51, 81].
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Sekil 10: Vitamin D metabolizmasi

Vitamin D, deride 7-dehidrokolesteroliin fotolitikrgilmasi ve takiben termal
izomerizasyonu ile uretilir. Daha sonra, serumddutan Vitamin D bglayan
protein ile karagiere tginir. Burada Vitamin D'nin dotamdaki balica metaboliti
olan 25-hidroksivitamin Be donigtaraltr. Aktif hale gelmesi icin son adim ise,
cogunlukla bobrekte gercelden le-hidroksilasyondur. Bdylelikle vitamin D'nin

hormonalsekli olan 1,25-dihidroksivitamin Polusur [28, 44].

Vitamin D’nin aktif formu olan 1,25-dihidroksivitaim D3 (1,25 [OH} D3) bir
steroid hormondur ve nikleer hormon reseptort agagda nukleer transkripsiyon

regulatorii olarak gorev yapar [2]. Vitamin D endoksistemi immun yanitin



33

olusmasinda, beyinde, kalsiyum ve fosfat metabolizntesin kemik
metabolizmasinda ve hicreggdmasi ve farklilgmasinda yardimci rol oynamaktadir
[3, 70].

Vitamin D’'nin glukoz homeostazinda agdigorev ile ilgili olarak, insanlarda
ve hayvanlarda Vitamin D eksikinin, yetersiz instlin salgilanmasina neden gidu
ve Vitamin D takviyesi ile bu durumun normale dépdigosterilmgtir [9, 99].

Abe ve arkadgdarinin 1981 yilinda yaptiklari ¢canada, Vitamin D’nin cgtli
insan l6semi hiicre soylarinda klonal proliferasyorhibe ettgi, normal ve I[6semik
myeloid ©nculerin daha olgun, ve daha az agresifotiplere farklilamasini
sagladigl gosterilmgtir [1]. Ayrica Vitamin D apoptozu da diuzenleyerékicre
cogalmasinda etkin bir rol oynar [128]. Bu gahalar bize Vitamin D’nin hicre
cogalmasinin dizenlenmesinde goérev @kl gostermektedir.

Vitamin D’nin kas fonksiyonlari Gzerinde de etkilgortlmektedir. Vitamin D
eksikliginde, iskelet kasi zayifliklari ve atrofi glmaktadir [8]. Her ne kadar bu etki
distik Ca? miktarinin bir sonucu gibi géziikse de Vitamin DsBgtorii (VDR) geni
cikarilms farelerde normal olmayan kas gehi bu durumun Vitamin D ile ikkili

oldugunu gostermektedir [29].

Bu nedenle, bu endokrin sistemde go6rilen bir muatasgliyabet, kanser,
osteoartrit, tuberkiloz ve kardiyovaskiler hastahkgibi bircok hastafa neden

olabilmektedir [46, 124].

Gezen-Ak ve ark. yapmiolduklart bir camada VDR geninin ligand
baglayici bdlge polimorfizmleri ile Alzheimer Hastgliarasinda bir ifiki oldugunu

saptamglardir [2].
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Sekil 11: VDR’nin hedef dokudaki etki mekanizmasi

Kalsitriol Reseptori olarak da bilinen Vitamin D $e@torl, steroid hormonlar
icinde ntkleer reseptor stperailesine Uyedir vandia aktive olan bir transkripsiyon
faktoru gibi gorev yapar. Genellikle sitoplazmaddunur ve secici olarak Vitamin D
ile baglanip nukleusa hareket eder. Ligandlglaamasi sonucunda VDR’de yapisal
degisiklik medya gelir ve retinoid X reseptér (RXR) ileeterodimer olgturur.
Burada, Vitamin D reseptori ile etkjen proteinlerin katilimi ile belirli genlerin

transkripsiyonunu regtle ederler [80].
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bp: A/G G/A G/A G/T T/C

Sekil 12: VDR geninin exon-intron yapisi ve bilinen poliffiamlerin pozisyonu

VDR geni, kromozom 12'de yedi& olup 8 intron ve 9 eksondan
olusmaktadir. VDR geni Uzerindeki cainalarda proteine cevrimlenmeyen 3’
bdlgesinde (UTR =untranslated region) polimorfizmibddirilmistir [49]. Bu glne
kadar, VDR geninin 3’ ucunda belirlenen, Apa I, Bsme Taq | en ¢ok calilan
kesim parca@ uzunluk polimorfizmleridir [127]. Apa | ve Taq festriksiyon
enzimleri ile karakterize edilgtir. Apa | ve Tag | ekson 9'da yer almaktadir.
Bolgelere adini veren restriksiyon enzimleri ildiporfizm analizi yapilmgtir. Taq |
polimorfizmi kodon 352’de T-C nukleotid @gimine, Apa | polimorfizmi ise kodon
358'de G-T nukleotid dgsimine neden olmaktadir [49]. Vitamin D reseptorikide
Apa | polimorfizmi Alzheimer gibi nérodejeneratifabtaliklari iceren hastaliklara

sebep olurken buna ek olarak paratiroid yanititkdeenektedir [2, 23, 153].
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Bu polimorfizmin tanimlanmasina yonelik kullaniintakolan yéntem, RFLP
(restriction fragment length polymorphism) yontemi@, 127, 153]. Bu yontemde
bir allel Apa | gibi restriksiyon enzimini taniyapir bolge iceriyorsa, der allel
icermiyorsa bu iki allel farkli uzunluklarda fragnteverirler. Bu pahali, zaman alici

teknik uzmanlk ve olduk¢ca zaman alan 6rnek hanalalrecleri gerektirmektedir.

Tez kapsaminda VDR’de gorilen Apal polimorfizminiespitine yonelik
gelistirilen yontemimizin kolay uygulanabilir, ucuz vezh cevap veren bir sistem
olmasi nedeniyle kullanilan bu klasik yontemlereglgibir alternatif yéntem olaga

ve bu konuda calma yapacak agairmacilara kaynak okturaca& distintlmektedir.

1.1.5. Elektrokimyasal DNA Biyosensorleri

Tanma yizeyi olarak DNA'm kullanldigi biyosensorlerddNA biyosensorleri
ad verilir [63, 92, 107, 144].DNA biyosensorleri, bir ¢cevirim sistemi ile DNA
probundan olgur. DNA biyosensoérlerinin esasi, DNA bazlarinin ridizasyonuna
dayanir [55, 146].DNA tanma ylzeyleri, dizisi belli hibridizasyon olaylam
izlenmesinde [91, 140] veya bu yilzey ile etgitee giren analizlenecek maddelerin

(karsinojen maddeler, ilaglar, vb.) tayininde kailabilir [10].

Tam bu DNA hibridizasyonu veya DNA'da meydana gepelimorfizmlerin
belirlenmesinde kullanilan klasik yontemlere al&diin bir yontem olarak, DNA
biyosensorlerinin  yiksek hassasiyetli, kucultuiebdlmalari, tainabilir ve tek
kullanimlik modellerinin tasarlanabilmesi, ucuz alari, diguk miktarda gic¢ ve
ariin gereksinimleri olmasi gibi avantajlarinin ofnaedeniyle ginimizde DNA

biyosensorlerinin kullanimi oldukca artgir [15, 32, 61].
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Sekil 13: Bir DNA biyosensoriuntigematik gosterimi

Cevirici sistemler optik, elektrokimyasal ya dalkiie duyarli( piezoelektrik)

olabilmektedir.

Spektrofotometrik yontemlerin esasi, hedef diziggturulan bir maddenin,
hibrit olusumundan ©Onceki ve sonraki absorbans O6lcimine dagktadr.
Elektrokimyasal yontemlerin esasi ise, prob ileilegkgi zaman farkl, hibrit ile
etkilestigi zaman farkli sinyal veren bir maddenin indirgenweya yukseltgenme
sinyalinin veya madde kullanmaksizingdadan DNA sinyalinin ( guanin bazina ait
olan ylkseltgenme sinyalinin ) O&lcilmesine dayaniadik. Kutleye duyarh
sistemlerde ise hibridizasyon 6ncesi ve sonragisee frekans Uzerinden tayinler

gerceklatirilir.

Elektrokimyasal DNA biyosensoérleri, aranan heddfisz dizisinin kanlig
olan 20-40 baz gibi kisa bir baz dizimine sahipnotntetik tek sarmalli DNA

(ssDNA) oligomerin (veya “prob* olarak isimlendir), elektrot ylzeyine



baglanmasina dayanmaktadir.

Hedefi

uygulanmasi ile elektrot ytizeyinde hibrit giu.

iceren bir
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OrnekzeltiSine sensorin

Nukleik asitin elektrot ylzeyine BEnmasinda sagidaki yontemlerden

yararlanilabilmektedir [112]:

1. Tiyollenmis veya duz oligonukleotid dizilerinin SAM (self-assely

multilayers) ile altin ylzeyine tutunmasi,

2. Avidin muamele edilngi ylizeye biotinlenmgioligonukleotidlerin bglanmasi,

3. Kovalent ajanlar kullanilarak oligontkleotidlerinokalent yolla ylzeye

baglanmasi,

4. Adsorbsiyonla oligonukleotidlerin ylizeyedtanmasi,

5. Polimerik matriksler aracgiyla yizeye bglanma
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Sekil 14: DNA biyosensorlerinde dgsik ylizeye prob bgama yontemleri
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Elektrokimyasal dlcimlerde elektrot ylzeyindesalu hibrit iki ydontemle tayin
edilir; bunlardan ilki bir elektroaktif indikatorraciligiyla (6rnegin bir redoks-aktif
katyonik metal kompleksi) yapilan tayindir. Bu yéntde yizeyinde hibrit ofan
elektrot, indikatoru iceren ¢ozeltiye daldinlir welikatortin hibrite bglanma dizeyi
belirlenir [30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 54, 57, 83, 86, 150, 151]. @er yontem ise
DNA bazlarindan en elektroaktif olan Guanin bazh® V’da verdgi yikseltgenme
sinyalinin farklilanmasindan yola cikilarak yapilayindir [4, 11, 39, 56, 65, 66,

102, 136, 137, 138, 139, 151].

1.1.5.1. Elektrokimyasal DNA Biyosensoarleri ile DNADizi Algilama Ydntemleri
1.1.5.1.1indikatére Dayali DNA Dizi Algilama Yontemleri:

Indikatore dayali DNA dizi algilanmasi, ya DNA'yaterkale olabilen (metal
kompleksleri, antibiyotikler) [7, 16, 17, 26, 319,7150] veya DNA dizisindeki
bazlarla 6zgin olarak etkgen (MB, Ru(bpy)33+, vb.) elektroaktif maddeler
(indikator) ile tayin edilebilmektedir [31, 33, 3440, 57, 121, 123, 148].
Elektrokimyasal ceviriciler, hibridizasyon olayiamalitik sinyale cevirmede etkin bir

sekilde kullaniimaktadir.

Elektrot yluzeyinde okan hibrit ile etkilgen indikatoriin neden ol@u artan
veya azalan elektrokimyasal yanit hibridizasyorayrine yonelik bir sinyal olarak

kullanilir [96, 100, 101, 148, 150, 151].

Elektroaktif bir maddenin indikator olarak kullaaiilmesi icin sSDNA ve
dsDNA ile etkilgimi sonucu alinan yanitlar arasinda anlamli birk faimasi

gerekmektedir. Meldola Mavisi (MDB) [57, 67], Ru(l]7, 31, 123, 151], Co(lll)
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[16, 17], Os(ll), Os(IV) [26, 87, 123] Un 1,10-fantrolin ve 2,2'-piridin kelatlar

[16] hibridizasyon indikatorl olarak siklikla katiilan maddelerdir.

e
pees)

Metilen mavisi Meldola mavisi

o—=

Sekil 15: Baz! hibridizasyon indikatorlerinin kimyasal yagil

1.1.5.1.1.1interkalator Madde ile DNA Dizi Algilama Ydntemi:

Interkalasyon; bir maddenin DNA cift sarmali arasgia@p birikmesidir. Bu
durumda;Sekil 16'da gozlendii gibi; maddenin birikmesinden dolayi cift sarmal
DNA (dsDNA) ile etkilgsimden sonra alinan madde sinyali tek sarmal DNA
(ssDNA) ile etkilgimden sonra alinan madde sinyaline gére oldukcaekik [14,

122, 123, 141].
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Sekil 16: interkakator bir hibridizasyon indikatori ile DNAzilalgilanmasi

Calsmamizda indikatore dayal hibridizasyon algilamantgini kullaniimg

olup, indikator olarak interkalator 6zellikteki MDdRen yararlanilmgtir.

1.1.5.1.1.2. DNA Bazlarinin En Az Biriyle Etkilgen Bir Indikator ile DNA Dizi

Algilama Yontemi:

Hibridizasyon indikatort olarak kullanilan madde ANin bazlarindan biriyle
(6zellikle Guanin) etkilgiyor olabilir. Bu durumdagekil 17°de gozlendii gibi; tek
sarmal DNA (ssDNA)'da bazlar agikta olgltndan dolayr alinan madde sinyali,
hibridizasyondan sonra alan cift sarmal DNA (dsDNA)'da bazlar kapali
oldugundan dolay! alinan madde sinyaline oranla oldukgesektir [15, 17, 31, 32,

33, 56, 59, 66, 90, 100, 101, 103, 151, 154].



42

Tek sarmal DNA
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Sekil 17: DNA bazlarindan biriyle etkiken bir hibridizasyon indikatori ile

DNA dizi algilanmasi

1.1.5.1.2indikatdrsiiz DNA Dizi Algilama Yontemleri:

DNA’daki en elektroaktif ve kararli yanit veren bgaanin bazidir ve yakje
+1,0V civarinda yukseltgenir. Elektrot yizeyine tautilan tek sarmal DNA
dizisindeki guaninler acik olgw icin yukseltgenme sinyali yuksek,
hibridizasyondan sonra ise sitozinle aralarindatolduklari hidrojen ba koprileri
nedeniyle yikseltgenmesi kismen kapali duruma gellsu nedenle tek sarmala gére

daha dguk sinyal verir [58, 83, 137, 145].
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Tek sarmal DNA
GTGCAGAT
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Sekil 18: Guanin bazinin yikseltgenmesine dayali indikatoBNA dizi algilama

yontemi

Diger bir tayin yontemi ise EVET/HAYIRISTEMI adi verilen ve tek sarmal

DNA( prob) dizisinden bulunan guanin bazlari yeribe guanin analgu olan

inozinlerin sentezlettiriimesidir.

HI:I

Rt Rre

Guanin Inozin

Sekil 19: Guanin ve inozinin kimyasal yapilar
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Inozin guanine yapica benzemesine ve sitozinle i@ olusturmasina
ragmen herhangi bir yukseltgenme sinyali vermemekieBin nedenle elektrot
yuzeyinde tek sarmal DNA dizisi varken +1,0V’datmengi bir ylikseltgenme sinyali
alinmazken, hibridizasyondan sonra hedef dizidelengguaninlerden dolayi bir

yukseltgenme sinyali gozlenir.

Tek sarmal DINA
ITICAIAC

ELEKTROT |::>

140
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Elektrokimyasal
Cift sarmal DNA yamt

CACGTCTG
Eronn g

I
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I
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¥ ]

1.40
Potansivel (V)

ELEKTROT

-

R

Sekil 20: inozinli prob ilkesine dayali indikatorsiiz DNA dadgilama yontemi

1.1.5.1.3. Nanopartikiilleisaretlemeye Dayali DNA Dizi Algilama Ydntemleri:

Bu yontemde elektrokimyasal olarak tayinde genlellik metalik
nanopartikilin tayini esas olarak aligtm [147]. Bu amacla 06zellikle altin
nanopartikillerden  yararlanilmaktadir ve  genellikl@manopartikil  yizeyi

oligonukleotidlerle kaplanarak tayinler gercekiglmektedir [35, 50, 95, 98] .
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Sekil 21: Nanopartikille garetlemeye dayall DNA dizi algilama yontemi (1)

Ozs6z ve arkagtr tek kullanimhk kalem elektrot vyiizeyinde
hibridizasyonla bganan altin garetli probun altin grubunun yukseltgenmesine

dayal tayinler yapmglardir [105].

Sinyal probu
; =
DM L\
I
E A & _ Altm 1.00 1.40
nanopartikiil Potansiyel (V)
Altm oksidasyon

sinyali

Sekil 22: Nanopartikille garetlemeye dayall DNA dizi algilama yontemi (2)

1.1.5.2. DNA Biyosensorlerinin Kullanim Alanlari:

DNA biyosensorleri ginuimuzde kalitsal ve Buta hastaliklarin tanisinda,
gidayr ve cevreyi tehdit eden mikroorganizma tagjiinide, biyolojik ve kimyasal

silahlarin tayininde oldukca sik kullanilir haldrgestir.



46

Kan, serum, doku, hiicre vb. gibi biyolojik matetgeden belirli bir hastalik,
mutasyon gibi kalitsal bir davranisimgeleyen 6zgin DNA dizilerinin saptanma
calismalari, son vyillarda tip ve gir bilimlerde 6nem kazangwe bu cakmalar
bakteri, viris, parazit ve mantar kdkenli hastalike pek cok kaltsal hastaliklara

neden olan mutasyonlarin saptanmasinda kullaniliayanmstir.

Nukleik asit tanima yontemlerine dayanan elektrokisal DNA
biyosensorleri, kalitsal ve infeksiyon hastaliktatanisinda bilinen rutin analiz

yontemlerine gore alternatif olarak daha hizli,aiee kolay bir yontemdir.

Elektrokimyasal DNA biyosensdrleriyle K. Millan varkadalari tarafindan,
kistik fibrozis’e ait DNA dizileri kullanilarak binastalgin tayini yapiimstir [93]. Bu
teknigi kullanarak, J. Wang ve arkagiar E. coli, [142]'e ait DNA dizilerini tayin
etmilerdir. S. Mikkelsen’in 1994 yilinda yapgoldugu, kalitsal hastaliklarin dizi
secici DNA biyosensdrleriyle tayin projesi, Amerilgrlesik Devletleri tarafindan

korumaya alinngtir (A.B.D. Patent No: 5.312.527-05/17/1994).

Meric ve arkadglari, Hepatit B ve TT Virlslne ait gen dizilerinifjir
hibridizasyon indikatori yardimiyla tayinini gercdiasta ornekleri kullanilarak
gerceklgtirmislerdir [90]. Ozkan ve arkadkri, kanin pihtilema faktorlerinden biri
olan Faktor V’e ait gen dizisinin mutasyonuna ydnelalismalarinda herhangi bir

hibridizasyon indikatort kullanmaksizin hastaliiiteni gerceklgtirmislerdir [102].

Cevre sgligini tehdit eden 6zellikle gal su kaynaklarinda vs g#i bulasici
hastaliklara yol acan mikroorganizmalarin  taninmasgin  gelitirilen
biyosensorlerinin  tasarimi da nukleik asit hibradiyonuna  dayalidir.
Mikroorganizmaya ait bilinen bir DNA dizisinin, kahk gelen hedef diziyle

bilinmeyen bir DNA 6rngi icersinde olgturdusu baz ciftinin biyokimyasal yapisi
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bu olayr mumkin kilmaktadir. Fiziksel sinyal cewilérin yiksek duyarlifii ve
DNA hibridizasyonunun yiksek seci@ij elektrokimyasal biyosensorleri cevre

analizlerinin vazgecilmez bir parcasi kilmaktadi33].

Ozsoz ve ark. cevre @agini tehdit eden sulardaki Cyanobacteria sinifindan
Microcystis mikroorganizmalarinin tayinini Microdys spp. mikroorganizmalarinin
16S ribozomal DNA (rDNA)daki baz polimorfizmine ddy17 bazli tek zincirli (ss)
oligonukleotit olan probu karbon pastasi elektrd@PE) ylzeyine tutturarak ve
hibridizasyon indikatéri  olarak MB  kullanarak  Micystin - spp.
mikroorganizmasina gkin oligonukleotitlerin voltametrik tayinini

gerceklgtirmislerdir.

DNA’nin bazi kimyasal maddelerle ve tepkimelerléagj cevresel atiklar,
radyasyon vs.) etkijgnesi ve geliirilen yeni yontemlerle bunun incelenmesi ; yeni
ila¢ tasarimi, cevresel atik analizlerigigie kimyasal ve biyolojik silahlarin tayinine

yonelik yeni yontem gedtirme acisindan énemlidir.

Son yillarda gtli Glkelerin biyolojik silah amach kullangh, genetik olarak
modifikasyona grams mikroorganizmalar, elektrot yilizeyine tutturulan e
mikroorganizmayi temsil eden prob dizi ile hibrig&onu sonucu, modifiye edilgni
ve daal olarak bulunan mikroorganizmaya ait alinan dirfgeklilasmasindan yola

cikilarak tespit edilebilir [84, 89].

Gunumuzde kimyasal silah amaclh kullanilan 6zedligrganofosfat bikemine
sahip pek cok madde, DNA'ya olduk¢ca onemli hasarmektedir. Bunlan
biyosensor teknolojisine dayanarak DNA'ya vgrdnasardan yola cikarak ya da
direkt enzim teknolojisi yontemleriyle saptamak nkiimdtr. Bu konuda Simonian

ve arkadglari, organofosfatll sagaajanlari ve pestisit tayinini optik biyosensotre
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dayall olarak [119], Wang ve arkathxi, nitroaromatik patlayicilar ve organofosfatli
sinir gazlarinin tayinini tek kanal mikrogip sistere flow injection yontemini
kullanarak [132], Tusarova ve arkatiai, organofosfatli kimyasal sayvajanlarini
asetilkolinesteraz enziminin inhibisyonuna dayakdd£6] yine benzer bir yontem
ile enzimbiyosensori kullanarak Mionetto ve arkdala organik c¢ozeltilerde

asetilkolin esterazdan yola cikarak pestisit tayif@4] gerceklgtirmislerdir.

1.2. ELEKTROKIMYA

Maddelerin elektriksel davragharini ve elektrik enerjisi ile kimyasal
tepkimeler arasindaki gkileri inceleyen bilim dalinaelektrokimya, maddelerin
elektrokimyasal Ozelliklerini analiz amaciyla kulllan yontemlere de

elektroanalitik yontemler adi verilir [125].

Elektrokimyasal tepkimelerde, yukseltgenme(elektnarme) - indirgenme
(elektron alma) reaksiyonlari s6z konusudur ve ted&kmyasal hiicre adi verilen bir

hiicrede gercekie.

Bir elektrokimyasal tepkimenin odabilmesi icin, incelenecek maddeyi iceren
ve elektriksel iletkenfii sgslayan bir ¢ozeltitampon c¢o6zelti), maddenin kimyasa
donsime gradgl elektrot sistemi (genellikle Ucli elektrot sisigmve bu

elektrotlari birbirine bglayan bir ¢evirim sistemi (transducer) gereklidir.

Elektroanalitik yontemlerin avantajlarini siralaga®lursak;

» Hizh ve tekrar edilebilirlikleri ylksektir,

» Kullanilan cihazlar dier yontemlerde kullanilan cihazlara gore daha

ucuzdur,
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* Analizi yapilacak maddenin cok glik tayin sinirlarina kadar wéabilir,

» Elde edilen elektrokimyasal oOl¢iimler @o kez bir elementin ya da

molekilin 6zel bir yikseltgenme basamigin spesifiktirler [120].

Batin elektrokimyasal tekniklerde, elektrot-¢cozedistemine bir elektriksel
etki yapilarak sistemin vergli cevap 6l¢ulir. Hemen hemen bitin elektrokimyasal
tekniklerde potansiyel, akim ve zaman parametrddalunur ve bu parametrelere
teknigin adinda yer verilir. Mesela, voltametri, kronoamgametri, kronokulometri
gibi adlandirmalarda sirasiyla potansiyel-akim, aarakim ve zaman-yuk

parametrelerinden teknik hakkinda kabaca bilgi izbiir.

Elektroanalitik metotlarin ¢ok egli siniflandirma yollari vardir. En yaygin
kabul gérmg olan siniflandirma metodsekil’de géruldigi gibi genelde net akimin
sifir olduigu denge durumundaki statik metotlar ve denge dungan uzakta net
akimin goézlendii dinamik metotlar olmak tzere ikiye ayrilir. Dindmmetotlar

cogunlukla ya potansiyel kontrolli ya da akim kontidlilir [6].

(ELEKTROANALITIK TEKNIKLER |

(Statik Teknikler (i=0)) (Dinamik Teknikler (1#0)]

Potansiyometri

Segici Elektrotlar
Potansiyometrik Titrasyonlar

Potansiyel Kontrollli Akim Kontrolld Yik Kontrolld
Teknikler Teknikler Teknikler

| Kronopotansiyometri
Kulometrik Titrasyonlar

(Kronoamperometri Potansiyel Kontrollt Voltametri |
Kulometri

Kronokulometri |
I | |
(Hidrodinamik Voltametri)  (Puls Voltametrisi ] (Sabit Elektrot Valtametri)
a)Goézeltinin Kanistinldign Dogrusal taramali (LSV)
Voltametri Déniigtmid Voltametri (CV)
b)Dénen Disk Elektrot
Voltametrisi

Sekil 23: Elektroanalitik tekniklerin siniflandiriimasi
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1.2.1. Elektrokimyasal Olaylarda Kiitle Taginim Yollari

Bir elektrolitteki herhangi bir tanegin bir yerden bgka bir yere tainabilmesi
icin, o tanegte bir kuvvetin etkimesi gerekir. Bu kuvvet kimyagselektriksel yada
mekanik bir kuvvet olabilir. Degim farkindan kaynaklanan kimyasal kuvvetin
olusturdusu tssinmaya difiizyon, elektriksel kuvvetlerin neden olgu tsinmaya
goc(migrasyon) karstirma ve elektrodun dénmesi gibi mekanik kuvvetianeden

oldugu tasinmaya dayiginsal tasinma(konveksiyon)denir [6, 120, 125].

Diflizyon Migrasyon Konveksiyon
- o ® ) = G == :
_.—. - *° E i \/
L - é@ = e@ =
- @ X 1
—» i P ./\
[ ] | +@ 1
[ ] [11] |
. * . S !
L BN » ' »
Uzaklik v Uzaklik Uzaklik

Sekil 24: Kitle tasinim olaylariningematik gosterimi

1.2.2. Voltametri

Voltametri, elektrot potansiyelinin degstiriimesi ile elektrolitik hicreden
gecen akimin dgsmesine dayanan elektroanalitik metotlarin genel diadi
Voltametri Cekoslavak kimyaci Jaroslav Heyrovskgatendan 1920’lerin banda
bulunan voltametrinin 6zel bir tipi olan polarogden gelgtirilmi stir. Voltametrinin
onemli bir dah olanpolarografi, diger voltametri tiplerinden c¢aima elektrodu

olarak bir damlayan civa elektrodu (DCE) kullanignmbakimindan farkllik gosterir.
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Voltametri, c¢agitli ortamlarda meydana gelen yukseltgenme-indingen
olaylarinin, yuzeylerdeki adsorpsiyon olaylarinie kimyasal olarak modifiye
edilmis elektrot ylzeylerindeki elektron aktarim mekanifamain temel
calismalarini kapsayan ve cokdvarrulan duyarl ve guvenilir bir yontem durumuna

gelmistir.

Voltametride, bir cabma elektrodu iceren elektrokimyasal hucreye
degistirilebilir bir potansiyel uyarma sinyali uygulaniBu uyarma sinyali yontemin
dayandgl karakteristik bir akim cevabi afwrur. Uygulanan potansiyele kaakim

grafigine devoltamogramadi verilir [6, 120, 125, 152].

1.2.2.1. Voltametrik Cihazlar

Voltametrik analizde kullanilacak cihazlar, elekirayasal hiicre, analit ve
destek elektrolit adi verilen elektrolitirgiasini iceren bir ¢ozeltiye daldiriigniic

elektrottan yapilngtir [6, 120, 125, 152].

POTANSIYOSTAT
kargit elekirot +
*i—b Cahsma elekirodu
T
Referans elekirot
Tampon Cizelt

Sekil 25: Ucli elektrot sistemi
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Calisma elektrodu: Yuzeyinde analitin yikseltgengliveya indirgendii ve
zamanla potansiyeli analit konsantrasyonundakgisttalerle beklenen sekilde
degsisen elektrottur. Cok gl tir ve sekilde calsma elektrot kullanilir. Bunlar civa,
platin, altin, camsi karbon vb. elektrotlardir. ®kerolarak, kullanilan calma

elektrotlar polarizasyonu arttirmak icin yuzeyrdéai kicuk tutulur.

Calisma elektrodunun yapiminda kullanilan iletken maleepiatin ya da altin
gibi inert bir metal; karbon, pirolitik grafit yaadcamsi karbon; kalay oksit ya da
indiyum oksit gibi yari-iletken veya bir civa filnilie kaplanmg bir metal olabilir. Bu
tir elektrotlarin kullanildy potansiyel aragnin tespiti cok 6nemlidir. Ozellikle de
bu potansiyel arah, sulu c¢ozeltilerde sadece elektrot malzemesingl,dayni
zamanda bu elektrotlarin daldirgdicozeltinin bilgimine ba&lh olarak da dgisir.
Pozitif potansiyel sinirlari genellikle molekileksiien vereceksekilde, suyun
yukseltgenmesi sonunda e&n blyuk akimlarca belirlenir. Negatif potansiyel

sinirlari yine suyun indirgenmesi sonundasatuhidrojenden kaynaklanir.

Calismamizda oldukca kolay hazirlanmasi, tek kullanimiék ucuz olmasi
nedeniyle kalem grafit elektrot cgina elektrodu olarak kullanilgtir [60, 138].
Yapilan ¢calgmalarda bu elektrotlarla alinan sonuclarin daheaté&nabilir oldgu ve

daha dguk tayin sinirlarina ukalabildigi gozlenmitir.
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_ , Tletken

baglant: tel

\T—h grafit kelem ucn

Sekil 26: Kalem grafit elektrodugematik olarak gosterimi.

Referans elektrot : Analit ¢ozeltisinin bilgiminden b&msiz sabit bir elektrot
potansiyeline sahip bir yari hicredir ve anot ddaete alinir. Elektrik direnci ¢ok
biylk oldgu icin hemen hemen hi¢ akim gecmez. Referans etekjenellikle

Ag/AgCl veya doyms kalomel elektrottur.

Bir referans elektrot, kolay hazirlanabilmeli, pmdgyelin sicaklikla d@sim
katsayisi kuguk olmali, belli bir akim aghda tersinir davranmali, yani iginden
kicuk akimlar gecginde bile gerilimi sabit kalmalidir. Polarize edreyen bir
elektrot olmali, potansiyeli zamanla gilgnemeli, dgru ve tekrarlanabilen bir

potansiyel dgeri hizl birsekilde okumalidir [6, 120, 125, 152].

Calismamizda Ag/AgCI referans elektrodu kullangidicin asagida bu referans
elektrotla ilgili bilgi verilmistir.

=  GUmus—gumus Klorur referans elektrot

Gumis—gumig klortr referans elektrotlari, doygun kalomel etekar gibi

oldukca yaygin kullanim alanina sahip olan eleldrdir. Doygun kalomel

elektrottan ustunkii gumg—gum klorur elektrodun doygun kalomel elektroda
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gore daha yuksek sicakliklarda kullanilabilmesidiyni zamanda gingiyonlari

civa (1) iyonlarina gore daha az sayida analitbksgyona girerler.

Bir gumis—gumg klortr referans elektrot gumaibir telin, elektrolitik yoldan

AgCl ile kaplanarak Cliyonu iceren bir ¢ozeltiye daldiriimasiyla eldelied
Olusan tepkimesu sekildedir;

AgCl+e - _—* Ag+CI

Doygun KCI ¢ozeltisi kullanildy zaman 25 °C’ de standart hidrojen elektrota

gore potansiyeli +0,222 V' dur.

Karsit elektrot: Bu elektrot cahma elektroduyla bir c¢ift okiurur onu
elektronlarla besler, ayrica ortamda salbilecek istenmeyen akimlarin Uzerinden
gecmesine izin verir. Sinyal kaygiadan cikan elekigin cozeltiden gecerek cafna
elektroduna aktariimasini@amaktadir. Kagit elektrotta genellikle helezameklinde

bir platin tel veya bir civa havuzudur.
Calismamizda platin tel kart elektrot olarak kullanilngtir.
Tampon c¢ozelti: Elektriksel iletkenlgi saglar.

Potansiyostat:Calisma elektrodunun potansiyelini sabit tutar.

1.2.2.2. Voltametride Kullanilan Bazi Onemli Tanimamalar:

Voltametride akim, caima elektrodu tzerinde maddelerin indirgenmesi veya
yiikseltgenmesi sonucunda g indirgenmeden dolay! ojan akimekatodik akim
yukseltgenmeden dolay! glan akima isanodik akimadi verilir. Geleneksel olarak,

katodik akimlar daima pozitif, anodik akimlar isegatif saretlerle gosterilir.
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Bir voltammogrami niteleyen (¢ temel blyuklakik akim, sinir(limit akim)

veyarl dalga potansiyetlir [6, 120, 125, 152].

Belli bir potansiyelden sonra akimin sabit kgidoir plato bélgesine udair.
Bu akimasinir akimi, k adi verilir. Bu akim elektrot yuzeyinde elektroetkiiriin
derisiminin sifira gittisi andaki akim dgeridir ve potansiyelden hemen hemen

bagimsizdir.

Sinir akimi, analitin katle aktarimslémiyle elektrot ylzeyine $mma
hizindaki sinirlamadan kaynaklanir. Sinir akimigenellikle analitin desimi ile

dogru orantilidir.
is = k . CA
Burada, G analit dergimi ve k ise bir sabittir.

Bu akimin buyuklgu elektroetkin maddenin deiinine ve elektrot ylzeyine
kitle tginim hizina bglidir. Kitle tginimi daha oncede belirtilgli gibi goc,
difizyon ve konveksiyon olaylari ile gercefite Ayrica elektrot tepkimesineskk
eden kimyasal tepkime hizlari, adsorpsiyon ve gespon hizlari gibi olaylar da
kitle taginim hizinda etkin olabilmektedir. Bu olaylarin tiingerceklgiyorsa, her
birinin sinir akimda katkisi olacaktirgé tainim olaylarindan yalnizca biri sinir
akimi belirlemede egemense, sinir akim bu olayiaadnilir. Go¢ akimi, diftizyon

akimi, adsorpsiyon akimi, kinetik akim gibi.

Calsma ortamina; elektroetkin olmayan ve dieni elektroetkin iyonun
derisiminin 50-100 kati olacakekilde bir elektrot katilirsa kutle gaimini biyuk
oranda bu elektrolit Ustlenegiaden elektroetkin iyonun goé¢ akimi yok sayilacak
duzeye indirgenebilir. Bu gorevi yiuklenen elektknetolmayan elektrolitedestek

elektrolit denir.



56

Destek elektrolit yalnizca g6c¢l Ustlenmekle kalmaayni zamanda
elektrokimyasal pilin iletkengini de s&lar. Direnci digurdigt icin omhik digmeden
kaynaklanan sorunlari da azaltir. Sakincasi isgenjlecgi elektroetkin safsizliklar
nedeni ile arttk akimi arttirma olagidir. Bu nedenle destek elektrolitler

olabildigince saf olmalidir.

Elektrot Gzerinde heniz reaksiyon olnadzaman kicik de olsa bir akim
gozlenir. Bu akimartik akim denir. Artik akimin baydkIgl yontemin duyarligini
belirler. Bu akim giderildii veya en aza indirilgi oranda duyarlilik artar. Duyarhlik
arttirma d@rusal tarama gindaki kimi 6zel tekniklerle olasidir( darbe, ddesiyel

darbe, kare dalga, alternatif akim voltametreldsi jj

Sinir akimi ile artik akim arasindaki yukseklik gialylkseklgidir. Dalga

yuksekligi, elektroaktif maddenin konsantrasyonu ilegdeal olarak artar.

Yarl dalga potansiye sinir akiminin yarisina {2) kasilik gelen potansiyel
degeridir ve B, ile gosterilir. Genellikle degimden b&msiz olan bu dger
elektroetkin maddenin tiriine ve ortama&lbaabit bir dgerdir. Bu nedenle tirleri
nitelemede kullanilan bir blyukluktir. Ayrica, stant yari hicre potansiyeli ile

yakindan ilgkilidir [6, 120, 125, 152].
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Sekil 27: Dogrusal taramall voltammograngresi

Cozelti ve elektrot arasindaki yuzeyden akiminniesirasinda, elektrotlardan
birinde ylkseltgenme reaksiyonlari olurkengatinde indirgenme reaksiyonu

meydana gelir. Bu reaksiyonlarda;

O+ne « R

O ve R’nin, siraslyla, redoks ciftinin, yukseltgegme indirgenmy seklini
ifade ettgi tepkime ile gosteriimektedir. Termodinamik kuealh kontrol edilen
sistemlerde, elektrot potansiyeli, elektroaktifihirelektrot ylzeyindeki darminin

[Co(0,t) ve GR(O,1)], NERNST Denklemineggtre saptanmasinda kullanilabilir.
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E® = Redoks tepkimesi icin standart potansiyel
R = Gaz sabiti (8,314 JHnol?)

T = Sicaklik {K)

n = Reaksiyonda transfer edilen elektron sayisi
F = Faraday sabiti (96,487 coulombs)

Elektrot c¢ozelti ara ylzeyinden akim iki tiglamle iletilir. Birincisinde,
elektrotlardan birinde ylUkseltgenme reaksiyonu laar digerinde indirgenme
reaksiyonu olur, bu sirada elektronlaringdalan aktarimi ile akim iletilir. Bu tip
islemlere, bir elektrottaki kimyasal reaksiyon mikian gecen akimla orantil
oldugunu ifade eden Faraday yasalarina uygun olmasnige&aradayik islemler
adi1 verilir, bu sekilde olgan akimlaraFaradayik akimlar denir. Kisacasi; bir
elektrokimyasal  hlcrede  elektrot/cozelti ara  ylzeyboyunca  bir
yikseltgenme/indirgenmglémiyle tainan akimdir. Reaksiyondan ( analiz edilecek

maddeden) kaynaklanan akimdir.

Analizlenecek madde ve drlnlerin konsantrasyonlgalnizca elektrot

yuzeyinden uzak#in bir fonksiyonu olarak ve Nerst tabakasi icineégiglr.

Faradayik olmayan akim ( kapasitif akim) (ci) : elektrot/cozelti ara
yuzeyindeki yukla bir cift tabakada alan bir yukleme akimidir. Bir elektrotun bir
elektrolit ¢Ozeltisine daldirilmasi ve negatif yéljiklenmesi ile ¢ozeltideki pozitif
yukli iyonlar elektroda dgru cekilir. Boylece ara yuzeyde bir gerilim farkusgur.
Ters baretli yuklerin ara yluzeyin iki tarafinda birikmeka bu bolgede bir elektriksel
cift tabaka olgur. Olusan bu cift tabaka, bir kapasitor gibi davranir. Bapasitoru

yuklemek icin ortamda yukseltgenecek ve indirgekenadde olmasa dahi bir akim
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olusur. Bu akim reaksiyona Bl degildir; sistemden kaynaklanir ki bu akima

kapasitif akim denir. Ne kadar gik olursa o kadar gpu olcim yapilir.

Potansiyel =——3e

Sekil 28: Elektrot yliizeyinde okan elektriksel ¢ift tabaka

Ornesin ilk 6nce elektroda pozitif bir potansiyel uygnthginda, elektroda
bitisik cozeltinin yapisini dikkate alalim. Potansiygfgulandiktan hemen sonrges
elektrodun ytizeyinde reaksiyona girebilecek aktitir yoksa hizli bigekilde sifira
disen anlik bir akim dalgasi alacaktir. Bu akim her iki elektrodun da ylzeyinde bi
negatif yuk fazlagl (veya eksiklgi) yaratan bir yikleme akimidir. Fakat iyonik
hareketlilgin bir sonucu olarak elektrotlara Rik olan ¢ozelti tabakalarinda derhal
bir zit yuklenme olgur. Bu etkilgim sekilde gorilmektedir. Metal elektrodun
ylzeyinde uygulanan pozitif potansiyelin bir sonueclarak olgan pozitif yiuk
fazlaligi gosterilmektedir. YUkli ¢ozelti tabakas! iki krelan olymaktadir: (1) bir
yogun i¢ tabaka(d,dan d 'e), bu tabakada elektrot ylzeyinden uzgldskca
potansiyel mesafe ile gousal iliskili olarak azalir ve (2) bir difize tabaKd; 'den

d.'ye),burada elektrot ylizeyinden uzajtdikca ortaya cikan potansiyel Ustel olarak
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azalir. Elektrot ylzeyindeki ye ylzeye ki ¢ozeltideki bu yik toplulgu bir

elektriksel ¢ift tabakaolarak adlandinlir [6, 120, 125, 152].

Toplam akim(i)=faradayik akimg)+kapasitif akim(i) oldusundan kapasitif

akim azalirsa duyarlilik artar.

Genellikle 10°M ve ustiinde kapasitif akim faradayik akimdan kifigtike
caligilabilir. 10*M da kismen iyi sonuc alinir. TOve (zerinde kapasitif akim

faradayik akimdan cok buylk olagacin calsiimaz.

1.2.2.3. Voltametrik Akimlar:

Incelenen bir elektrolizsieminde akim, analitin difizyon tabakasinirs di
kismindan elektrot ylzeyinestama hizi ile kontrol edilir ve bu h@Cs / 0X ile
verilir. Burada X, cm cinsinden elektrottan olarakizsi gostermektedir. Dizlemsel

bir elektrot igin, akimin
i =nNFDa (0Ca /0X)
seklinde bir ifade ile verilega gosterilebilir. Burada:
| = Amper cinsinden akimi,
N = Analitin molU baina elektronlarin mol sayisini,
F = Faraday sabiti (96487 Coulomb / mol elektro
A = cnt cinsinden elektrot yiizey alanini,
Da = A" nin cnfs® cinsinden difiizyon katsayisini,

Ca = mol/cn? cinsinden A'nin konsantrasyonunu  goéstermektedir
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Olusan difizyon akimin zamana karfonksiyonu COTTRELL denklemini

Verir.

nFACD /2

1/241/2
1t

1.2.2.4. Voltametride Kullanilan Uyarma Sinyalleri:

Voltametride, bir mikroelektrot iceren elektrokinsz hicreye dastirilebilir
bir potansiyel uyarilma sinyali uygulanir. Bu uyara sinyali yénteminin dayangii
karakteristik bir akim cevabi afturur. Voltametride en ¢ok kullanilan dort uyarma
sinyali sekli'de verildigi gibi dogrusal taramali, diferansiyel darbe, kare dalga ve

Ucgen dalgadir [6, 120, 125, 152].

E E E E
F 3 F 3 F 3 &
't t 't t
Diferansiyel Puls Dogrusal Taramal Kare Dalga Déndisimld
Voltametrisi Voltametri Voltametrisi Voltametri

Sekil 29: Voltametride kullanilan potansiyel uyarma sinyalle

1.2.2.4.1. Uyarma Sinyalinin Cgidine Gdre Voltametrik Yontemler
1.2.2.4.1.1. D6ngiimlG Voltametri

DonGsumlu voltametri (CV) , surekli dgsen potansiyel deerlerine kagi

belirli bir aralikta, kagtiriimayan ortamda ¢agima elektrodunun vergii akim cevabi
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olarak tanimlanabilir. Elektrokimyasal bir analizdelektroaktif maddenin
yukseltgenme - indirgenme tepkime mekanizmalariaydinlatiimasinda ve
elektrokimyasal bir analize klamadan ©nce sistemdeki maddelerin elektriksel
davranglarinin saptanmasinda siklikla kullanilan bir tékini Fakat miktar tayinine

dayali analizlerde kullanim alanlari daha sinirhdi

Calisilan potansiyel arali, verilen bir deney icin bir veya daha fazla atirali
yukseltgenme veya indirgenmenin meydana @eldiotansiyel arafiidir buna

cevirici potansiyeller de denilir.

o
=
1

-of— Cevirici potansiysl

Potansiyel, V
o =)
(S T o T

=
T
T

0 F = -4 Cevirici potansivel

0 20 40
Zaman, s

Sekil 30: Donlsumli voltametride kullanilan uyariima sinyali

Sekilde gosterildii gibi potansiyel dgrusal olarak d@stirilir daha sonra
tarama yonu tersine cevrilir ve orijinal g&ine geri doner ( tcgen dalgeakilli
potansiyel ). Bglangi¢ taramasinin yoni numunenin @il@ne bali olarak negatif

ya da pozitif olabilir.

Bu yontemde, ornek cozeltisine potansiyel uygulgimdia, elektrot ylzeyi

uygulanan potansiyele gore pozitif ya da negatikbrakter gosterir ve ¢evresindeki
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cOzeltiden elektron alir ya da cotzeltiye elektrogrivbu da olcilebilir bir akim
olusmasina neden olur. Cgina ortaminda kagtirma yapilmadii icin elektron
transferi elektrot ylzeyi ve cevresinde olur, bderde elektrot ¢cevresindeki bgkn
miktari zamanla azalir sonu¢ olarak @no akimda zamanla bir pik yapar ve

azalmaya bgar bu pikler indirgenme ve yukseltgenme pikleridir

1 Ep, katodik
Ip, katodik
E B il i
E
= ,
o=
=T
Ip, anodik
Ep., anodik )
POTANSIVEL {-V)

Sekil 31: Pik potansiyellerini ve akimlarini gésteren klalsikdongiumlu

voltamogram

Bir donGsimlU voltamogramin en 6nemli parametreleri katqak potansiyel

Epc, anodik pik potansiyeli fz, katodik pik akimip,cve anodik pik akimiadir.

Tersinir bir elektrokimyasal tepkimede analite @k akimi gagidaki sitlikle

bulunur.
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ip=0,27 /2 A DY C V*

I, analite ait pik akimi, n transver edilen elektrayisi, A elektrot yizey
alani(cnf), D turlere ait difizyon katsayisi(éfis), C tirlerin ¢ozelti icerisindeki

derisimleri(mM), v ise tarama hizidir(V/s).

Tersinir bir reaksiyon icin anodik ve katodik pikianlart mutlak dger olarak

yaklasik olarak sgittir.

DonGstimli voltametride analitin duyarlihk sinirt 20M’dir. Dénistimli
voltametri rutin kantitatif analizlerde kullaniimed halde, 6zellikle organik ve metal
organik sistemlerde yukseltgenme - indirgenmgkenilerin mekanizma ve hiz
calismalari icin 6nemli bir aractir. Bu yontem, normédrak elektrokimyasal olarak

belirtilebilen bir sistemin agairiimasi icin secilen ilk yéntemdir [6, 120, 12E32].

1.2.2.4.1.2. Diferansiyel Darbe Voltametrisi

Diferansiyel darbe voltametrisinde uyarma sinyalletogrusal bir tarama
esnasinda periyodik darbelarin glirulmasiyla gercekigirilir. Bu yontemle, yari —
dalga potansiyelleri arasinda ya#ka 0,05 V fark olan maddelerin bile pik
maksimumlari elde edilebilmektedir. Duyarlilik 1.0’ — 108 M'dir. Duyarliligin
yuksek olmasinin nedeni; 6lcimun, faradayik akiemryiiksek, kapasitif akimin en

disUk oldusu anda yapilmasindan kaynaklanir.
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Sekil 32: A) Analog cihazlarda diferansiyel darbe voltametigan ikullanilan

uyarma sinyaliB) Diferansiyel darbe voltametrisine ait bir voltamag

DPV teknginde, d@rusal bir tarama sirasinda gafa elektroduna periyodik
darbeler uygulanir. Darbe uygulamadan 6nce ve solmak Uzere iki kez akim
Olculur. Darbe bgna elde edilen akimdaki fark uygulanan potansiyelgl grafige
gecirilir. Elde edilen diferensiyel darbe voltamagm yikseklgi analizi yapilan

maddelerin degimi ile orantili akim piklerinden okmaktadir [6, 120, 125, 152].

1.2.2.4.1.3. D@rusal Taramali Voltametri

Bu yontemde uyarma sinyali; g akim potansiyelinin zamanla gtasal bir
sekilde arttinimasiyla elde edilir. Uygulanan butgusiyel sonrasinda analizlenen
maddeye 6zgu akim cevaplari potansiyelin bir foytsi olarak voltamogramlarda
incelenir. D@rusal taramali voltametride, iyi pik maksimumlaldes edebilmek igin

yari — dalga potansiyel farki en az 0,2 V civariottaalidir [6, 120, 125, 152].
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1.2.2.4.1.4. Kare Dalga Voltametrisi

Son derece hizi ve duyarl olma Ustigiliolan bir darbe polarografi telgndlir.
Voltamogramin tamami 10 milisaniyeden daha az biede yapilir. Olgim son
derece hizh yapild@ icin analizin kesinfgini artirmak icin birka¢ voltametrik
taramanin ortalamasi alinarak kesinlik artirilabiare dalga voltametrisinin tayin

sinirlari 10’ ile 108 arasindadir [6, 120, 125, 152].



BOLUM I

GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan cihazlar

Tez calgmalari sirasinda kullanilan tim cihaz, donanim \azilymlar

sunlardir;

» Potansiyostat - u\-AUTOLAB tip Il (Eco Chemie, Hailda)

* Yazilim programi (software) - GPES 4.9

» Referans elektrot - Ag/AgCI

* Yardimci elektrot - Platin tel

» Calisma elektrodu - Kalem grafit elektrot (PGE)(Rotrind@,5, Tombo HB
model 0.5mm)

e Terazi - Sartorious-Analytic A-200

» Ses titrgimli temizleyici - Ultrasonic LC 30 H

e pH-metre - Schott-Mainz CG 710

* Manyetik karstirici - Elektro-mag ve ARE 2-Velp

» lIsitici - Techne-512 Thermal Cycler
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2.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Tez calgmalari sirasinda kullanilan tim kimyasal maddeler sglandgi

firmalar Tablo 3'te belirtilmgtir:

Tablo 3: Calisma sirasinda kullanilan kimyasal maddeler

ve bunlarin sgandgi firmalar

MADDE ADI F IRMA

Asetik Asit (%9100 Merck
Hidroklorik asit (%37) Merck
Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck

Di potasyum hidrojen fosfat GgkiPOy) Riedel-de Haen
Potasyum dihidrojen fosfat (KiROy) Riedel-de Haen
Trizma hidroklorik asit (Trizma-HCI) Sigma
Sodyum klorir (NaCl) Sigma
N—Hidroksistksinimid (NHS) Sigma
Etil karbodiimid 1-etil -3-dietil aminopropil Sigma
karbodiimid hidroklortr (EDC)

tri-Sodyum sitrat dihidrat Merck
Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) Merck
Meldola Mavisi (MDB) Merck

2.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanslari

Tampon c¢ozeltilerinin  hazirlanmasinda 18 Mega-obk'lultra saf su
kullaniimistir.  Tamponlar hazirlik sonrasinda plastiiselerde, buzdolabinda
+4°C’de saklanmytir. Hazirlanan tampon cozeltilerinin pH’lariniésilen dgerine
getirilebilmesi, hazirlanan 0,1N’lik NaOH veya 0,1i HCI ¢ozeltilerinin ve pH

metre cihazini kullanimiyla gercekligilmi stir.
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0,05 M fosfat tampon ¢ozeltisinin(PBS) hazirlasi (pH:7,4):

Olguimler sirasinda kullanilan 0,05M fosfat tampd@aegtisi litresinde 1,36 g
(0,01 mol) KHPO, ve 6,96 g (0,04 mol) ¥PO, icermektedir. Hazirlanan tampon
cOzeltisinin pH dgeri yaklaik 7,4 olmaktadir. Gerekliyse pH, 0,1 N NaOH veya
0,1 N HClI ilavesiyle pH metre ile 7,4’e ayarlaridaha sonra NaCl dgmmi 0,02 M

olacaksekilde 1,168 g NaCleklenir.

0,50 M asetat tampon ¢ozeltisinin(ACB) hazirlaryi (pH: 4,8):

Kullanilan 0,50 M asetat tampon ¢oOzeltisi litregndl5 M glasiyel asetik asit
icermektedir. COzeltinin pH'sinin 4,8 @ine ayarlanmasi, 0,1N NaOH ve / veya
0,1N HCI ilavesiyle, pH metre ile Olculerek gergskiilir. Daha sonra NaCl

derisimi 0,02 M olacaksekilde 1,168 g NaCl eklenir.

0,02 M Tris-HCI tampon ¢o6zeltisinin(TBS) hazirlansi (pH:7,0):

Kullanilan 0,02M Tris HCI tampon c¢ozeltisi litresia 3,152g (0,02 mol)
Trizma HCI icermektedir. Ayrica, ¢ozeltiye NaCl deni 0,02 M olacaksekilde
1,168 g NaCl eklenir. Cozeltinin pH'sinin 7,G5dene ayarlanmasi, 0,1N NaOH ve /

veya 0,1N HCl ilavesiyle, pH metre ile dl¢ulerekgeklestirilir.

Y Cozeltilerde kullanilan NaCl Na+ iyonlarl sayesrNA (zerindeki negatif yiikli
fosfat gruplarini bloke ederek DNA molekulinin nélimasini sglar ve yuklerden
dogabilecek negatif etkiyi engeller.
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0,01 M Tris-HCI, 1mM EDTA(TE) tampon ¢o6zeltisinin hazirlanisi  (pH:
8,0):

Kullanilan 0,01M Tris-HCI, 1mM EDTA tampon co6zeltitresinde 1,576 g
Trizma HCI ve 0,372 g EDTA icermektedir. CozeltinpH'sinin 8,0 dgerine
ayarlanmasi, 0,1N NaOH ve / veya 0,1N HCI ilavesiypH metre ile 6lctlerek

gerceklatirilir.

Saline-Sodium Citrate(SSC) tampon ¢o6zeltisinin hadanisi (20X, pH 7,0):

Kullanilan 20X’lik SSC tampon c¢ozeltisi litresind&’5,3 g (3,0 M) NaCl ve
294,10 g (0,3 M) tri-sodyum sitrat dihidrat icerndir. C6zeltinin pH'sinin 7,0
degerine ayarlanmasi, 0,1N NaOH ve / veya 0,1N HCQle&yle, pH metre ile

Olculerek gerceklgirilir.

1,0 mM Meldola Mavisi(MDB) ¢ozeltisinin hazirlanisi:

Taze olarak kullanilan 1mM MDB c¢o6zeltisi 10 mL’'smd3,8 mg MDB
icermektedir ve 0,02 M NaCl iceren 0,02 M Tris-Htaimpon c¢o6zeltisi (pH:7,0)

icerisinde hazirlanmtir.

Kovalent baglama ¢dzeltisinin hazirlansi

Kullanilan kovalent bgama ¢ozeltisi, 8mM NHS ve 5mM EDC olacsgkilde
litresinde 0,921g NHS ve 0,959g EDC icermektedu. g@zeltinin hazirlanmasinda

ultra saf su kullanilngtir.
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2.4. Kullanilan DNA dizileri

Tablo 4: VDR Apa | polimorfizmini iceren PCR Uriini baz dimlharitasi

5'- AGC ATG GAC AGG GAG CAA GGC CAG GCA GGG ACA GGG CcA
GGT GCG CCC ATG GAA GGA CCT AGG TCT GGA TCC TAA ATGAC
GGA GAA GTC ACT GGA GGG CTT TGG GGC CAG GCA GTG GTRCA
CCG GTC AGC AGT CAT AGA GGG GTG GCC TAG GGG GTG CTIEEG
TTG AGT GTC TGT GTG GGT GGG GGG TGG TGGAG TGA GCA GTG

AGG GGC CCAGCT GAG AGC TCCTGTGCCTTICTICTCT ATCC -3

Yukaridaki tabloda gosterilen bdlge tayini yapilaedef boélgedir. Haritanin
her iki ucundaki italik karakterlerle belirtilen mgalar PCR yontemiyle DNA
cogaltma Elemi icin kullanilan primer dizileri gostermektediKoyu harflerle
gosterilen boélge ise VDR Apa | polimorfizmini iceréedef bolge olarak secilgtir.
VDR Apa | polimorfizminde, bu koyu harflerle bellen bolgedeki alti ¢izili Guanin
bazi Timin bazina dosinektedir. Bu koyu harflerle belirtilen hedef bolgen

komplementeri olan diziler prob olarak secytii
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Tablo 5: Calismada kullanilan sentetik prob ve hedef dizileri

Saglikli Hedef Dizisi (WTT - Wild-type target)

5-ATT GAG CAG TGA GGG GCC CAG- 3

Saglikli Prob Dizisi (WTP - Wild-type probe)

5-CTG GGC CCC TCACTG CTC AAT-3

Hastalikli Hedef Dizisi (MTT- Mutant-type target)

5-ATT GAG CAG TGA GI'G GCC CAG- 3

Hastalikli Probe Dizisi (MTP- Mutant-type probe)

5-CTG GGC AC TCACTG CTC AAT-3

Calgmada kullanilan tim sentetik diziler liyofilize tohalinde TIB
MOLBIOL(Berlin, Almanya)'dan sglandi. Ayrica PCR ile ggltilmis DNA

ornekleri Cerrahpg Tip Fakultesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’'ndaraglandi.

2.5. DNA dizilerinin hazirlanisi

Calsmada kullanilan prob ve hedef dizi stok c¢ozeltildf@00 pg/mL
derisiminde olacaksekilde 0,01 M / L Tris-HCI ve 1 mM / L EDTA icerelE
cOzeltisi (pH: 8,0) ile hazirlandi ve 30 pL'lik hederde sterilize edilnsi PCR

tuplerine paylgtirilarak -20C’de saklandi.

Bu oligondkleotidlerin  seyreltik c¢ozeltileri, prabl 0,05 M fosfat
tamponu(PBS) (pH:7,4) icerisinde, hedefler ise BSCY3 M NaCl, 0.3 M sodyum

sitrat dihidrat, pH 7.00) tampon ¢o6zeltisi icertnhazirlandi.
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2.6. Deney duzengnin ve elektrotlarin hazirlanisi

DPV teknginden yararlanilarak yapilan bu gahada, potansiyostat cihazi
olarak u-AUTOLAB tip Il (Eco Chemie, Hollanda)e yazilim programi olarak
GPES 4.9 kullaniingtir. Uclii elektrot sistemi olarak ise, kalem grafitektrot
calisma elektrodu, Ag/AgCl referans elektrot ve platia Hagit elektrot olarak
kullaniimistir. Her bir elektrot sisteme metal glantilarla bglanms ve bu Ucli

elektrot sistemin daldirlgr o6lcim c¢ozeltisinin hacmi 3 mL olacakekilde

ayarlanmgtir.
POTENTIOSTAT
Platin
karsit .
elekbrot +
*i—b Cahisma elekirodu

v | 3cm 3cm
Agiag(Cl grafit ug
Referans |
elekirot \
/ 1

S cm

Tampon
cizelti

|

1cm

Sekil 33: Deney diuzeng ve PGE’nin hazirlagl

Calsmamizda cajma elektrodu olarak kullanilan, kalem grafit elekin
(Rotring Rotring T 0,5 kalem, Tombo HB model 0.5mg) 6 cm olan grafit uclar
deneysel kgullara uygun olmasi acisindan 3 cm boyunda keddi.3cm’nin 1,5
cm’lik kismi isaretlenerek, 1 cm’lik kismi ¢ozelti icine daldiogék sekilde sisteme
yerlestirildi. Her bir deneme icin farkl grafit yizeyledusturularak tek kullanimlik

elektrot sistemi sganms oldu.
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2.7. Kullanilan yontem

Calsmada kullanilacak yontemin secilmesinde daha oOrapilms olan
elektrokimyasal biyosensor tasarimlarinda kullanyéntemler dgerlendirildi [57,
67]. Yapms oldusumuz ©On cakmalara gbre yontem olarak indikatore dayal
hibridizasyon algilama yonteminin kullaniimasi uggbulunup, indikator olarak

Meldola Mavisi (MDB)’'nden yararlaniingtir.

Sekil 34, hibridizasyon indikatorl olarak Meldola Msinin kullanildgr VDR
genindeki Apa | polimorfizminin  elektrokimyasal od&k saptanmasini
O0zetlemektedir. Bunlar sirasiyla, elektrot ylizeymmeb tutturulmasi, hibridizasyon,
MDB ile etkilesim ve elektrokimyasal 6lcim olmak Uzere dért anaab@akta
toplanmstir. Yonteme ait basamaklarda uygulanglemler hakkinda ayrintih bilgi

ilerleyen bélimlerde verilngtir.

Deneysel basamaklar ve surelgagdaki Tablo 6’da 6zetlentir:

Tablo 6: Deneysel basamaklar ve sireleri

BASAMAK SURE

PGE aktivasyonu 60 saniye
Prob tutturma (adsorbsiyon) 30 dakika
Yikama 1 saniye
Hibridizasyon 30 dakika
Yikama 20 saniye
MDB etkilesimi 5 dakika
Yikama 10 saniye
Olgum 60 saniye

TOPLAM 065 dakika
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2.6.1. Elektrot ylzeyine prob tutturulmasi
2.6.1.1. Adsorbsiyon ile prob tutturma

Tam elektrot ylzeyleri deney 6ncesinde 0.5 M asttatpon c¢ozeltisi (pH:
4.8) icine daldirilarak 60 saniye sureyle +1.4 Vrilge uygulandi. Boylece

elektrokimyasal olarak elektrot ylzeyinin aktivasyglemi gerceklgti.

Fosfat tampon cozeltisi (pH: 7.4) icerisinde 5 p hdersiminde s&likl ve
mutasyonlu turlerle hazirlanan ve 100’er puL olagekilde PCR tiplerine gatilan
prob cozeltileri icerisine, aktive edilgielektrotlar 30 dakika sureyle daldirilarak
yluzeye adsorbsiyon yoluyla prob tutturulmasglaamstir. Baglanmadan sonra,
yuzey bir kez bg fosfat tampon c¢ozeltisi (pH: 7.4) icerisine daldor cikarilarak
elektrot ylzeyine hk#anmayan prob dizilerinin ylzeyden uzaitialmasi

sglanmstir.

2.6.1.2. Kovalent bglama ile prob tutturma

Calisilacak olan elektrotlar, deney 6ncesinde, tazeakldrazirlanny olan
kovalent ajanlari iceren (5 mM EDC ve 8 mM NHS) elizi icerisinde 1 saat
sureyle bekletilmitir. 1 saat sonunda kovalent ajanli elektrotlar SP&zeltisinde
(pH: 7.4) 5 pg mt* dersiminde sglikli ve mutasyonlu tiirlerle hazirlanan ve 100'er
pL olacaksekilde PCR tuplerine gatilan prob ¢ozeltileri icerisine 30 dakika sireyle
daldirlarak ytuzeye prob pEnmasi sglanmstir. Baglanmadan sonra, yuzey bir kez
bos fosfat tampon ¢ozeltisi (pH: 7.4) icerisine dalldor ¢cikarilarak elektrot ylzeyine

baglanmayan prob dizilerinin ylizeyden uzaitialmasi sglanmstir.
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CH
<
EDC g N-CH,CH, CHN-CoN-CH,CH. HC!
+

MNP
NHS [o]
n o_c_
COOH 0—-C-0- 41;’
pro

EDC ve NHS

grafit
elektrot

Sekil 35: PGE yuzeyinde gercelgden EDC/NHS modifikasyonu

2.6.2. Hibridizasyon
2.6.2.1. Sentetetik hedeflerle hibridizasyon:

Prob bglanms elektrotlar, 100’er pL olacajekilde PCR tuplerine gatilan, 7
ng mL* derkiminde sentetik sdikli ve hastalikl ( tek bazi hedeftan farkli dimiis-
match, MM) hedef dizileri iceren hibridizasyon taomparinda (5X SSC, pH: 7,0) 30

dakika sureyle bekletilerek hibridizasyatemi gerceklgtirildi.

2.6.2.2. Gergek PCR ornekleri ile hibridizasyon:

PCR ile cgaltilmis sghkh ve hastalikli DNA 06rnekleri 1:40 oraninda
hibridizasyon tamponu (5X SSC, pH: 7,0) ile seyieritk, PCR tlplerine aktarilgi
ve 95C’de 5 dakika siireyle isitici (thermal-cycler) isgrde bekletilerek cift sarmal
olan PCR drneklerinin tek sarmal hale gelmesi ydenatirasyonlari ganmstir.
Daha sonra ise bu tek sarmal hale gelen drneldekirar ¢ift sarmal hale gelmesini
Oonlemek icin 1 dakika sureyle byakuna maruz birakilmglardir. Denatiirasyondan

hemen sonra ise prob @anms elektrotlar, bu denatire edilgnDNA Orneklerinin
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iceren coOzeltiler icerisine 30 dakika sureyle dalahak hibridizasyon siemi

gerceklgtirilmi stir.

2.6.3. MDB ile etkilgim

Hibridizasyon g¢leminden sonra elektrotlar, ylzeye spesifik olmayan
baglanmalarin engellenmesi icin 20 saniye slreyleskamall olarak 2X SSC (pH:
7,0) icerisinde yikanmgtir. Yikanan elektrotlar, icerisinde 20 mM MDB ieer TBS
(pH 7.00) cozeltisi icerisinde 5 dakika sureyle igamall olarak MDB’e maruz
birakilmslardir. MDB ile etkilgen elektrot ylzeyleri, daha sonra kan ortamda 10

saniye sureyle BoTBS (pH 7.00) c¢ozeltisi icerisinde yikanghardir.

2.6.4. Elektrokimyasal Olcuim

DPV tekngi kullanilarak MDB’nin indirgenme sinyalini olceloilek amaciyla
bos TBS (pH 7.00) cozeltisi icerisinde, +0.2 V'dan 3B. V'a kadar, 50 mV
amplititte ve 8 mV adim potansiyeli uygulanarakkele yizeyinde prob, hibrit ve
mis-match dizileri varken gortlen MDB indirgenmenalleri 6lctldi. Elde edilen
ham @riler potansiyostattaki GPES yazilim sistemi kullarak “baseline
correction” kleminden gecirilerek her bir oOrpe ait pik ydkseklikleri

degerlendirilmistir.



BOLUM I

BULGULAR

Bu ¢alsmada her bir 6lgciim ¢ kez tekrarlanarak elde editewuclar grafik ve

voltammogramlarda gosterilgtir.

3.1. Sentetik dizilerle hibridizasyon ve biyosensddzgunliginin tayini:

Gelistirilen biyosensor sistemiyle hibridizasyon taymldk olarak sentetik
diziler kullanilarak gercekigirildi. Bu amacla elektrot ytizeyine hastalikl prdizisi
(MTP) tutturulup, bu dizinin tam kgiti g1 olan hedef dizi (MTT) ve tek bazi hedeften
farkli olan dizi (WTT) ile hibridizasyonu gkandi. Daha sonra, bu elektrot
yuzeyleriyle MDB etkilgimi sgslanip bunlara ait MDB sinyalleri incelendi. MDB
sinyali yaklgik olarak -0.130 V £ 0.005 arasinda gozlendi. Rezdarkadglarinin
daha oncede aciklagdiMDB’nin interkalasyon mekanizmasina uygun olafak1],
MDB’nin dsDNA arasina birikmesi nedeniyle, dsDNA'd&l) gozlenen MDB
sinyali, ssDNA (P) ve tek bazislesmems DNA'dan (MM) daha fazla
gozlemlenmesi beklengive istenilen sonug¢ elde edilgtir (Sekil 36). Bu sonug,
ayrica bize, gedtirmis oldusgumuz biyosensorin secimlisekilde hedefine

baglandgini gostermektedir.
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Sekil 36: Sentetik diziler kullanilarak, elektrot yuzeyladgki MDB sinyallerine ait
diferansiyel darbe voltammogramlari ve histogramléa) Yuzeyde sadece prob
varken, (b) prob-hedef hibridizasyonu sonrasindé®)i,prob ile tek bazi hedeften
farkl dizi arasindaki hibridizasyondan sonra etdiden MDB indirgenme sinyalleri.
Deneysel gamalar: 1 dk +1.4 V'da ABS icerisinde PGE ylzeyiadyonu; 5 ug
mL™* MTP iceren PBS icerisinde adsorbsiyon yolu iled®@rob tutturma; 7 pg mt.
MTT ve WTT iceren 5X SSC icerisinde 30 dk hibridsgan; 20 uM MDB iceren

TBS ile 5 dk MDB etkilgimi; TBS'de 6l¢um.

3.2. MDB konsantrasyonu ve MDB ile etkilgim surelerinin etkisi:

En uygun analitik performansin bulunmasi amaciyldzeye herhangi bir
dsDNA'nin tutunmasi gdanarak, daha sonra bu elektrotlaringidék MDB
konsantrasyonlart (5 — 30 uM) ve etkila sureleri (1 — 15 dk) ile MDB ile
etkilesimleri sglanmstir. 20uM MDB konsantrasyonu ve 5 dk etkita suresinde

sistemin doygunlga ulgtigr géralmistir (Sekil 37) ve bu nedenle c¢aina icin bu
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konsantrasyon ve slre optimum olarak segtimve bundan sonraki ¢camalar bu

kosullar altinda gercekigirilmi stir.

a) g00- b) 700
6.00 1
6.00 T
£l < 400-
= 4001 =

< X 3.00;
2004 200 |
100

0.00 : - : - - : . 000 - - - - :

5 0 15 20 25 30 1 2 & 10 15

MDB Konsantrasyonu (uM) MDB ile etkilesim siiresi (dk)

Sekil 37: MDB konsantrasyonu ve MDB etkifien sirelerine ait kalibrasyorgeleri

3.3. Prob tutturma yontemlerinin etkisi:

Calismada kullanilacak olan ve en 6nemli basamaklardamlan uygun prob
tutturma teknginin saptanabilmesi icin, herhangi biaret icermeyen tek sarmal
sentetik prob (MTP) dizisi, adsorbsiyon ve kovalenturma yéntemleri kullanilarak
PGE ylzeyine iki farkhsekilde tutturulmgtur. Bu basamaktan sonra ise, PGE
ylzeyine tutturulan dizinin tam kahgi olan hedef dizi (MTT) ve tek bazi hedeften
farkll olan dizi (WTT) ile hibridizasyonu gkandi. Daha sonra, bu elektrot
yuzeyleriyle MDB etkilgimi sgslanip bunlara ait MDB sinyalleri incelendi. Agtk
olarak yapilan t¢ dlcimden sonra elde edilen dletimlortalamasi ve ilgili hata

cubuklanSekil 38'de ve Tablo 7'de gosterilgtir.
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Sekil 38: Farkli prob tutturma yontemleri kullanilarak elddilen MDB sinyallerine
ili skin histogramlar; (a) Yuzeyde sadece prob varkienp(ob-hedef hibridizasyonu
sonrasindaki, (c) prob ile tek bazi hedeften fadkh arasindaki hibridizasyondan
sonra elde edilen MDB indirgenme sinyalleri. Deredygamalar: elektrot ylzeyine
prob tutturulmasi (5 pg mt MTP); 7 pg m* MTT ve WTT iceren 5X SSC

icerisinde 30 dk hibridizasyon; 20 uM MDB iceren SHe 5 dk MDB etkilgimi;

TBS’de dlgum.

Tablo 7: Farkli prob tutturma yontemlerinin alinan MDB satigrine etkisi

MDB sinyali (HA)
Prob | Hibrit | MM

adsorbsiyon 387 841 6,32
kovalent tutturma 0,79 143 1,14

Yapilan bu ¢alma sonucunda adsorbsiyon ve kovalent yolla proturing
yontemlerinin her ikisinin de hedef ve tek bazi dfteh farkli olan dizileri iyi bir
sekilde ayirdgl gozlemlenmgti. Ancak adsorbsiyon ile tutturma yonteminin
kullanildigi denemede elde edilen MDB sinyallerinin, kovalgolta ile tutturmanin

kullanildigi denemede elde edilenlere gore ysikia5 kat daha fazla olgw
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gozlemlendi. Bu yuzden camamizda, NHS ve EDC gibi herhangi bir kimyasal
ajanin kullanilmady adsorbsiyon ile prob tutturma yénteminin kullamasina karar

verildi.

3.4. Prob tutturma ve hibridizasyon surelerinin etksi:

Uygun prob tutturma ve hibridizasyon sirelerinirptaaacgl bu calsmada
sentetik DNA dizileri kullanilarak prob (MTP) ileubdizinin tam kagilig1 olan hedef
dizi (MTT) ve tek bazi hedeften farkh olan dizi (W) ile arasindaki
hibridizasyonundan sonraki MDB etlgleni sonucunda elde edilen MDB sinyalleri
incelenmgtir. Prob tutturma sdresinin saptagidcalsmada hibridizasyon siresi 30
dakika olacaksekilde sabit tutulup, prob tutturma siresi 10-6&ilkka arasinda
degistirilirken, hibridizasyon siresinin saptagdcalismada ise prob tutturma suresi
30 dakika olacalsekilde sabit tutulup, hibridizasyon siresi 10—6@ikia arasinda
degistirilmi stir.

Calismada, prob dizinin tam kghg olan diziyle verdii MDB sinyalinin
oldugunca yuksek, tek bazi hedeften farkli dizi ile vgrdsinyalin ise mimkin
oldugu kadar probtan alinan sinyale en yakin sinyal slregaas alinngive buna gére
en uygun prob tutturma ve hibridizasyon sireleri@d dakika oldgu tespit

edilmistir (Sekil 39).
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Sekil 39: Prob tutturma ve hibridizasyon surelerinin etkrer incelenmesine ait
histogramlar; (a) YlUzeyde sadece prob varken, (mb-pedef hibridizasyonu
sonrasindaki, (c) prob ile tek bazi hedeften fadkh arasindaki hibridizasyondan
sonra elde edilen MDB indirgenme sinyalleri. Dergdygamalar: 1 dk +1.4 V'da
ABS icerisinde PGE vyiizey aktivasyonu; 5 ug MMTP iceren PBS icerisinde
adsorbsiyon yolu ile prob tutturma; 7 pg ™MIMTT ve WTT iceren 5X SSC
icerisinde hibridizasyon; 20 uM MDB iceren TBS 8alk MDB etkilgimi; TBS'de

Olgum.
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3.5. Uygun prob konsantrasyonun bulunmasi:

Calismada, prob dizinin (MTP) tam kahg olan hedef dizinin (MTT) ve tek
bazi hedeften farkli olan dizinin (WTT) konsantrashari 7 pg mr* olarak sabit
tutulurken, prob dizinin konsantrasyonu 1 — 10 plig'nkonsantrasyonlar arasinda
arttinlmistir. Bu diziler arasindaki hibridizasyogamasindan sonra MDB etkjieni

sonucunda elde edilen MDB sinyall8ekil 40’da gorilmektedir.

Calismada, prob dizinin tam kghg olan diziyle verdii MDB sinyalinin
oldugunca yuksek, tek bazi hedeften farkli dizi ile vgrdsinyalin ise mamkin
oldugu kadar probtan alinan sinyale en yakin sinyal slregaas alinngive buna gére
en uygun prob konsantrasyonunun 5 pg nuldusu tespit edilmitir. Belli bir
derisimden sonra sinyaldeki azalmanin nedeni ise ylzégygunlga ersmesinden

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 40: Sabit degiimdeki (7 pg mrY) hedef dizi (MTT) ve tek bazi hedeften farkli

olan dizi (WTT) ile artan degimdeki prob dizi (MTP) arasinda gerceldlen
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hibridizasyon gamasindan sonra MDB etkjieni sonucunda elde edilen MDB
sinyalleri; (a) Yuzeyde sadece prob varken, (b) bgredef hibridizasyonu
sonrasindaki, (c) prob ile tek bazi hedeften fadihi arasindaki hibridizasyondan
sonra elde edilen MDB indirgenme sinyalleri. Dergdygamalar: 1 dk +1.4 V'da
ABS icerisinde PGE yiizey aktivasyonu; 1 — 10 ug'nm\TP iceren PBS icerisinde
adsorbsiyon yolu ile prob tutturma; 7 pug ™MIMTT ve WTT iceren 5X SSC
icerisinde hibridizasyon; 20 uM MDB iceren TBS Hedk MDB etkilgimi; TBS'de

olctim.

3.6. Uygun hedef konsantrasyonun bulunmasi:

Calsmada, prob dizinin (MTP) konsantrasyonu 5 pg“mablarak sabit
tutulurken, prob dizinin tam ks gl olan hedef dizinin (MTT) ve tek bazi hedeften
farkll olan dizinin (WTT) konsantrasyonlari 3 — 155 mL" konsantrasyonlar
arasinda arttiningtir. Bu diziler arasindaki hibridizasyogamasindan sonra MDB

etkilesimi sonucunda elde edilen MDB sinyall&ekil 41'de gorilmektedir.

Calismada, prob dizinin tam kghg olan diziyle verdii MDB sinyalinin
oldugunca yuksek, tek bazi hedeften farkli dizi ile vgrdsinyalin ise mimkin
oldugu kadar probtan alinan sinyale en yakin sinyal slregas alinngive buna gére

en uygun hedef konsantrasyonunun 7 pg'midugu tespit edilmitir.
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Sekil 41: Sabit degimdeki (5 pg mrY) prob dizi (MTP) ile artan desimdeki hedef
dizi (MTT) ve tek bazi hedeften farkl olan dizi (W) arasinda gerceldgrilen
hibridizasyon gamasindan sonra MDB etkjileni sonucunda elde edilen MDB
sinyalleri; (a) Yuzeyde sadece prob varken, (b) bgredef hibridizasyonu
sonrasindaki, (c) prob ile tek bazi hedeften fadkhi arasindaki hibridizasyondan
sonra elde edilen MDB indirgenme sinyalleri. Demdygamalar: 1 dk +1.4 V'da
ABS icerisinde PGE vyiizey aktivasyonu; 5 ug MMTP iceren PBS icerisinde
adsorbsiyon yolu ile prob tutturma; 3-15 pg MMTT ve WTT iceren 5X SSC
icerisinde hibridizasyon; 20 uM MDB iceren TBS Hedk MDB etkilgimi; TBS'de

olctim.
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3.7.Yikama stresinin biyosensor secimlgine etkisi:

Calsmada spesifik olmayan pianmalarin azaltilmasi ve biyosensor
secimliligini arttirmak amaciyla hibridizasyondan ve MDB &#imden sonraki
yikama gamalarina ait yikama surelerigbglendirildi. Buna gore der calsmalarin
sonuclarini dgerlendirirken g6z ©6nudnde bulunduggumuz, prob dizinin tam
karsiligl olan diziyle verdii MDB sinyalinin mimkin oldgunca yuksek, tek bazi
hedeften farkh dizi ile verdi sinyalin ise mumkin oldiu kadar probtan alinan
sinyale en vyakin sinyal olmasi beklentisince en umygyikama strelerinin
hibridizasyondan sonraki ylkamasamasi icin 20 saniye, MDB etkgieninden

sonraki yikamagamasi icin ise 10 saniye olglugorilmigttr (Sekil 42 A-B).
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Sekil 42: Yikama surelerinin biyosensor secingifie etkisini gosteren histogramlar;
(a) Yuzeyde sadece prob varken, (b) prob-hedefiditsyonu sonrasindaki, (c)
prob ile tek bazi hedeften farkli dizi arasindaltridizasyondan sonra elde edilen
MDB indirgenme sinyalleri. Deneysejamalar: 1 dk +1.4 V'da ABS icerisinde PGE
yiizey aktivasyonu; 5 pg mLMTP iceren PBS icerisinde adsorbsiyon yolu ilebpro
tutturma; 7 pg mtt MTT ve WTT iceren 5X SSC icerisinde hibridizasy@® uM

MDB igeren TBS ile 5 dk MDB etkigmi; TBS’de olgiim.

3.8. PCR urunleri ile gergeklatirilen hibridizasyon calismasi:

Gelistirilen biyosensor sistemiyle optimizasyon tayinlesentetik diziler
kullanilarak gercekigirildi ve daha sonra sentetik dizilerle galarak elde edilen bu
kosullar gercek PCR drunleri tzerinde denendi. Bu daelgktrot ylzeyine sentetik
olan hastalikli prob dizisi (MTP) tutturulup, buzdiin tam kagiligl olan yani hasta
oldugu bilinen hedef (MTT) ve gkl oldugu bilinen tek bazi hedeften farkli

olan(WTT) gercek PCR 6rneklerinin ¥5de 5 dakika siireyle isitici (thermal-
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cycler) icerisinde denatirasyonlari yapildiktan raonile hibridizasyonlari
sgzlanmstir. Daha sonra, bu elektrot ylzeyleriyle MDB editni saslanip bunlara
ait MDB sinyalleri incelenmitir. Daha 6ncede elde ditniz sonuclara ve MDB’nin
interkalasyon mekanizmasina uygun olarak, MDB’'nsDNA arasina birikmesi
nedeniyle, dsDNA’'da (H) g6zlenen MDB sinyali, sSDNR) ve tek bazigesmemi

DNA'dan (MM) daha fazla gozlemlenmesi beklenamie istenilen sonu¢ elde
edilmistir. Bu sonug, ayrica bize, ggirmis oldugsumuz biyosensorin secimfli

hakkinda da bilgi edinmemizi gamis gercek hasta ornekleriyle de galanin

uygun old@gunu gosterngiir.

b
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Sekil 43: PCR urinleri kullanilarak, elektrot yuzeylerindeMDB sinyallerine ait
diferansiyel darbe voltammogramlari ve histogramléa) Yizeyde sadece prob
varken, (b) prob-hedef hibridizasyonu sonrasindé®i,prob ile tek bazi hedeften
farkl dizi arasindaki hibridizasyondan sonra eédiden MDB indirgenme sinyalleri.
Deneysel gamalar: 1 dk +1.4 V'da ABS icerisinde PGE yilzeyiadyonu; 5 ug

mL™* MTP iceren PBS icerisinde adsorbsiyon yolu ile @0prob tutturma; PCR
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orneklerinin 5X SSC icerisinde 1:40 oraninda séieetk denatlrasyonlarinin
sgglanmasi ve 30 dk hibridizasyon; 20 uM MDB iceren STBe 5 dk MDB

etkilesimi; TBS’de 6lgum.



BOLUM IV

TARTI SMA

SNPler birgcok durumda, hiicre metabolizmasi icimd@inelan olaylarda (DNA
tamiri, hicre dongusu kontrolt, sinyal iletimi vbrpl alan genlerin  kritik
pozisyonlarinda yer alirlar. Bazi durumda geninl&dg proteinin fonksiyonu ya da
enzim aktivitesi bu désiklerden dnemli 6lgtide etkilenebilir. Hiicre metabolasi
icin kritik 6nem tgiyan proteinlerin fonksiyonun bozulmasisitle hastaliklara yol

acmakta veya bazi hastaliklar igin riski artirmadkta

Vitamin D’nin aktif formu olan 1,25-dihydroxyvitamiDs (1,25 [OH} Ds) bir
steroid hormondur ve nikleer hormon reseptort agagda nukleer tarnskripsiyon
regulatori olarak goérev yapar [2]. Vitamin D endoksistemi immun yanitin
olusmasinda, glukoz homeostazinda, kalsiyum ve fosktiabolizmmasinda, kemik
metabolizmasinda ve hicreggdmasi ve farklilgmasinda yardimci rol oynamaktadir
[3, 70]. Bu nedenle, bu endokrin sistemde goridenmutasyon diyabet, kanser,
Alzheimer, osteoartrit, tuberkiloz ve kardiyovaskiler haktat gibi bircok

hastalga neden olabilmektedir [2, 46, 124].

Bu giine kadar, VDR geninin 3’ ucunda belirlenenaApBsm | ve Taq | en

cok calgillan kesim parcagi uzunluk polimorfizmleridir [127].

Tez kapsaminda Apa | polimorfizminin tanimlanmasybaelik literatlrlerde

genelde kullanilmakta olan yontem, RFLP (restritctiofragment length
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polymorphism) yontemidir [2, 127, 153]. Yontem,d®sn fazla arasama icermesi,
bazi restriksiyon enzimleri ile ilgili sorunlarinrtaya cikmasi gibi dezavantajlara
sahiptir. Son zamanlarda, floresan maddelgdeetli problar kullanilarak, polimeraz
zincir reaksiyonunda DNA amplifikasyonunun floresdgimui sayesindeseamanli
olarak izlenebildii polimeraz zincir reaksiyonu yontemleri (“real-egnfluorescence

PCR”) sikca kullaniimaktadir.

LightCycler floresan PCR yontemi ile de nikleik tasiiktarinin kantitatif
analizi gerceklgtirilebildigi gibi bilinen mutasyonlarin (veya polimorfizmlejin
analizi de gercekigirebilmektedir. LightCycler floresan PCR yontemiisdmis
polimeraz zincir reaksiyonunu floresan dlgcim sistélem kombine ederek, DNA
amplifikasyonunun gzamanl izlenmesini ggamaktadir. Ancak, bu pahali, zaman
alici teknikler uzmanlik ve oldukca zaman alan &rneazirlama surecleri

gerektirmektedir [49].

Calismamizda, tek nokta polimorfizminin saptanmasinaeli@olarak yapny
oldugumuz 6n calmalarda guanine dayali yani indikat6érstiz bir aymmmimkin
olmadgl gorilmi ve yontem olarak indikatére dayall hibridizasyolgilama
yonteminin kullaniimasi uygun bulunup, indikatér ak Meldola Mavisi

(MDB)’'nden yararlanilmytir.

Tez calgmamizda VDR’de gorilen Apa | tek nokta polimorfizim tayinine
yonelik gelitirilen biyosensor sistemiyle hibridizasyon taymlge uygun cakma
kosullari ilk olarak sentetik diziler kullanilarak geklestirildi. Bu amacla elektrot
yuzeyine hastalikli prob dizisi tutturulguou dizinin tam kanligi olan hedef dizi ve
tek bazi hedeften farkh olan dizi ile hibridizasyo sglanmstir. Daha sonra, bu
elektrot yuzeyleriyle MDB etkilgmi saslanip bunlara ait -0.130 V + 0.005 arasinda

MDB sinyalleri incelendi. MDB’nin dsDNA arasina lkmesi nedeniyle [111],



94

dsDNA’da g6zlenen MDB sinyalinin, ssSDNA ve tek bagesmemi DNA’dan daha
fazla old@gu gozlemlenmitir. Bu sonug, ayrica bize, ggirmis oldusumuz

biyosensoriun seciméiekilde hedefine Gdandgini ve polimorfizm tayinin mimkin
oldugunu gostermgtir. Ayrica tayinde kullanilan DPV tekgi potansiyometrik
slyirma analizi ve kare dalga voltametrisi gibieti elektrokimyasal tayin teknikleri

ile kailastirildiginda daha ddiik tayin sinirina sahip analizgamistir [108].

En uygun analitik performansin bulunmasi amaciyldzeye herhangi bir
dsDNA'nin tutunmasi g#anarak, daha sonra bu elektrotlaringid&k MDB
konsantrasyonlari (5 — 30 uM) ve etkite sureleri (1 — 15 dk) ile MDB ile
etkilesimleri salanmstir. 20uM MDB konsantrasyonu ve 5 dakika etiile
suresinin uygun oldiu gordlmigtir. 20 uM degimden sonra goérilen MDB
sinyalindeki digmenin yuzeydeki sterik etkiden kaynaklagigh5 dakikadan sonra
gorilen MDB sinyalindeki dimenin de MDB’nin belli bir zamandan sonra

bozulabilecginden diguntlmektedir.

Calsmanin en onemli basa@al olusturan uygun prob tutturma telgmin
seciminde, herhangi bisaret icermeyen tek sarmal sentetik prob dizisipdusyon
ve kovalent tutturma yontemleri kullanilarak PGEzegyine iki farkli sekilde
tutturulmwtur. Bu basamaktan sonra ise, galnin genelinde uygulanan
hibridizasyon ve MDB ile etkigm basamaklari aynen uygulargtm. Yapilan bu
calisma sonucunda adsorbsiyon ve kovalent yolla proturtaa yontemlerinin her
ikisinin de hedef ve tek bazi hedeften farkl olmileri iyi bir sekilde ayirdg
gozlemlenmgtir. Ancak adsorbsiyon ile tutturma yonteminin launlldigl denemede
elde edilen MDB sinyallerinin, kovalent yolla ilatturmanin kullanildii denemede
elde edilenlere gore yaklk 5 kat daha fazla olgu gozlemlenmitir. Bunun da

nedeninin elektrot ylzeyinin herhangi bir ajanlglkalmamasi nedeniyle iletimi
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daha kolay sdadigi distinulmektedir. Bu yizden catnamizda, NHS ve EDC gibi
herhangi bir kimyasal ajanin kullanilmgdi adsorbsiyon ile prob tutturma

yonteminin kullanilmasina karar verilgtir.

Calismada kullanilacak en uygun prob tutturma ve hizadyon surelerinin,
prob ve hedef konsantrasyonlarinin, hibridizasyongta MDB ile etkilgimden
sonraki yikama sirelerinin tayinlerinde dsDNA’dazighen MDB sinyalinin,
ssDNA ve tek bazi seesmemis DNA’dan daha fazla olmasi esas aligimi ve
miamkin olan en iyi ayrimin gendg kosullar en iyi tayin keullari olarak
belirlenmitir. Buna goére en uygun prob tutturma ve hibridyzassiresi 30 dakika,
en uygun prob konsantrasyonu 5 pg e en uygun hedef konsantrasyonu 7 pg
mL™, en uygun yikama surelerinin hibridizasyondan akinyikama samasi icin 20
saniye, MDB etkilgiminden sonraki ylkamasamasi icin ise 10 saniye olglu
gorulmistr. Prob tutturma ve hibridizasyon surelerininnaasiyla dsDNA'da,
ssDNA ve tek bazi seesmemi DNA’da gozlenen MDB sinyallerinin birbirine
yaklastigl gozlenmgtir ve nedeninin de zamanla dizilerin elektrot winde
katlanabilecgi ve istenmeyen kganmalarin olabileggé disuntlmistar. Yikama

veya biriken MDB'nin ylzeyden uzakjabilecei olarak digunulmistar.

Olusturdusumuz biyosensoriin ve bulgumuz uygun kgullarin gercek hasta
ornekleriyle de cajmamiza uygun olup olmaglni belirlemek amaciyla sentetik
dizilerle calgilarak elde edilen uygun kollar gercek PCR Urinleri Uzerinde de
denenmgtir. Daha Oncede elde dmiz sonuclara paralel olarak sonuclar elde

edilmistir.

Literatirde VDR’de gorilen Apal polimorfizminin  détgokimyasal

biyosensorle tayinine yonelik kayida rastlanmgmi Yontemimizin kolay
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uygulanabilir, ucuz ve hizh cevap veren bir sistaimasi nedeniyle klasik
yontemlere gucli bir alternatif yontem olmasi ve konuda cakma yapacak

arastirmacilara olgturacag distnilmektedir.

Tek nokta polimorfizminin tayinine yonelik olarakeKey ve arkadgdarinin
elektrot olarak altin elektrot ve hibridizasyon ikat6ri olarak da metilern mavisini
kullandiklari calyma [61] ile kagilastinldiginda calfmamizda son derece kullanimi
kolay, tekrarlanabilir sonuclar veren, ucuz ve iiedsyona uygun bir elektrot yizeyi
olarak kalem grafit elektrodunun kullaniimasi negiendaha ekonomiktir. Benzer
sekilde Wong ve Gooding tek nokta mutasyonu tayiaitin elektrot ve antrakinon-

2,6-disulfonik asit interkalatéri kullanarak gertggkrmislerdir [149].

Yine tek nokta polimorfizminin tayinine yonelik ok Ozkan ve arkagkari
altin elektrot, metilen mavisini ve peptik nukledsitleri kullanarak, Herman ve
arkadalari ise yine altin elektrot, rutenyum kompleksi peptik ntkleik asitleri
kullanarak tek nokta mutasyonlarini iceren DNA léizni tespit edebilmierdir [68,
101, 121]. Bu tur altin elektrotlarin, peptik niikleasitlerin veya garetli dizilerin
kullanildigi calsmalara kiyasla yontemimizde bu tir herhangi bir irgiie

kullaniimamasi kullangamiz yontemin olduk¢a ekonomik olmasinglsenistir.

Ozsoz ve arkagtarn kanin pihtilama faktérlerinden biri olan Faktér V'e ait
gen dizisinde gorilen tek nokta mutasyonunun tagi altin nanopartikiller
kullanarak ve problari elektrot yiizeyine kovaletdrak tutturmak amaciyla amin
gruplu diziler kullanilmasi ve kovalent glama ajanlarindan yararlaniimasi

sistemlerinin daha pahali bir sistem olmasini garekstir [105].



BOLUM V

SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda VDR'de gorulen Apal polimorfizmintayinine yonelik
olarak tasarlamngi oldugsumuz biyosensor gerek sentetik dizilerle gerekseR PC

ornekleriyle ayirt edici yanitlar verstir.

Ilk kez elektrokimyasal DNA biyosensorii kullanilarabu tek nokta
polimorfizminin tayini yapilmgtir. Tayinde, sentetik ve gercek hasta 6rnek DNA
dizileri kullanilarak cift sarmal, tek sarmal vektbazi glesmeyen DNA dizilerin
MDB ile etkilesimleri sonucu elde edilen MDB indirgenme sinyalirdiferansiyel
darbe yontemi ile Olcilmesine dayanmaktadir. Buuicsistemi kullanilarak
Vitamin D reseptdr geni Uzerindeki Apa | polimorfiz yaklssik 65 dakikada tespit

edilebilmistir.

Elektrot olarak kalem grafit elektrodunun kullanasn ve bu elektrodun kolay
kullanilabilirligi, yenilenebilirligi, ucuzlygu ve tayinin kisa sirede hassas ve secimli

sekilde cevap vermesi catnanin dger yararlari arasinda yer almaktadir.

Gelistirilen bu biyosensdr sisteminin VDR’de veya hengiabir gen Uzerinde

gorulen tek nokta polimorfizmlerinin saptanmasikdanilabilecegi onerilebilir.

Biyosensor teknolojileri, gtli alanlarda pek c¢ok bilim alanindaki bilgi

birikimini gelismeler paralelinde ve gereksinimlergloltusunda kullanarak ¢ok hizli
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bir sekilde ilerlemektedir. Biyosensorlerin klasik tayydntemlerine nazaran go
zaman spesifik ve duyarli sonuglarin pratik ve lsgaede alinmasini amalari,
tekrar kullanilabilir ya da diilk maliyetle tek kullanimliksekilde seri olarak
Uretilebilmeleri ve bu tdrlerin  ¢gm zaman kullanirken 6zel deneyim

gerektirmemeleri onlari gelecek vaat eden biyodikagistemler olarak on planda

tutmaktadir.

Sonuc¢ olarak tez kapsaminda belirtilen amaclar ejdegirilmistir. VDR
polimorfizmlerinin elektrokimyasal biyosensdrlerlayinine yonelik bgka bir
calismaya yapilan kaynak taranmasinda rastlangmadian, bu konuda ilk olan bu

calismanin dger calgmalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Klasik yontemlere gucli bir alternatif yontem olmaedeniyle bu sistemin
gelecekte fabrikasyona ddirilebilmesi icin sanayi destime gereksinim

olacaktir.



BOLUM VI

OZET

ELEKTROK iMYASAL DNA B iYOSENSORLERI iLE
VITAMiIN D RESEPTOR GENINDEK i
POLIMORFiZMLER iN SAPTANMASI

Vitamin D endokrin sistemi immun yanitin elaasinda, kalsiyum ve fosfat
metabolizmasinda, kemik metabolizmasinda ve huatalpasi ve farklilgmasinda
yardimci rol oynamaktadir [3, 70]. Bu nedenle,dndokrin sistemde goérulen bir
mutasyon diyabet, kanser, osteoartrit, tiberkulXardiyovaskuler hastaliklar gibi

bircok hastata neden olabilmektedir [46, 124].

Bu gline kadar, Vitamin D reseptor (VDR) geniniru8unda belirlenen, Apa |,
Bsm | ve Taq | en ¢ok callan kesim parcagl uzunluk polimorfizmleridir [127].
VDR'deki Apa | polimorfizmi Alzheimer gibi norodeferatif hastaliklarl iceren
hastaliklara sebep olurken buna ek olarak pardtyaniti da etkilemektedir [2, 23,

153].

Bu polimorfizmin tanimlanmasina yonelik kullaniintakolan yéntem, RFLP

(restriction fragment length polymorphism) yontem[@, 127, 153].

Calismada, vitamin D reseptdriinde gorilen Apa | tek agkdlimorfizminin

elektrokimyasal olarak tayinine yonelik hibridizasya dayali yenilenebilir bir
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biyosensor gedtirilmi stir. Biyosensor, Apa | polimorfizmine ait 21 bazlgentetik
tek sarmal (prob) dizilerin ve PCR 0rinU dizileninibiyosensér yilzeyine
baglanmasina ve bu oligonukleotidlerin tam «hgI ve tek bazi hedeften farkli olan
dizilerle kalem grafit Gzerindeki hibridizasyonudayanmaktadir. Elektrokimyasal
hibridizasyon indikatorti olarak cift sarmal DNA anaa interkale olan Meldola
Mavisi (MDB) kullaniimstir. dsDNA, ssDNA ve SNP iceren dizinin tayini DPV
teknigi kullanilarak MDB’nin -0.130 V + 0.005’daki voltaetrik indirgenme
sinyalinin deisiminin 6lctlmesiyle gercekigirilmistir. Calsmada MDB sinyalini
etkileyen prob ve hedef konsantrasyonu, hibridinasp&lanma ve yikama zamani
gibi bircok parametreyi inceledik.

Calsmamizda, gedtirmis oldusumuz elektrokimyasal DNA biyosensori
VDR’deki Apa | polimorfizminin saptanmasina yonelkzli ve guvenilir sonuclar
vermistir. Literatirde bu mutasyonun elektrokimyasaldsignsorle tayinine yonelik
kayita rastlanmarsgiir.

Yenilenebilir karbon grafit elektrodu, kolay kullam ve tginabilirliginden
dolayl mikroarray teknolojisi icin 6nemli bir Ozl tasir. Ayrica bu elektrotlar
sonugclarinin tekrarlabilii agisindan da givenilirdirler.

Hibridizasyon indikatorti olarak MDB’nin kullanimiPCR sonrasinda jel
elektroforezi sirasinda kullanilan etidyum bromuibi gtoksik kimyasallarin
kullanimini uzaklgtirir. VDR’deki Apa | polimorfizminin sekanslamayfayinine
kiyasla daha ucuz alternatif bir yontemdir. MDB’refektriksel aktivitesi ve DNA
interkalatorti davragt dsDNA, ssDNA ve SNP iceren dsDNA'nin birbirlerem

ayrimint mumkuan kilnstir.
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ABSTRACT

DETECTION OF POLYMORPHISMS
IN THE VITAMIN D RECEPTOR GENE WITH AN
ELECTROCHEMICAL DNA BIOSENSOR

The vitamin D endocrine system helps to modulate ithmune response,
calcium and phosphate metabolism, bone metabol@nd regulation of cell
proliferation and differentiation [3, 70]. Thus,utations in this endocrine system
give rise to several diseases, including diabetascer, osteoarthritis, tuberculosis,
and cardiovascular disease [46, 124].

So far, three adjacent restriction fragment lemgitymorphisms in the vitamin
D receptor (VDR) gene have been studied the mdshoBsm I, Apa |, and Taq |
[127]. The Apa | polymorphism in the VDR gene isolm to be involved in
neurodegenerative disorders such as Alzheimer'sades and it may affect the
parathyroid response [2, 23, 153].

A convenient method for detecting polymorphismsrastriction fragment
length polymorphism (RFLP) [2, 127, 153].

In this study, a hybridization-based disposabletedehemical DNA biosensor
for the electrochemical detection of an Apa | stngucleotide polymorphism (SNP)
in the vitamin D receptor gene was developed. Tihsemsor is based on the

immobilization of the 21-base single-stranded aligdeotides (probe) and PCR
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amplicons related to the Apa | polymorphism seqasnand hybridization of these
oligonucleotides to their perfectly complementaayget sequences and to target
sequences containing single mismatches on a pegraphite electrode (PGE). An
electroactive Meldola's Blue (MDB), which interda&a between the base pairs in a
hybrid duplex, was used as an electrochemical atdic The discrimination of
dsDNA, ssDNA, DNA containing a single mismatch washieved by measuring
changes in the voltammetric reduction signal of MBB-0.130 V + 0.005 using
DPV. We investigated several factors affecting MBB signal, such as probe
concentration, target concentration, hybridizatibime, accumulation time, and
washing time.

In this study, an electrochemical DNA biosensodescribed that offers fast
and reliable results for the detection of the Apaolymorphism in the vitamin D
receptor. In literatire, this is the first studyndmstrating the electrochemical
detection of the Apa | polymorphism in the VDR gene

The use of disposable carbon graphite electrodssirhportant advantages
for microarray technology due to its ease-of-usd partability. These electrodes
also improve the reproducibility of the results.

The use of MDB as the hybridization indicator ehiates the need for toxic
chemicals such as ethidium bromide, which is ndgmalsed in the gel
electrophoresis step after PCR amplification, ahdsia low-cost alternative to
sequencing for the detection of the Apa | polym@phin the VDR gene. Because
of its electrical activity and its behavior as a ®hhtercalator, MDB gives electrical
signals that differ depending on whether it is biigddo dsDNA, ssDNA, and dsDNA
with a single mismatch. These differences are rokbusugh that the signals can

easily be separated from one another.
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