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BOLUM 1|
GiRIiS

Genetik materyal gorevini Ustlenen nukleik asitlerin yapi ve o6zellikleri,
hicrede meydana gelen genetik olaylarin molekuler duzeydeki gorevini
belirlemektedir. 1860°’li yillarda Gregor Mendel'in kendi yetistirdigi bezelyeler
uzerine yaptigi caligsmalarla genetik biliminin temeli atilmaya baglanmigtir.
1950°’li yillara gelindiginde, Watson ve Crick isimli iki arastirmacinin
deoksiribonulkleik asitin  (DNA) vyapisini  kesfetmesi glunimuzdeki gen
teknolojilerine yon veren bir dénim noktasi olmustur (30). DNA Uzerindeki belirli
genlerin izole edilip, bu genlerin kesilip bigildigi ve yeniden yapilandirildigi
genetik muhendisligi uygulamalari 1970’lerde baglamig, 1980’lerde ise gen
tedavisi gindeme gelmis ve gunumuzun genom arastirmalari igin daha ileri bir
motivasyon olusturmustur. Polinukleotit bir zincir Gzerindeki bazlarin dizilim
sirasina DNA dizilimi denmektedir. Bu dizilim bir organizmanin olugmasi igin
genetik emirlerin verilmesinden sorumludur ve o organizmanin kendine 6zgu
tim karakterlerini (dis goérlnusli, metabolizmasi, karakteri ve davraniglari,
hastaliklarla savasma gucu, yetenekleri, vb.) belirlemektedir.

Gunumuzde DNA analizleri i¢in kullanilan klasik metotlarla yapilan
tayinlerde genellikle genlerin dogrudan baz dizisi analizi veya DNA
hibridizasyonun tespiti yapilmaktadir. Fakat bu yontemlerde kullanilan
maddelerin toksik olmasi, maliyetinin yuksek olmasi, zaman alici olmasi,
kullaniminin zor olmasi gibi nedenlerle (125), kullanilan klasik yéntemlere
alternatif olarak 6zellikle DNA’nin nitel ve nicel analizlerine yonelik gelistirilen
elektrokimyasal DNA biyosensorlerine ait uygulamalarin sayisi, son yillarda

oldukca artmigtir (36,43,44,46,47,69,70,108,132,133,136,138,145).



Elektrokimyasal sensorlerin yapilarina enzim, doku, hucre, nukleik asit,
antikor gibi biyolojik maddelerin ilave edilmesiyle Biyosensérler hazirlanmigtir
(127). Biyo ve sensér kelimelerinden olusan biyosensoér sistemi, secici tanima
mekanizmasina sahip biyoajan, bu biyoajanin incelenen maddeyle etkilesmesi
sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doénustirebilen
cevirici ve elektronik kisim olmak Uzere U¢ ana bilesenden olusmaktadir. Bu
bilesenlerden biri olan ve biyosensdr tasariminda mutlaka olmasi gereken
biyolojik ajan, tayin edilecek maddeye karsi son derece sec¢imli olup tersinir bir
sekilde onunla etkilesime girer ve bu etkilesim sonucunda ¢ok duyarli, ¢ok
segici ¢cogu zamanda c¢ok daha hizli dlgimleri biyosensodrlerle yapabilmek
mumkundur. Elektrokimyasal DNA biyosensorleri klinik, cevresel tani veya adli
olgulara ait DNA hibridizasyonu tanisinda dlgulebilir bir analitiksel sinyalin elde
edilmesine olanak saglar.

DNA’nin nitel ve nicel analizini yapma amacina yonelik tasarlanan (9-11,
16-18,64,104,105,140) biyosensorlerde tanima yuzey katmani olarak DNA
kullaniimasina artan bir ilgi bulunmaktadir (17-20,26,34,88,95,
107,115,125,148). Nikleik asit tanima ydntemlerine dayanan elektrokimyasal
DNA biyosensorleri kullanilarak ilag, toksik madde, kimyasal ajanlar gibi
maddelerle DNA ‘nin etkilesmesi, DNA hibridizasyonunun cesitli elektroaktif
indikator maddeler kullanilarak ve indikatérsuz hibridizasyon tayini sonrasinda
kalitsal olarak tasinan hastaliklarin tanisi hizli, basit ve ucuz yoldan teshis

edilebilmektedir (9-11,16-20,26,50,64,88,95,104,105,107,125,140,148).



Calismanin konusu ve amaclari:

Multidisipliner bir bilim dal olan nanoteknolojinin uygulamalari, 6zellikle
son yillarda bilim ve teknoloji alaninda kaydedilen gelismeler sayesinde hizla
yayginlagsmaktadir. Nanomalzemelere dayali yeni sensorlerin tasarimi ve
uygulamalarinda, nanoteknoloji onemli avantajlar saglamigtir
(34,68,73,110,115,116,128,137,138).

Nanopartikil, nanotlp ve nanokablolar, nanoteknoloji ile Uretilen gelismis
fizikokimyasal 0Ozelliklere sahip nanomalzemelerdir. Bu nanomalzemeler
biyomolekuler algilamaya yodnelik elektrokimyasal sensorlerin daha segici ve
daha duyarli bir sekilde geligtirilebilmesi agisindan buyik énem tasimaktadir
(2,14,21,34,44,47,53,55,57,70,76,84,89,91,94,97,103,120,124,155,156,162).

NUkleik asitlerin  ¢esitli yontemlerle nanomalzemelerin  yuzeyine
tutturularak elektrokimyasal sensor teknolojisinin gelistiriimesi ve bu sensoérlerin
ilac-DNA etkilesimi ve DNA hibridizasyonu analizlerine yonelik uygulamalarinin
sayisi, giderek artmaktadir (1,4,15,27,36,46,54,68,103,123,142-145,150-
152,159,163).

Nanopartikillere dayali elektrokimyasal DNA analizlerine bakildigi zaman,
kadmiyum sulfur nanopartikilleri (144), altin nanopartikilleri (103) ve gumus
nanopartikullerin (70) basariyla kullanildiklari géraimustar.

Karbon nanotlplere dayali sensorler ile DNA analizlerine ydnelik
calismalarda, ylksek duyarliigin elde edildigi saptanmigtir. Cok duvarl karbon
nanotip (MWCNT) modifiye perde baskili elektrot (SPE) ile tek sarmal DNA
(ssDNA) ve maya tRNA’sinin elektrokimyasal tayini, Ye ve arkadaslari
tarafindan gergeklestirilmistir (160). Meme kanseri mutasyonu-1 (BRCA 1) DNA

geninin elektrokimyasal tayini, Wang ve arkadaslari tarafindan (146), MWCNT



modifiye edilmis camsi karbon elektrot (GCE) kullanilarak, 100 fmol gibi disuk
bir tayin siniri ile gergeklestiriimistir.

Yuksek duyarlihgin yaninda duastk maliyete de sahip olan MWCNT
modifiye edilmis tek kullanimlik kalem grafit elektrot (MWCNT-PGE) tasarimi,
literatirde ilk defa Erdem ve arkadaslar tarafindan gercgeklestiriimistir (44).
Elektrokimyasal DNA analizi ile birlikte dizi se¢imli DNA hibridizasyonu herhangi
bir indikator kullanilmadan, guanin sinyalindeki dedisim izlenerek yapilan bu
calismada basariyla tayin edilmistir.

Calismamizin ilk bélimunde kalem grafit elektrotlarin (PGE) tek duvarl ve
karboksil gruplarinca zengin karbon nanottpler (SWCNT) ile modifikasyonu ve
geligtirilen bu elektrotlarin  (SWCNT-PGE) DNA analizlerine yonelik
optimizasyonu gergeklestirildi. SWCNT varliginda ve yoklugunda hazirlanan tek
kullanimhk kalem grafit elektrotlarin mikroskobik karakterizasyonu, taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile incelendi. Daha sonra SWCNT-PGE yuzeylerine
DNA immobilizasyonu sonucunda elektrokimyasal davraniglari, diferansiyel puls
voltametri (DPV) teknigi kullanilarak guanin ylUkseltgenme sinyallerindeki
degisim Olgllerek incelendi. CNT konsantrasyonu, DNA konsantrasyonu ve
yuzey aktivasyon islemininin yanita etkisi arastirildi. Ayrica, antikanser bir ilag
olan Daunorubisin (DNR)nin DNA ile interkalasyon sonucu etkilesimi
(23,49,52,118) o6ncesinde ve sonrasinda, ayni voltametrik skalada hem DNR
hem de guaninin yukseltgenme sinyalleri PGE ve CNT-PGE kullanilarak élguldi
ve tayin siniri, tekrarlanabilirlik gibi deneysel parametreler incelendi.

Calismamizin ikinci bolimunde, gelistirilen karbon nanotip modifiye grafit
elektrotlar (SWCNT-PGE) kullanilarak DNA hibridizasyonunun elektrokimyasal

tayini herhangi bir elektroaktif indikator kullaniimaksizin gergeklestirildi. Elektrot



yuzeyine optimum konsantrasyondaki DNA’nin immobilizasyonu incelemek igin,
amino ile isaretlenmis DNA prob konsantrasyon farkhliginin yanit Gzerindeki
etkisi arastirildi. Calismamizda karbon nanotlplere dayali geligtiriimis
elektrokimyasal sensor teknolojisinin dizi segimli DNA hibridizasyonuna yonelik
bir uygulamasini gostermek amaciyla, Hepatit B viristini (HBV) temsil eden
spesifik kisa DNA dizileri (oligonukleotitler) kullanildi. SWCNT-PGE ylzeyinde
gerceklestirilen HBV DNA hibridizasyonunun tayini, HBV prob ile hedef dizi
arasindaki hibridizasyon sonucunda guanin ylkseltgenme sinyalinin, DPV
teknigi ile olgulmesiyle gercgeklestirildi. Ayrica, tayin sinir, secgimlilik ve
tekrarlanabilirlik gibi deneysel parametreler incelendi.

Tez calismamizda ilagc-DNA etkilesimi ve DNA analizleri icin karbon
nanotlplere dayali elektrokimyasal sensorlerin gelistiriimesi, tek kullanimlik
grafit elektrotlarla, ¢ift sarmal DNA (dsDNA) ve kisa DNA dizileri kullanilarak
gercgeklestirilmigtir.

Calismamizda karbon nanotlplere dayali tek kullanimlik sensorlerin daha
dusuk maliyetle birlikte kolay uygulanabilirliginin yani sira, diger komplike ve
zaman alici sensor ylzey modifikasyon iglemlerini elimine edip, daha duyarli
sonuglarin guvenilir ve secgimli bir sekilde geligtirilen sensoér teknolojisi ile
elektrokimyasal algilanmasi amaglanmaktadir.

Nanoteknolojiye dayali gelistirilen sensor teknolojisinin ilag ve DNA
analizlerine ydnelik kullaniminin yanisira, gelecekte bazi toksik ajanlarla birlikte,
protein gibi biyomolekillerin analizlerinde uygulanabilecek ve DNA hedefli
elektroaktif molekullerin hibridizasyon tayininde indikator olarak kullanilabilirligini

belirleyecek model bir sensor teknolojisi olmasi hedeflenmektedir.



GENEL BILGILER
1. ELEKTROKIMYA

Maddenin elektrik enerjisiyle etkilesmesi sonucu ortaya g¢ikan kimyasal
donugumlerle fiziksel degisiklikleri ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisine
cevrilmesini inceleyen bilim dalina elektrokimya denir (33). Elektrokimyasal
tepkimeler, redoks yani yukseltgenme-indirgenme tlrG tepkimeleridir.
Elektrokimyasal olaylar, elektrokimyasal hucre denilen bir duzenekte
gergeklestirilir. Elektrokimyasal hicre, incelenen maddeyi iceren bir ¢ozelti ya
da erimig tuz, maddenin kimyasal donusume ugradidi elektrotlar ve bu
elektrotlari birbirine baglayan bir dis devreden olusur.

1.1. Elektrokimyasal Tabakalar

Elektrokimyasal Olgumler sirasinda, elektrot donddraldiginde ya da
elektrot Uzerinden bir c¢ozelti aktarildiginda elektrot ylzeyi ile analit sivisi
arasinda elektrodun kendisine bitisik olan ¢ozelti tabakasindaki bir ture elektron
vermesinden yada o tabakadan elektron almasindan dolayl heterojen
tabakalalar meydana gelmektedir. Karistirmanin etkisini anlamak igin kuguk
duzlemsel bir elektrot iceren, karistirlan bir ¢ozeltide sivi akiginin nasil
gelistigini iyi kavramak gerekir. Sekil 1'de karigtirilan bir sistemdeki heterojen

tabakalarin bilesimi gorulmektedir.
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Sekil 1: Elektrot ylzeyindeki tabakalarin sematik olarak gésterilmesi.

1. Turbulent akis: Elektrottan uzak ¢ozelti yigininda goézlenir ve sivi
hareketinin dizenli bir akis modeli yoktur.
2. Laminer akis: Laminer akista sivi tabakalari elektrot ylzeyine paralel bir
yonde birbiri GUzerine kayarlar.
3. Nernst difiizyon tabakasi: Eger akma ya da déonme hizi belli bir degerde
degismez tutulursa, karismayan ve difuzyonla tasimanin gergeklestigi bu
katmanin kalinh@i (3), Nernst'e gore sabit kalir ve Nernst difizyon katmani
kalinhgi adini alir. Elektrot yuzeyinden 6 cm uzakta, laminer akiminin hizi sivi
ile elektrot arasindaki surtinmeden dolay! sifira yaklasir ve bunun sonucunda
da elektrot gevresindeki ince, durgun bir ¢ozelti tabakasi olusur. Genellikle bu

cOzelti tabakasi, 10?— 10 cm kalinliginda olabilir.



1.2. Elektrokimyasal Tabakalarin Elektriksel Olarak incelenmesi

Elektroliz olayinda devreden yalnizca faradayik akim gecmez. Bu akimla
birlikte devreden sidasal (kapasitif) akimda gecer. Bunun nedeni, elektrot
¢cozeltiye daldirildiginda, doymamis yuzey kuvvetleri nedeniyle, elektrot
yuzeyinin ¢ozeltideki iyonlari ve polar ¢cozgen molekulleri adsorplamasidir. Zit
yuklli iyonlarda bunlarin karsisina dizilerek bir tabaka olusturur. Elektrot
yuzeyindeki ve yuzeye bitisik ¢ozeltideki bu yUk topluluguna elektriksel gift
tabaka denir.

1.3. Elektrokimyasal Bir Olayda Kutle Aktarim Yollari

Bir elektrolitteki herhangi bir tanecigin bir yerden bagka bir yere
tasinabilmesi igin, o tanecige bir kuvvetin etki etmesi gerekir. Bu kuvvet
kimyasal, elektriksel ya da mekanik bir kuvvet olabilir (32). Bir elektrokimyasal
hicrenin galismasi sirasinda maddenin elektrot ylzeyine aktarim yollari, Ug¢
sekilde gerceklesmektedir (33). Bu kutle aktarim yollari:

1- Elektriksel gé¢ (MIiGRASYON): Elektriksel alan altinda iyonlar, bu
alandan kaynaklanan kuvvet etkisiyle hareket ederler. Bu hareket, disaridan
elektriksel alan uygulandiginda olustugu gibi, ¢dzeltide herhangi bir nedenle yuk
denkligi bozuldugunda da olugabilir. Elektrotlara digaridan bir gerilim
uygulandiginda, bu kuvvet anyonlari anoda, katyonlari da katoda dogru
surukler. Bu tur tagsinmaya Elektriksel go¢ (migrasyon) denir (32).

2- Karistirma (KONVEKSIYON): Karistirma ve elektrodun dénmesi gibi
mekanik kuvvetlerin neden oldugu kutle aktarim yoludur (32).

3- Difiizyon: Derisim farkindan kaynaklanan kimyasal kuvvetin
olusturdugu kutle aktarim  yoludur (32). Deneysel kosullara bagh olarak

bunlardan bir tanesi veya birkagi kitle aktarimina katkida bulunabilir.



1.4. Voltametri ve esaslari (3,31,33)

Voltametri, bir indikator veya ¢alisma elektrodunun polarize oldugu sartlar
altinda, uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin oélgtlmesinden
faydalanarak analit hakkinda bilgi edinilen bir grup elektroanalitik yontemlere
verilen isimdir. Uygulanan gerilimin Olculen akim degerlerine karsi cizilen
grafigine voltamogram denir. Genel olarak, voltametride kullanilan c¢alisma
elektrotlari, polarizasyonu arttirmak igin, ylzey alanlari ¢ogunlukla bir kag
milimetre kare veya daha kiguk olan mikroelektrotlardir.

Voltametri yonteminde hlcreye alani ¢ok kiglk olan bir mikro ¢alisma
elektrodu ile kargilagtirma elektrodu arasina uygulanan ve degeri zamanla
degistirilen gerilime karsi, hlcrede c¢alisma elektrodu ile karsit elektrot
arasindaki akim olc¢ulir. Herhangi bir maddenin elektrokimyasal davranigini
incelemek igin elektroda uygulanabilecek gerilim araliginin sinirlari, kullanilan
¢alisma elektrodunun ve kullanilan ¢ézicu ve elektrolit tlrlerine baghdir.

Voltametri, 1920’lerin basinda Cekoslavak kimyaci Jaroslav Heyrovsky
tarafindan geligtirilen ve voltametrinin 6zel bir tipi olan polarografi teknigine
dayanarak geligtiriimigtir. Voltametrinin 6nemli bir kolu olan polarografi
yonteminde c¢alisma elektrodu olarak damlayan civa elektrodun (DCE)
kullaniimaktadir. Polarografi bu yonuyle diger voltametrik tekniklerden farklilik
gOstermektedir.

Voltametri analitik olmayan amagclar igin de oldukga yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir. Bunlara 6rnek olarak inorganik, fiziko ve biyokimyacilar
tarafindan cesitli ortamlarda olusan yukseltgenme ve indirgenme islemlerinin

incelenmesi, ylzeydeki adsorpsiyon iglemlerinin arastirilmasi ve kimyasal
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olarak modifiye edilmis elektrot ylzeylerinde gerceklesen elektron aktarim

mekanizmalarinin aydinlatilmasi verilebilir.

1.4.1. Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri: (3,31)

Bir mikroelektrot

iceren elektrokimyasal

hidcreye degistirilebilir  bir

potansiyel uyarma sinyali uygulanir. Bu uyarma sinyali yontemin dayandigi

karakteristik bir akim cevabi olugturur. Voltametride en ¢ok kullanilan dort

uyarma sinyalinin sekli, sekil 2’de verilmistir.

diferansiyel puls, kare dalga ve ug¢gen dalgadir.

Bunlar; dogrusal taramali,

Dogrusal
taramal

POLAROGRAFI
HIDRODINAMIK

Diferansiyel
puls

DIFERANSIYEL PULS
POLAROGRAFisi

VOLTAMETRI
Zaman — Zaman —
Kare Uggen
dalga
E KARE DALGA _ DONUSUMLU
VOLTAMETRISI A VOLTAMETRI
z{.‘ ‘ *\
Zaman — Zaman —

Sekil 2: Voltametride kullanilan potansiyel uyarma sinyalleri

1.4.2. Voltametrik Cihazlar

Voltametrik analizde kullanilacak cihazlar, elektrokimyasal hucre, analit ve

destek elektrolit adi verilen elektrolitin asirisini igeren bir ¢ozeltiye daldiriimis tg

elektrottan yapilmigtir.
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a
b C
iletken baglanti teli elektrik ve potansiyostatia
baglanti ]
——Teflon veya cam L
polivinil kaplama
tabakasi
Karbon Pastas| Ag referans 3mm’'lik karbon yilizey L
elektrot grafit yardimen elektrot — lletken baglanti teli
Grafit kalem ucu

POTANSIYOSTAT

o

¢aligma elektrodu

referans elektrot

|| yardimel elektrot

Sekil 3: Uglii elektrot sisteminin sematize edilmesi; a) Karbon pastasi

elektrodu (CPE), b) Perde baskili karbon (grafit) elektrot (SPCE), c) Kalem grafit
elektrot (PGE).

1. Calisma elektrodu: Referans elektroda bagh olarak ¢alisan ve cevabi
(potansiyeli) analit derisimine bagli olan elektrottur. Bu elektrot, yulzeyinde
analitin yukseltgendigi veya indirgendigi elektrottur.

2. Referans elektrot: Calisilan ¢ozeltinin bilesiminden bagimsiz, yari
hicre potansiyeli deney suresince sabit kalan elektrottur. Referans elektrot
olarak Ag / AgCl veya doygun kalomel elektrot (DKE) kullanilabilir.

3. Yardimci elektrot: Genellikle helezon seklinde bir platin tel veya bir
civa havuzu olan ve elektrigin ¢ozelti igcinden galisma elektrotuna aktariimasini
saglayan karsit elektrottur. Bu elektrot, calisma elektrotu ile bir ¢ift olusturan

fakat olgulen potansiyelin buytklugunan tayininde rol oynamayan bir elektrottur.
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1.4.3. Voltametride Kullanilan Referans (Karsilagtirma) Elektrotlari
(3,31,33,48,112,125)

Referans elektrotlarin potansiyeli elektrokimyasal calismalar sirasinda dis
ortamdan etkilenmez. ideal bir referans elektrot; tersinirdir ve Nernst esitligine
uyar, zamanla degismeyen bir potansiyeli vardir, ufak bir akima maruz kaldiktan
sonra orijinal potansiyeline doner ve sicaklik degisimi ile ufak bir histerisis
gOsterir.

Elektrokimyada ilk olarak Standart Hidrojen Elektrot (SHE) referans
elektrot olarak kullaniimigtir. Ayrica Hidrojen gaz elektrotlar, eskiden beri
elektrokimyasal c¢alismalarda sadece referans elektrotlar olarak degil, ayni
zamanda pH tayinlerinde indikator elektrotlar olarak da yaygin bigimde
kullaniimistir.

Referans elektrotlarin gesitleri :

» Kalomel Referans Elektrot: Kalomel (Hg.Cl,) ile temasta olan civadan

olusan karisim ayrica bilinen derisimde potasyum klortr (KCl) icerir.

Bu elektrodun hazirlanigi kolaydir ve potansiyeli, klortr iyonlarinin
aktifligine baghdir.

icersinde doygun KCI c¢bdzeltisi bulunan Doygun Kalomel Elektrot
(DKE)un Standart Hidrojen elektroduna (SHE) gére 25°C de potansiyeli +0,244
V’dur. Diger kalomel elektrotlarla kiyaslandiginda, sicaklik katsayisi daha
blayuktar, ayrica sicaklik degistiginde potansiyelinin yeni bir degere ulagsmasi
¢ok yavastir. Bunun nedeni ise potasyum Kklorlr ile kalomelin ¢dzunurlik
dengesinin yeniden kurulmasinin zaman almasidir.

» Gumus-Gumus Klorur Referans Elektrot: En yaygin kullanilan referans

elektrotlardan biri olan gimus-gumus klorur referans elektrot, gimus klorur ile
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doyurulmusg potasyum klorur ¢ozeltisine gumus elektrodun daldirilmasiyla elde
edilir.

Doygun KCI ¢ozeltisi kullanildigi zaman standart hidrojen elektroduna goére
potansiyeli, +0,222 V dur.

» Civa-Civa(1)Sulfat Referans Elektrot: Doygun kalomel elektroda

benzemeyen bu elektrodun potansiyeli, sulfat iyonlarinin aktifligi ile tayin edilir.

Bir referans elektrot;

e Kolay hazirlanabilme,

¢ Potansiyelin sicaklikla degisim katsayisi kiiglk olma,

o Belli bir akim araliginda tersinir davranma, yani iginden kiguk akimlar
gectiginde bile gerilimi sabit kalma,

¢ Polarize edilemeyen bir elektrot olma,

e Potansiyeli zamanla degismeme,

e Dogru ve tekrarlanabilen bir potansiyel degeri hizlh bir sekilde okuma
Ozelliklerine sahip olmalidir.

1.4.4. Voltametride Kullanilan Calisma Elektrotlari

Calisma elektrodu platin ya da altin gibi inert bir metal; karbon, pirolitik
grafit ya da camsi karbon; kalay oksit ya da indiyum oksit gibi yari-iletken veya
bir civa filmi ile kaplanmis bir metalden yapilmis olabilir.

Bu tip elektrotlarin her birinin potansiyel calisma araligi farkhidir ve bu
potansiyel araliginin tespiti cok dnemlidir. Bu aralik elektrot tirline, ¢ozucuye,
kullanilan elektrolit tlirine ve pHye bagh olarak degisir. Pozitif potansiyel
sinirlari genellikle molekller oksijen verecek sekilde, suyun yukseltgenmesi
sonunda olusan blyuk akimlarca belirlenir. Negatif potansiyel sinirlari yine

suyun indirgenmesi sonunda olusan hidrojenden kaynaklanir.



14

Kullanilan c¢alisma ortamina gore c¢alisma elektrotlar igin segilen
potansiyel araliklari ; karbon elektrodu icin, 1 M HCIO4 ortaminda, (+0.2 V) ile
(+1.8 V) araligi ile, 0,1 M KCI ortaminda (-1.0 V) ile (+1.2 V) araligidir. Civa
elektrodu icin ise 1 M H,SO4 calisma ortaminda, (-0.8 V) ile (+0.4 V) araligi ve
1 M KCI galisma ortaminda, (-1.6 V) ile (+0.2 V) araligidir.

1.4.4.1. Karbon Elektrotlar

Genis bir potansiyel araliginda g¢alisma yapiimasina imkan saglamasi
ve maliyetlerinin gok az olmasindan dolayi elektrokimyasal analizlerde sikga
kullaniimaktadirlar. Fakat, karbonun ylksek bir yuzey aktivitesine sahip
olmasindan dolayi organik bilegikler tarafindan kolayca kirletilebilmektedir.
Hidrojen, hidroksil ve karboksil gruplari ve hatta kinonlar ile karbon yuzeyinde
baglar olusabilmektedir. Bu fonksiyonel gruplarin varli§i nedeniyle karbon
yuzeyine bir¢cok degisik madde tutturulabilir.

Karbon elektrotlarin gesitleri:

» Karbon Pastasi Elektrodu (CPE):

Grafit tozunda bulunan karbon molekulleri dizlemsel ve aromatik halkalar
halinde dizilmiglerdir. Bu tabakalar zayif = baglari ile birbirine baglanmistir ve
aralarinda hizh bir elektron aligverisi olabilmektedir.

CPE, ylUzey yenilenmesinin kolay olmasi, ucuz olmasi, duguk artik akimlar
olusturmasi nedeniyle yaygin olarak kullaniimaktadir. Baglayici madde olarak,
Nujol (mineral yag), parafin yagi, silikon yagi ve bromonaftalen kullaniimaktadir.
Elektrot aktivitesine pasta bilesiminin buyuk etkisi vardir. Baglayici organik sivi
orani arttikga, elektron transfer hizi azalmaktadir. Yeterli miktarda organik
¢ozgen iceren c¢Ozeltilerde kullanildigi zaman, karbon pastasinin ¢ozeltide

dagiimasi CPE'nin en 6nemli dezavantajidir.



15

» Camsi Karbon Elektrot (GCE) :

Camsi karbon, fenol / formaldehit polimerlerinin veya poliakrilonitrilin
1000°C - 3000°C arasinda basing altinda karbonizasyona ugratiimasi ile elde
edilir.

GCE, ticari olarak elektrot Gretimine uygun olmamasina ragmen, ¢ok iyi
mekanik ve elektriksel 6zelliklere sahip olmasi ve genis bir potansiyel araligi
olmasi, kimyasal tepkimelere girmemesi ve genellikle tekrarlanabilir ylzeyler
saglamasi nedeniyle sikga kullaniimaktadir. Kolayca kirilabilen ve sert bir
madde olmasi dolayisiyla, karbon pastasi elektrotlarina gore elektrokimyasal
yanit 6zellikleri ylizeyin ¢ok daha purlzsiz ve dizgun olmasi nedeniyle daha
iyidir. Bunun yanisira GCE yuzeyinin fiziksel dayanikliligi daha yuksektir.

» Perde baskili karbon(grafit) elektrotlar(SCPE):

Son yillarda tek kullanimlik perde baskili karbon elektrotlar ¢ok yaygin
sekilde kullanim alani bulmustur. Ozellikle biyosensér teknolojisinin gelecedi
olan DNA mikrogip teknolojisine uygulanabilirligi agisindan oldukga basaril
sonuglar veren bu elektrotlar gelecegin elektrotlari olarak gdsteriimektedir
(83,86).

Elektrokimya alaninda ¢ok &nemli olan karbon elektrotlarinin tim
cesitlerinde yuzeylerinin dizgun bir sekilde hazirlanmasi gereklidir.

» Kalem Grafit Elektrot (PGE):

Kalem grafit elektrotlarin tekrarlanabilirliginin daha iyi olmasi, daha dusuk
tayin siniri, ucuz ve tek kullanimlik olmasi sebebiyle kullanimlari gin gegctikge

artmaktadir (72,145).
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1.4.5. Voltamogramlar

Uygulanan gerilime kargi Olculen akim arasinda cizilen egrilere
voltamogram denir. Dogrusal taramal volltamogramlar sigmoidal (S sekilli)
gorunumdedir. Bunlar voltametrik dalga olarak bilinir. Dik artigstan sonra akim
sabit kalir bu sabit akima sinir akimi, is, denir. Clinklu akim, analizlenecek
maddenin kiatle aktarim islemiyle elektrot ylzeyine tasinma hiziyla sinirlidir.
Sinir akimlari analizi yapilacak madde konsantrasyonuyla dogru orantilidir.
Aralarindaki baglanti is = k Ca seklinde yazilabilir. Bu denklemde;

Ca analit konsantrasyonu ve Kk ise bir sabittir. Kantitatif dogrusal taramali
voltametri bu iligkiye dayanir.

Sinir akiminin yarisina esit olan akima karsilik gelen potansiyele yari-
dalga potansiyeli denir ve Eq, ile gosterilir ve derisimden bagimsizdir.

Cozelti veya elektrodun surekli hareket iginde oldugu dogrusal taramali
voltametriye Hidrodinamik Voltametri adi verilir. Damlayan civa elektrodunun
kullanildigi voltametriye Polarografi denir.

1-Kapasitif akim (ic) : Bir elektrodun bir elektrolit ¢dzeltisine daldiriimasi
ve negatif yukle ylklenmesiyle ¢ozeltideki pozitif yukla iyonlar elektroda dogru
cekilir. Boylece ara ylzeyde bir gerilim farki olusur. Ters igaretli yuklerin ara
yuzeyin iki tarafinda birikmesi ile bu boélgede bir elektriksel ¢ift tabaka olusur.
Olusan bu cift tabaka, bir kapasitor gibi davranir. Bu kapasitort yuklemek igin
ortamda yukseltgenecek veya indirgenecek madde olmasa dahi bir akim olusur.
Bu akim reaksiyona bagh degildir; sistemden kaynaklanir ki bu akima kapasitif
akim denir. Ne kadar dusik olursa, o kadar dogru 6lgim yapilir. Kapasitif akim

fon akimin olusmasina neden olan etkenlerden biridir.
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2-Faradayik akim (ig): Cozelti ve elektrot arasindaki ylzeyden akimin
iletimi sirasinda, elektrotlardan birinde yukseltgenme reaksiyonlari olurken
digerinde indirgenme reaksiyonu meydana gelir, bu sirada elektrotlarin
dogrudan aktarimi ile akim iletilir. Bu sekilde olusan akimlara faradayik akim
denir.

i =if+ic. oldugundan icazalirsa duyarhlik artar.

Genellikle 10° M ve Ustiinde; i < i dir ve galisilabilir. 10 M da kismen
iyi sonug alinir. 10° M ve (stiinde ; ic >> i oldugu icin calisilamaz.

1.4.6. Voltametrik Akimlar

Voltametride uygulanan gerilimin belli bir degerinde devreden gegen akim,
analitin diflzyon tabakasinin dis kismindan elektrot ylzeyine tasinma hizi ile
kontrol edilir ve bu hiz 0Ca / 0X ile verilir. Burada X, cm cinsinden elektrottan

olan uzakhgi gostermektedir. Duzlemsel bir elektrot i¢in, akim

i= nFAD A(%J seklinde ifade edilir.
0 X
i = Amper cinsinden akimi,
n= Analitin molu bagina elektronlarin mol sayisini,
F =Faraday sabiti (96487 Coulomb / mol elektron),
A =cm? cinsinden elektrot yiizey alanini,

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

Ca = mol/cm® cinsinden A'nin konsantrasyonunu gdstermektedir.
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1.4.7. Elektrokimyasal Bir Olayda Faradayik islemler

Elektrot ¢ozelti ara yuzeyinden akim iki tip iglemle iletilir. Birincisinde,
elektrotlardan birinde yukseltgenme reaksiyonlari olurken digerinde indirgenme
reaksiyonu olur. Bu tip islemlere faradayik islemler adi verilir. Bu reaksiyonlarda;

O+ne &R

O ve R’nin, sirasiyla, redoks giftinin, yUkseltgenmis ve indirgenmis seklini
ifade ettigi tepkime ile gosterilmektedir. Cozeltideki elektroaktif turin elektrot

yuzeyindeki derisimi [C, ve Cg] ile dlgulen gerilim arasindaki iligki;

w Co
C .

E - E0+ 2,r3]FRT 1
seklinde ifade edilen Nernst denklemine gore belirlenir.

E° = Redoks tepkimesi icin standart potansiyel

R = Gaz sabiti (8,314 JK'mol™)

T = Sicaklik (°K)

n = Reaksiyonda transfer edilen elektron sayisi

F = Faraday sabiti (96487 coulombs)

1.4.8. Polarografi (3,31-33)

Polarize elektrot olarak damlayan civanin kullanildigi voltametrik bir
yontem olan polarografi ilk bulunan ve uygulanan voltametri tipidir. Bu yontemle
olusturulan akim potansiyel egrilerine polarogram denir. Destek elektrolite ait
polarogramin incelenmesi ile, ortamda analizlenecek madde yokken bile
hicrede artik akim adi verilen kiguk bir akimin olustugunu gosterir.

Akimin buyuklugu analizlenecek maddenin elektrot yuzeyine taginma hizi
ile sinirh oldugu zaman sinir akimlari gozlenir. Ancak polarografideki kutle

aktarim yolu yalnizca difuzyondur. Bu nedenle polarografik sinir akimlarina,
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genellikle difiizyon akimlari denir ve iq ile gosterilir. Bu, difizyon akimi ile artik
akimlar arasindaki farktir. Difizyon akimi analizlenecek madde konsantrasyonu
ile dogru orantilidir.

Artik akimlarin olugsma sebeplerinden biri olarak safsizliklarin indirgenmesi
ve bu safsizliklarin igcinde az miktarda ¢c6zinmus oksijen, destek elektrolit olarak
kullanilan tuzdaki safsizliklar ve kullanilan sudan gelen agir metal iyonlari
sayilabilir.

Polarografik yontemlerde dogruluk ve duyarlik, faradayik olmayan artik
akimin buyukligune baghdir ve dogruluk artik akimin etkisini gidermek igin
yapilan bir diizeltme ile tayin edilebilir.

1.4.9. Voltametrik Teknikler

1.4.9.1. Donusiimliu Voltametri

DonusUimll voltametri hizlh taramali voltametriye benzer, fakat burada
potansiyel tarama islemi donguseldir. Potansiyel E1 degerinden E, dederine
belli bir hizla tarandiktan sonra, taramanin yonu tersine gevrilerek ¢ogunlukla
ayni hizla E1 degerine ulagilir. Dondsumlu voltametri ile durgun sistemde ve
ucli elektrot sistemiyle calisilir. Burada hizi difizyon tayin eder. Analitin
yukseltgenmesi ve indirgenmesi voltamogramda gozlenebilmektedir. Baslangig
taramanin yénd, numune bilesimine baglh olarak negatif yada pozitif yonde
olabilir. Genel olarak ¢evrim slresi 1 ms veya daha kisa sureden 100 s veya
daha uzun sure araligindadir. DonusUimll  voltamogramlarin  ayrintili
incelenmesiyle, bir sistemin hangi gerilimlerde ve ka¢ adimda indirgenip
yukseltgendigini, elektrokimyasal agidan tersinir olup olmadigini, elektrot

tepkimesinin bir ¢ozelti tepkimesi ile el ele gidip gitmedigini, indirgenme ya da
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yukseltgenme urunlerinin kararl olup olmadigini, elektrot tepkimesinde rol alan
maddelerin ylzeye tutunup tutunmadiklarini kolayca anlamak mumkunddar.
1.4.9.2. Diferansiyel Puls Voltametrisi ve Polarografisi

Normal puls voltametrisinde pulsun sonunda saptanan akim az da olsa
sigasal bilesen igerir. Bu bilesenin Olgulen akimdaki payini daha da azaltmak ve
secimliligi arttirmak icin pulsun basinda ve sonundaki akimlari élgup, farklarini
alma yoluna gidilmistir. Bu teknikle calisan ydnteme diferansiyel puls
voltametrisi denir (32).

10 mV' luk veya 50 mV' luk bir puls civa damlasina uygulanir. Uygulanan
pulsun belli bir zaman 6ncesi ve sonrasinda, puls basina elde edilen akimdaki
fark (Ai), dogrusal olarak artan potansiyelin fonksiyonu olarak kaydedilir.
Gozlenen diferansiyel egri pik seklinde olup, yuksekligi konsantrasyonla dogru
orantihdir.

Tersinir bir reaksiyonda pik potansiyeli yari reaksiyonun standart
potansiyeline yaklagik esgittir.

Dogru akim ve normal puls polarografilerinde yan yana analizler igin,
genelde vyari dalga potansiyelleri arasindaki farkin 120-240 mV olmasi
gerekirken, diferansiyel puls polarografisinde bu farkin, alternatif akim
polarografisinde oldugu gibi, 30-60 mV olmasi yeterlidir. Bu teknik normal puls
tekniginden daha duyarli olup, duyarlihgi 107-10° M duzeyindedir ve secimliligi
de yuksektir. Diferansiyel puls polarografisinin yuksek duyarliigi iki sekilde
aciklanabilir. Birincisi, faradayik akimin artmasi, ikincisi de faradayik olmayan

yukleme akiminin azalmasidir.
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1.4.10. Puls Polarografisinin Uygulamalari:

Puls yontemleri gunumuzde kullanim kolayligi, yuksek duyarliligi ve
seciciliginden dolayl, ¢cogu klasik yontemin yerini almistir. Puls yontemleri
kantitatif uygulamalarda, genellikle pik yuksekliklerinin analizlenecek madde
konsantrasyonuna kargi grafige gecirildigi kalibrasyon egrileri cizilmesi
calismalarinda kullanilir.

Biyosensorler elektrokimyanin  uygulama alanlarindan biri  olarak
gunumuzde yerini almigtir.

2. BIiYOSENSOR

Biyosensodrler bir biyolojik ornek igindeki kimyasal bir ajanin miktari
ve/veya aktivitesine segici ve tersinir olarak cevap veren analitik cihazlardir. Bir
biyosensor sistemi, segici tanima mekanizmasina sahip biyoajan, bu biyoajanin
incelenen maddeyle etkilesmesi sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri
elektronik sinyallere dénusturebilen gevirici ve elektronik kisim olmak Uzere Ug¢

ana bilesenden olusmaktadir (25,127). (Sema 1).



22

Tayin edilecek Biyoajan Cevirici Elektronik Sinyal
madde b&liim

Sema 1: Biyosensor yapisinin sematize edilmesi

2.1. Biyosensor Cesitleri

BiYOSENSORLER
;g;?.:::;er Cevirici Sistem

— Enzimler Elektrokimyasal
— Potensiyometrik

— Niikleik Asitler — Kondiiktometrik
— Amperometrik

— Hiicreler—Mikroorganizmalar | — Transistorler

Dokular Kitle Degisimi .

— Piezoelektrik SINYAL

— Organeller Optik
— Florimetri

— Reseptdr molekiilleri — Fotometri
— Luminesans

— Tutucu ajanlar Isi Degisimi
— Termistorler

2.2. ideal Bir Biyosensoriin Sahip Olmasi Gereken Ozellikler (56)

ideal bir biyosensor asagidaki dzelliklere sahip olmalidir.
Secicilik: Secicilik, ideal bir biyosensoérde bulunmasi gereken en o&nemli
Ozelliklerden biridir. Biyosensor yeterli dlglide segici degilse bu eksikligi ortadan
kaldirmak i¢in baska uzun igslemlerin ilave edilmesi gerekmektedir.
Tekrarlanabilirlik: Ayni deneysel kosullarda, ard arda yapilan Olgimlerde,

elektrodun birbirine ¢ok yakin degerleri okumasi istenir. Bu durum teorik olarak
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mumkun gibi gozukse de, pratikte pek mumkidn olmamaktadir. Bu nedenle
yapilan deneysel c¢alismalarda tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka
incelenmelidir.  Tekrarlanabilirik ne kadar iyi olursa, biyosensorin
uygulamalarinin o denli iyi oldugundan so6z edilebilir.

Kararlihk: ideal bir biyosensérde elektrot kararliliginin yiiksek olasi istenir.
Kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikhligi, 1s1, nem, pH, ortamdaki
oksijen konsantrasyonu gibi parametreler elektrot karalihgini etkilemektedir.
Kullanim omru: Biyolojik c¢eviricinin aktivitesindeki azalma biyosensoérin
kullanim omrinu azaltmaktadir. Bu durum ayrica, biyosensorun kalibrasyon
sikhgi, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi diger parametreleri de etkilemektedir.
Kalibrasyon gereksinmesi: Teorikte ideal bir biyosensoérin kalibrasyona hig
gerek duymamasi ya da en az kalibrasyona ihtiyagc duymasi beklenir. Ama bu
pratikte saglanamamistir. Biyosensorler kullanildiklari strece sik araliklarla
kalibrasyonlari yapiimahdir.

Yiiksek duyarlilik: Biyosensdre immobilize edilmis biyolojik materyalin yalniz
belirli maddelere kargi duyarli olmasi, ideal biyosensorlerin dzelliklerindendir.
Genis olg¢im araligi: Biyosensodrlerden alinan akim-konsantrasyon egrilerinin
lineer oldugu konsantrasyon araligi, 6lgim arahgi olarak adlandiriimaktadir.
Yeterli diizeyde tayin siniri: Tasarlanan bir biyosensoérin tayin sinirinin belirli
bir konsantrasyon degerinin altinda olmasi gerekmektedir. Tayin sinirini,
elektrot ylUzeyinin bUyukligu, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye
afinitesi, immobilize edilen madde miktar etki eder.

Hizlh cevap zamani: Akim-zaman grafigine bakarak biyosensoér elektrodunun

cevap zamani anlagiimaktadir. Eger, elde edilen egride basamaklarin sekli
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basik ve genisse cevap zamani uzun (yavas), tersi s6z konusu ise cevap
zamani kisa (hizli)'dir.

Hizli geriye dénme zamani: Ornegin amperometrik ¢alismalarda, ilk érnekten
ne kadar sire sonra ikinci ornegin dlgiilebilecegini belirler. ik drnegin
ilavesinden sonra sabit akim degerleri kisa slUrede gozlenebiliyorsa, ikinci
ornekte ayni sure sonra ilave edilebilecektir.

Basitlik ve ucuzluk: ideal biyosensorlerin kullanimi rahat, tasarimlari basit ve
ucuzdur.

Kugultiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Biyosensor yapisina giren biyolojik
materyalin  fiziksel dayanikhli§i, sterilizasyonu kisitlayan en onemli
parametrelerden birisidir. Ama biyosensdr tasariminda elektrotlarinin
boyutlarinin kigultilmesi ve sterilize edilebilmesi 6nem arz etmektedir.

2.3. Biyosensor tasariminda kullanilan molekiiller ve yapilari:

2.3.1. Niikleik Asitler ve DNA : (13,28-30,114)

Organizmanin genetik bilgisini igeren ve kalitimda rol oynayan organik bir
molekul olan DNA’nin yapisini Watson ve Crick adh arastiricilar 1953 yilinda
hazirladiklari modeller Uzerine agiklamaya calismislardir. Buna gére DNA
molekull, sarmal seklinde kivrilmis, iki kollu bir ip merdivenine benzemektedir.
Merdivenin kenarlari, seker (deoksiriboz) ve fosfat molekullerinden meydana
gelmigtir. Seker ve fosfat gruplari birbirlerine ester baglariyla baglanmistir.
DNA’nin butin nikleotitlerinde seker ve fosfor gruplari aynidir. Nukleotitlerin
farkhligi tasidiklari bazlardan kaynaklanir. NUkleotitler tagidiklar azotlu bazlara
gére adlandirihrlar. Bu bazlar iki gruptur. Purin bazlari (adenin ve guanin);
pirimidin bazlari (sitozin ve timin)dir ve bu bazlar birbirlerine hidrojen baglariyla

baglidir. Adenin timin ile, sitozin ise guanin ile bag yapar. Adenin ile timin
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arasinda cift hidrojen bagi, sitozin ile guanin arasinda ise U¢ hidrojen bagi
bulunmaktadir. Purin ve pirimidin bazlari, yandaki sekerlere (Riboz), glikozidik
baglarla baglanmistir. Cift sarmal seklindeki molekulin bir zinciri 5 — 3’
yonune dogru, digeri ise 3' —* &' yonune dogru oldugu igin ters yonde
paraleldir. Heliks i¢inde, iki zincirin arasindaki u¢ boyutlu sistemdeki iligki, buyuk
oluk (major) ve kuguk oluk (mindr) olusturmak seklindedir. Cift zincirli sarmalda
bazlar sarmalin i¢ kisminda, fosfat ve seker omurgasi ise dis kisimda yer aldigi
icin sarmalin i¢ kismi hidrofobik, dis kismi ise hidrofilik 6zelliktedir.

Baz, seker ve fosfat kombinasyonu, ¢ekirdek asitlerinin temel birimleri olan
nakleotidleri meydana getirmistir. DNA'nin kendini kopyalamasi ve gen aktarimi,
nukleotidler arasindaki hidrojen baglarinin ayrilmasi ile gergeklesmektedir.
NUkleotidler birbirlerine fosfat baglariyla baglanarak polinikleotid adi verilen
yapilari olustururlar. Molekl igerisindeki nikleotid baglarini pargalayan nikleaz
enzimlerine endonlikleaz, iki ugtan parcalayalanlara ise ekzoniikleaz adi
verilmektedir.

DNA’nin iki gorevi vardir. Bunlardan birincisi hicre bdlinmesinin
hazirliklar sirasinda kendini kopyalamasidir. Kromozomlarin ikiye bélinmesi
sirasinda DNA molekulld kendisinin bir kopyasini yapar, buna duplikasyon denir.
DNA’nin kendini eglemesi esnasinda, iki sarmal ipligi bir arada tutan hidrojen
baglar1 bir fermuar gibi acilir ve acikta kalan purin ve pirimidin nikleotitlerin
uclari, hicrede 6nceden sentezlenmis nukleotitlerle tamamlanir. Bdylece
birbirinin ayni olan iki DNA meydana gelmis olur. ikinci gorevi ise, kendinde
toplanmis olan bilgiyi RNA’ya (Ribonukleik asit) aktarmasidir. Bu isleme
transkripsiyon denir. Bu islem sonucunda RNA'da toplanan bilgi ribozomlarda

protein, enzim gibi maddelerin sentezinde kullanilir.
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DNA sitildiginda, sarmal yapisi bozularak ikiye ayriir bu olaya
denatiirasyon denir. Uygun sartlar saglandigi takdirde ¢ift zincirli DNA tekrar

olugabilir, bu igleme de renatiirasyon denir.

Sekil 4: DNA ¢ift sarmal yapisi
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2.3.1.1. DNA ile ilgili Bazi Terimlerin Tanimlamalari

2.3.1.1.1. DNA Baz Dizilerinin Yazilimi ile ilgili Temel Bilgiler: (28)

Oligoniikleotit: Birden fazla nukleotidin yan yana gelmesiyle olusur.

Diniikleotitler; iki niikleotidin yan yana gelmesiyle olusur

Trinlikleotitler; t¢ nikleotidin yan yana gelmesiyle olusur.

Tekrarlayan oligoniikleotidler: Polimer igindeki tekrarlayan
oligonukleotidler, tekrarlayan tek bir bazi, tekrarlayan iki bazi ve ya (¢ bazi ifade
eder. Tekrarlayan mononukleotide poly (A), dintkleotide poly (AT), trinikleotide
poly (GAT) érnek verilebilir.

Cift sarmal tekrarlayan polimerler: Nokta ile ayrilarak ifade edilen baz
ciftlerinden olusan ve 5° — 3’ polaritesine sahip polimerlerdir.

Ornegin, mononukleotit gosterilisine, poly(A).poly(T) (veya
poly(Da).poly(Dt) seklinde gdsterilebilir), dinlkleotid’e poly(AT).poly(AT),
trinUkleotid’e poly (GAT). Poly (ATC) 6rnek verilebilir.

Baz cifti: Birbirinin karsiligi olan iki bazi ifade eder ve gdsterilirken nokta
ile ayrilir. Ornegin, A.T veya G.C baz ciftleri gibi.

Prob: Baz dizisi belli olan oligonukleotit.

Hedef dizi (Target): Prob dizisinin tam karsiligi olan oligonukleotit.

Yanhs eslesen dizi (Mismatch-MM): Bir bazi veya birden fazla bazi
hedef dizisiden farkli olan oligonUkleotit.

Rastgele dizi (Non complementary-NC): Hedef dizisiden tamamen farkli

baz dizilimine sahip oligonukleotit.
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2.3.1.1.2. interkalasyon

DNA baz ciftleri arasina, duzlemsel bir halka sistemine sahip olan bazi
maddelerin yerleserek guclu bir sekilde baglanmasi olayina interkalasyon denir
(8,49). interkalasyon, DNA' da zincir kiriimasina yol acarak ve DNA senteziyle
DNA' ya bagimli RNA sentezini bozmaktadir. interkalasyona neden olan
molekuller, Topoizomeraz (lI) enzimini inhibe ederler. Bu etkilesim olayi,
maddenin yapisina bagli olarak, doénlusimli ya da donisumslz sekilde

gerceklesmektedir (149).

Sekil 5: Daunorubisin molekulinin ¢ift sarmal DNA baz ciftleri arasina

yerlesmesi (interkalasyon).
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2.3.1.1.3. Niikleik Asit (DNA) Hibridizasyonu:
Baz ciftlerinin hibridizasyon gartlarina bagli olarak kararli ¢ift sarmalli tek

bir yapi haline gelmesine Niikleik asit hibridizasyonu denir (7).

MM

ift sarmal DNA
¢ _| Denatiirasyon

- k;‘
\ /

Hlbrldlzasyc-n ]

Renatlrasyon

Sekil 6: Nukleik asit hibridizasyonu.

2.4. DNA BIiYOSENSORLERI (GENOSENSORLER)

Analitik Kimya alaninda, biyosensor tasariminda kullanilan DNA tanima
yuzeyleri, yeni ve ilgi ¢ekici bir konudur (37,38,77,78,89,106,113,122,126,135).
Bu tdr tanima yuzeyleri, bilinen elektrokimyasal biyosensorlere yeni boyutlar
kazandirmakta olup, gelecekte hasta basinda veya doktor gdzetimindeki
analizlerde 6nemli bir rol oynayacaktir (135).

DNA biyosensorleri (genosensorler) tanima yuzeyi olarak DNA’nin
kullanildigi  biyosensorlerdir  (95,96,105,111,131,134,139). Bu ylzey ile

etkilesime giren analizlenecek maddelerin (karsinojen maddeler, ilaglar, vb.)
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tayininde (13,41,42) ya da dizisi belli hibridizasyon olaylarinin izlenmesinde
(75,100,140,154,165) DNA tanima yuzeyleri kullanilabilmektedir.

2.4.1. ilag - DNA Etkilegiminin Elektrokimyasal DNA Biyosensérleri
ile algilanmasi:

Gunumuzde ilag-DNA etkilesiminin  tayini, basarih  bir  sekilde
elektrokimyasal DNA biyosensoérleri  kullanilarak gergeklestirilebilmektedir
(Tablo-1). ilag-DNA etkilesmesi sonucunda DNA’nin bir bazinda ya da ilacin
sinyalinde meydana gelen dedisiklikler izlenerek ilag-DNA etkilesim turt
hakkinda bilgi edinilebilmektedir (79,92,98). Bu etkilesim turleri; elektrostatik
baglanma, ¢apraz baglanma ve interkalasyonla etkilesmedir.

ilag-DNA etkilesmesinin elektrokimyasal biyosensorlerle algilanmasinda ;

1. DNA’nin bazlari olan guanin veya adenin sinyalindeki degisim
uzerinden,
2. DNA ile etkilegen ilacin kendi sinyalinde meydana gelen artma veya

azalma ile hassas bir tayin yapilabilmektedir.

Kullanilan yontem kolay ve dustk maliyetli olup, hizli ve segimli bir sekilde,
DNA ile etkilesme turl incelenen ve ilag olarak hedeflenen maddenin az
miktarlarinda g¢alismayr mudmkin kilmaktadir (12,24,41,42,64,69,87,93,99,

102,117,147,153).
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Tablo-1: Son yillarda elektrokimyasal DNA biyosensoérleri kullanilarak bazi
DNA hedefli maddelerin ve antikanser ilaclarin DNA ile etkilesmelerinin

elektrokimyasal tayini.

; Elektro ; Kullanilan
llag klrpyasal llag sinyali DNA sinyali elektrot Kaynak
yontem
Epirubisin CV, DPV ilag sinyalinde azalma - CPE 42
Bitkisel jlag CV, DPV IIgcm !ndirgenme ) GCE
Emodin sinyaline azalma 153
Guanin ylkseltgenme
Taksol DP\E/I’SCV’ - sinyalinde azalma AuE 93
Guanin ve adenin
DPV - ylkseltgenme PGE 69
Sinyalinde azalma
Mitomisin G SWv, ilag sinyalinde azalma Gugnm yukseltgenme CSPE,CPE 102
DPV sinyalinde azalma
cv ' Asﬂlg akhye edilmis Gugnln yukseltgenme HMDE 87
ilacin sinyalinde azalma sinyalinde azalma
Siprofloksasin |  DPV i Guanin ylkseltgenme GCE 99
sinyalinde azalma
CPSA | llag sinyalinde azalma Guanin yikseligenme CPE 147
Daunorubisin sinyalinde azalma
cv ilag sinyalinde azalma - R-GCE 24
: Guanin ve adenin
cis-DDP and "
cis-BAEDP DPV - .yuk.seltgenme PGE 41
_ sinyalinde azalma
Ekinomisin cv llacin indirgenme - HMDE 64
sinyalinde azalma
Guanin ve adenin
25\/\(/ - yukseltgenme GCE 12
Mitoksantron sinyalinde azalma
DPV, CV | llag sinyalinde azalma - CPE 35
cv : Dénusumll voltametri
DPV : Diferansiyel puls voltametrisi
EIS : Elektrokimyasal empedans spektroskopisi

SWv : Kare dalga voltametrisi

CPSA : Kronopotansiyometrik siyirma analizi
CPE : Karbon pastasi elektrot

GCE : Camsi karbon elektrot

AuE : Altin elektrot

PGE : Kalem grafit elektrot

CSPE : Perde baskili karbon elektrot

HMDE : Asili civa damla elektrodu

R-GCE : Do6nen camsi karbon elektrot
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2.4.2. DNA hibridizasyonunun elektrokimyasal biyosensérler ile
algilanmasi:

insan, virlis ve bakteri DNA’'sinin baz dizilimlerinin aydinlatimasiyla pek
cok katilimsal hastaliga sebep olan mutasyonlar artik saptanabilmektedir.
Diziye 6zgu DNA biyosensorleri, bir ¢evirim sistemi ile beraber DNA probundan
olusmustur. Tek sarmal kisa oligoniUkleotit iceren ve aranan hedefin baz
dizisinin karsiligi olan problar ¢ozelti igerisinde kendisine sec¢imli badlanacak
kismi secerler ve hibritlesirler (60). Bu baglanmanin tasarimi yapilan
biyosensorlerle kisa slurede ve ylksek duyarlilikta algilanmasi mumkin
olmaktadir.

Gunumuzde dizi secgimli DNA hibridizasyonunun basarili bir sekilde
elektrokimyasal sensodrler kullanilarak gerceklestirilebildigi  goriimektedir
(Tablo-2). DNA hibridizasyon tayini igin tasarimi yapilacak biyosensoérlerin
hedefteki tek bazdaki farkhli§i yakalamaya imkan verecek sekilde secgimlilige ve
disuk tayin sinirna sahip olmasi gerekmektedir. DNA biyosensorleri
kullanilarak gercgeklestirilen elektrokimyasal &lgumlerde hibritin  olustugu
elektrot, bir elektroaktif indikator ile etkilegtirilir ve indikatdrtin hibrite baglanma
dizeyi belirlenir. Hibridizasyon olusumundan sonra bu hibritle etkilesen
indikatorin neden oldugu artan veya azalan elektrokimyasal yanit, hibridizasyon
tayinine yoénelik bir sinyal olarak kabul edilir (74,83,141,158). Ayrica cesitli
analizlerde DNA’nin elektroaktif bazlarindan hareketle indikatorsiz tayinler de

yapilabilmektedir (46,82).
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Tablo-2: : Son yillada dizi segimli DNA hibridizasyonunun tayininde kullanilan

bazi elektrokimyasal sensorler

Tayin :
edilen DNA indikator Elektrokimyasal K“I"f(“"a" Sinyal Kaynaklar
dizisi yontem elektrot
. 3+
Kobalt fenantgglln, DPV CPE [Co(phen_)s ] 39
[Co(phen); sinyali
Metilen mavisi (MB) DPV CPE MB sinyali 40
Metilen mavisi (MB) DPV C-CPE MB sinyali 85
i DPV PGE Guanin ve 36
adenin sinyali
HBV
Ferrosenyum
hekzafluorofosfat cv AUE (FoPFo) 161
(FCPFs) y
) DPV PGE Guanin sinyali 67
di(2,2’-bipiridin) +
Osmium (Il cv AuE [OS(Sbiﬁy;?I?'Z] 65
[Os(bpy)oCla]” Y
Faktor V
Leiden - DPV PGE Guanin sinyali 103
mutasyonu
- DPV GEC Guanin sinyali 45
Salmonella
Spp. GEC ve L .
- DPV M-GEG Guanin sinyali 46
H-CPE L . 142
- PSA PGE Guanin sinyali 145
BRCA1 Enzimatik
yéntemde DPV, SWV SPE a-naftol sinyali 150
kullanilan substrat,
a-naftil fosfat
cv : D6nisUmll voltametri
DPV : Diferansiyel puls voltametrisi
PSA : Potansiyometrik siyirma analizi
SWV : Kare dalga voltametrisi
CPE : Karbon pastasi elektrot
C-CPE : Kitosan modifiye karbon pastasi elektrot
H-CPE : Isitilmis karbon pastasi elektrot

PGE : Kalem grafit elektrot
AuE : Altin elektrot

GEC
m-GEC : Magneto grafit epoksi kompozit
SPE : Perde baskil elektrot

: Grafit epoksi kompozit
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3. NANOTEKNOLOJI

Nanometre dl¢eginde fiziksel, kimyasal ve biyolojik olaylarin anlasiimasi,
kontroll ile nanometre boyutlarda fonksiyonel malzemelerin, araclarin ve
sistemlerin gelistiriimesi ve Uretiimesine dayali teknoloji “nanoteknoloji” olarak
adlandiriimigtir.

Richard Feynman'in 1959°da Amerikan Fizik Cemiyetinde yaptigi
konugmasi nanoteknolojinin baslangici olarak kabul edilmektedir. Feynman
“Asagida Daha Cok Yer Var"- “There’s Plenty of Room at the Bottom”
bagslikli bu konugmasinda nanoteknolojiye dayali olaylara deginmigtir.

Nanopartikiller ginimuizin en son teknolojisini olusturmaktadir. Ancak
nanopartikiller su anda var olan teknolojilere gore daha iyi 6lgim performansi,
kullanim kolayhidi ve daha ucuz fiyat olanaklari sagladigi zaman biyodlgumler
icin gegerli olacaktir. Ayrica, nanopartikuller daha genis Uretim hacmi ve dagitim
kapasitesine ulasilabildiginde ve genis kitleler tarafindan ticari olarak eldesi
mumkin oldugunda biyodlgimler igin rutin olarak kullanilabilir hale gelecektir
(115).

Nanoteknoloji milimetrenin milyonda biri kadar kidgUk yapilarina kadar
inerek maddelere yeni sentez 6zellikleri kazandiran bir teknolojidir. Yakin bir
zaman icinde dunyadaki sanayi alanlarina ve insan hayatinin neredeyse her
yonune yon verecegi duslnulen nanoteknoloji, bu Olgcekte dlgme, tahmin etme,
izleme ve yapim faaliyetlerinde bulunmayr ve bu Olgcegin bazi temel
Ozelliklerinden yararlanma kabiliyetini de ifade eder. Nano, teknik bir &lgu
birimidir. Herhangi birimin milyarda biri anlamina gelmektedir. Nanoteknoloji
molekuler kimya, uygulamali fizik, kimya muhendisligi, biyoteknoloji

muahendisligi, mekanik muahendisligi, madde bilimi, elektrik muhendisligi,
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endustri muhendisligi gibi birgok alani birlestiren uygulamali bilim ve teknoloji

dalidir.
Nanoteknolojinin uygulama amaclari:
» Nano Olc¢ekli malzemelerin Uretimi ve analizi,
» Nano boyuttaki yapilarin fiziksel 6zelliklerinin arastiriimasi ve anlasiimasi,

= Nano duyarlilikta aletlerin gelistiriimesi,

» Makroskopik dinya ile nanoskopik dinya arasindaki bagin kurulabilmesi igin

uygun tekniklerin bulunmasi ve gelistiriimesi.

Nanoteknolojinin Kullanim Alanlari

» Saglk alaninda: Mikro-nano cerrahide( 6zellikle gdéz ve beyin cerrahisi),

Hucre, doku ve molekuler (DNA gibi) hasar belirlenmesi ve onariminda,

diagnostik kitlerde,

»  Endustriyel alanda:  Mikromakineler, mikropompalar, mikrosensorlerin

gelistiriimesinde, optoelektronik elemanlarin  imali ve bir araya

getiriimesinde, nano boyutlu kaplamalarda, monolayer katalizérlerle

tepkimelerin kontrolinde, nano boyutlu elemanlar arasi baglantilarda, cip

ve CD uretiminde,

» Bilimsel arastirma  alaninda: Yuzey karekterizasyonu
modifikasyonunda, mikroorganizmalarin tasinmasinda,
modifikasyonunda,

> llag endistrisinde: kontrollii ilac denetiminde,

»  Araba, ugak, ve uzay araglari ile gok az enerji tiketimi ile daha uzun ve

guvenli yolculuklarin yapilabilmesinde,
»  Kozmetik sanayisinde, bronzlasmayi 6nleyici kremlerin imalinde,

»  Koruyucu kaplamalarda,
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» Gidalarin paketlenmesinde: Gidalarin daha taze ve daha uzun slre
dayanikli kalmasinin saglanmasinda,
»  Hucre onarim robotlarinin yapiminda,

»  Gunes enerijisini depolamada,

»  Polietilen Uretiminde zincir yapisi degisimi ile gelikten saglam tasiyici halat
uretiminde,

»  Gulnes pillerinde,

»  Kirlenmeyen ve i1slanmayan giysilerin imalinde,

»  Nanolitografi,

» Atk maddelerin geri ddnusumunde nanoteknoloji uygulama alani

bulunmaktadir.

3.1. Karbon nanotiipler

Nanoteknolojiye dayali gelistirilen en 6énemli malzemelerden biri, karbon
nanotlplerdir. 1991 yilinda Lijima tarafindan bulunan karbon nanotlpler (CNT)
(80), ilk olarak hekzagonal sistemde bazal dizlemlerde C-C bagdlarinin
olusturulmasi (grafen yapisi) ve daha sonra bu baglarin yuvarlatilip silindirik
sekil elde edilmesiyle olusurlar. CNT silindirlerden olusan fulleren tipi yapilardir.
Fulleren 60 C atomundan olusan kuresel yapilardir ve CNT igin bir ara Grindur.
ilk olarak fulleren olusturulur. Daha sonra fulleren buharlastirilir ve CNT elde
edilir. Fullerenler, graphenelere ayrisir ve buradan farkli 6zellikte CNT’ler Uretilir
(128).

Cesitli karbon nanotup Uretim teknikleri kullaniimaktadir. Ark buharlastirma
teknigi, kesikli lazer buharlagtirma teknigi ve kimyasal buhar biriktirme teknigi bu

teknikler icinde en 6nemli olanlaridir.
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CNT’ler Ustun elektronik ve mekanik Ozelliklere sahip nano yapilardir.
Geometrik yapilarina bagl olarak yari-iletken ve iletken 6zellik géstermekte olup
oldukca esnek ve gelikten daha saglamdirlar.

CNT ler fiziksel yapilarina gore iki sekilde siniflandirilirlar; (A) Tek duvarli

CNT’ler (SWCNT) ve (B) Cok duvarli CNT’ler (MWCNT).

Sekil 7: Karbon nanotupler (CNT); (A) tek duvarli ve (B) ¢cok duvarli.

3.1.1 Karbon Nanotiiplerlere Dayali Elektrokimyasal Sensorler:

Son 10 yilda, nanopartikiller, karbon nanotipler ve diger
nanomalzemelere dayali sensorlere artan bir ilgi  bulunmaktadir
(1,6,21,44,47,54,55,66,68,76,81,91,110,116,123,124,156,157,159).

ilag, protein, DNA gibi spesifik molekillerin analizlerine ydénelik
tasarimlanan karbon nanotlp modifiye sensorlere bakildigi zaman, daha duyarli
analizlerin yapilabildigi géralmastur (51,58,59,63,121,146,160).

Fluorokinolon grubu antibiyotik olan norfloksasin’in dogrusal tarama
voltametri teknidi ile 50 nM tayin sinirindaki analizi, Nafyon filmle kaplanmis ve
MWCNT modifiye edilmis GCE kullanilarak gergeklestiriimistir (63). MWCNT
modifiye perde baskili elektrot (SPE) ile tek sarmal DNA (ssDNA) ve maya
tRNA’'sinin  elektrokimyasal tayini, Ye ve arkadaslari tarafindan

gerceklestiriimistir (160). Wang ve arkadaslari tarafindan (146), BRCA1 DNA
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geninin elektrokimyasal tayini, MWCNT modifiye edilmis camsi karbon elektrot
(GCE) kullanilarak, 100 fmol gibi dustk bir tayin siniri ile gergeklestirilmistir.
Yuksek duyarlligin yaninda disik maliyete de sahip olan MWCNT modifiye
edilmis tek kullanimhik kalem grafit elektrot (MWCNT-PGE) tasarimi, literatirde
ilk defa Erdem ve arkadaslari tarafindan gerceklestiriimistir (44).
Elektrokimyasal DNA analizi ile birlikte dizi se¢imli DNA hibridizasyonu herhangi
bir indikator kullanilmadan, guanin sinyalindeki dedisim izlenerek yapilan bu
calismada basariyla tayin edilmistir.

4. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope-SEM),
Manfred von Ardenne onculugunde 1930'lu yillarda geligtiriimigtir. Taramall
Elektron Mikroskobunda goruntl, ylksek voltaj ile hizlandiriimig elektronlarin
numune Uuzerine odaklanmasi, bu elektron demetinin numune yuzeyinde
taratiimasi sirasinda elektron ve numune atomlari arasinda olusan cesitli
girisimler sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi
ve sinyal guglendiricilerinden gecirildikten sonra bir katot isinlari tiplnin
ekranina aktariimasiyla elde edilir. Modern sistemlerde bu algilayicilardan gelen
sinyaller dijital sinyallere gevrilip bilgisayar monitérine verilmektedir. En sik
kullanildigi bigimiyle, ylzeyden vyayilan ikincil elektronlarla yapilan 6lgim,
Ozellikle ylzeyin engebeli (topografik) yapisiyla iliskili bir gorintl olusturur
(62).

Taramal Elektron Mikroskobu, optik kolon, numune hicresi ve

goéruntileme sistemi olmak Gzere U¢ temel kisimdan olusmaktadir (Sekil 8).
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Sekil 8: Taramali elektron mikroskobunun (SEM) sematik goértntsa.

5. DNA ¢ip teknolojisi:

Cipler elektronik endustrisinde yillardir kullanilan kiguk cihazlardir. Biyogip
teknolojisi de bundan vyola c¢ikarak geligtirilen bir teknolojidir. Mikrogip
(mikroarray) teknolojisi ile kiiglk destek materyalleri; cam mikroskop slaytlari,
silikon c¢ipler ya da naylon membranlar Uzerinde DNA, cDNA, ya da
oligonukleotit, protein vb. analizinin yapilabilmektedir.

Mikrofabrikasyon, mm veya pm gibi oldukga kiguk boyutlarda fiziksel
nesneler olusturmak icin uygulanan bir yontemdir. Mikro ve nanoteknolojinin
gelismesiyle biyomedikal arenaya uygulanmasi, yeni teshis ve tedavi edici
sistemlerin gelistiriimesinde oldukga buyuk potansiyele sahiptir. Bu teknolojinin

gelismesiyle hastalik ve risk sartlarinin erken tanimlanmasi, daha az zarar ve
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daha kisa surede iyilesme zamaninin saglanmasi ve daha dusik fiyatla daha
kabul edilebilir saglik-bakim saglanmasi mumkun olacaktir.

Bu sistemler klasik imalat teknikleri kullanilarak Uretilen cihazlarla
karsilastirildiginda 6nemli avantajlara sahiptirler (101,129,130,164). Bunlar;

1) Daha kuguk boyutsal yapida olmalari (mikroboyut) buna bagh olarak
yuzey alani / hacim oraninin artmasi,

2) Ayni ve bitisik sUbstrat Uzerinde duyarlihdi, sinyal sartlarini ve
aktivasyon fonksiyonlarini birlestirme yetenegine sahip olmalari yani elektronik
veya elektriksel bilesenlerin sistem Uzerinde birlegtirilebilmesi,

3) Ydulzlercesinin bir cihaz kadar kolay yapilabilmesi ve bu seri
fabrikasyondan dolayi daha ucuz olmalari,

4) Super fonksiyonlar saglamalari (duyarlik, cézumleme gibi),

5) Geometrik olarak kontrol edilebilmeleri,

6) Klguk miktarlarda 6rnek hacmine sahip olmalari,

7) YUksek kalitede Uretilmeleri olarak sayilabilir.

Tip ve biyoloji alanlari ile nanoteknolojinin entegrasyonu molekuler tani ve
tedavi alanlarindaki beklentileri de beraberinde getirmistir. Nanoteknoloji ile ¢ok
az bir 6érnekle DNA analizleri yapmak mumkun olacaktir. Ayrica bu teknolojinin
ilerlemesiyle birlikte hastaliklara daha erkenden ve daha hizli tani koymak
amaclanmaktadir.

Uc tip mikrocip bulunmaktadir. Bunlar; 1. Spotlu mikrogipler, 2. Genotip
mikrogipleri, 3. Oligonukleotid mikrogipleridir. Oligonukleotid mikrogiplerinde
problar sekansi bilinen ya da tahmin edilen mRNA’lara uygun olacak sekilde
tasarimlanir. Bu tasarimlarin bazilarini, Affymetrix, GE Healthcare gibi firmalar

araciligiyla temin etmek mumkidndidr (61). Cipteki her bir geni temsil etmek
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uzere genellikle 25-70 nukleotid uzunlugunda oligonukleotidler kullanilir. Daha
kUguk boyutlarda prob baglama etkinligi daha dusuk olmaktadir. Bununla
birlikte, kiicuk oligontkleotidlerin 6zgulligu daha fazladir. 70 nikleotitten daha
uzun olanlarda ise sinyalde ¢ok kli¢lk bir artis igin olmaktadir. Oligonukleotidler
her seferinde yeniden sentezlendigi cDNA’larda oldugu gibi baska sekanslardan
kontaminasyon s6z konusu degildir.

Biyogip teknolojisinin ilk ticari Grini GeneChip ® ticari adli Affymetrix
firmasinin (Santa Clara, ABD) Lipshutz ve arkadaslarinin ¢alismasi Uzerine

kurulan bir DNA ¢ipidir (61).

AFFYMETRIX,

BRI

AFFYMETRIX,

A
II[[ MU [

& B52002000558541 112406401 511225338

GeneChip
v Mouse Genome

- 43020 =
(_/ ) 130 2.0 Array

Sekil 9: Affimetrix firmasina ait mikrogip gérinima
DNA c¢ipleri ile genomik arastirmalar kapsamindaki ¢alismalarin hemen
hemen hepsini yapmak mumkuandar. DNA’da genleri ve bunlarin dizilimleri
bulunabilir. Ozellikle kriminolojik ¢alismalarda ¢ok hizli olarak DNA testi ile suglu
belirlemesi yapilabilir. Hastallk durumunda ortaya cikabilecek mutasyonlari

izleyip, hastalik tanisini koyup, gen ekspresyon profilinin zamanla nasil
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degistigine bakip hastaligin gelismesi/gerilemesi izlenebilir. Yeni ila¢g adaylarinin
olasi toksik etkilerini ¢ok hizli bir sekilde izleyip eliminasyonlari ¢ok kolaylikla
yapilabilir. DNA hedefli potansiyel ilaglarin etkilesim mekanizmalari ¢ip Gzerinde

izlenebilir.
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BOLUM II

GEREG VE YONTEM

2.1. Kullanilan Cihazlar

Deneyler ve dlgumler sirasinda kullanilan tim cihaz ve donanimlar:
Terazi (Mettler Toledo AB204-S)

Ses titresimli temizleyici (Bandelin Sonorex)

pH-metre (Orion 420A)

Manyetik karistirici (Biosan MS 3000)

Vorteks (Biosan V1)

Potansiyostat (AUTOLAB 302, GPES 4,9 yazilimli, Eco Chemie)
Ag/AgCl referans elektrot (BAS)

Platin tel (Yardimci elektrot olarak kullanildr)

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Daunorubisin (DNR) (Sigma)

Karboksil gruplariyla zenginlestirilmig tek duvarli karbon nanotupler
(SWCNT) (Sigma-Aldrich)

Asetik asit ( %99-100) (Merck)

Hidroklorik asit (%37) (Merck)

Sodyum Hidroksit (Merck)

Dipotasyummonohidrojenfosfat (Riedel-de Haen)
Potasyumdihidrojenfosfat (Riedel-de Haen)
Tris(hidroksimetil)aminometan hidroklorur (Sigma)

Sodyum klorur (Sigma)

EDTA disodyum tuzu (Sigma)

N-Hidroksisuksinimit (NHS) (Sigma)
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Etilkarbodiimit (1-etil-3-dietil aminopropil karbodiimid hidroklortir) (EDC)

(Sigma)

Balik sperminden elde edilen DNA [fish sperm DNA; fsDNA]

Tum calismalarda ultra saf su kullanildi. Deneysel calismalar oda
sicakhginda (25,0 £ 0,5 ) °C’ de gerceklestirildi.

2.2.1. Daunorubisin (DNR) Hakkinda Genel Bilgi:

Acik kimyasal formul:

NH;

Kapali Kimyasal formul: Co7H29NO+g

Kimyasal adlandirma: (8S,10S)-8-asetil-10-[(2S,4S,5S,6S)-4-amino-5-

hidroksi-6-metil-oksan-2-ilJoksi-6,8,11-trihidroksi-1-metoksi-9,10-dihidro-7H-
tetrasen-5,12-dion

Molekual agirhigi: 527.52 g/mol

Diger isimleri: Daunomisin

Farmakolojik Ozellikleri: Daunorubisin Streptomyces peucetius’tan elde

edilen glikozid yapida antrasiklin grubu antineoplastik bir ilactir. Etki

mekanizmasi, DNA bazinin ciftleri arasina yerleserek yani interkale olarak
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DNA’ya gugli bir sekilde baglanma seklindedir (5,23,49,52,118,119,147).
interkalasyon DNA sentezini ve DNA’ya bagh RNA sentezini bozarak DNA'da
zincir kirilmasina yol acar (49).

2.2.2. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanigi

2.2.2.1. Oligonukleotit Cozeltilerinin Hazirlanigi:

Calismalarimizda kullanilan oligonukleotit dizileri TIB Molbiol (Almanya)
firmasindan liyofilize toz halinde temin edildi.

2.2.2.1.1.SWCNT-PGE Sistemine Dayali Deneylerde Kullanilan
Oligoniikleotit Dizileri:

Amino ile isaretlenmis prob:

5’- NH2—~(CHaz)s -gAg 99T gTC TgA Agg Agg ggg- 3’

HBYV prob: (Hepatit B virlistuinii (HBV) temsil eden kisa DNA dizisi)

5 —NH;—(CHz)s -AAT ACC ACA TCA TCC ATATA-3’

Hedef:

5 —TAT ATg gAT gAT gTggTA TT-3’

Tek bazi farkh hedef dizi (MM):

5 —TAT c¢Tg gAT gAT gTggTATT-3

Rastgele dizi (NC):

5 —AAT ACC TgT ATT CCT CgC CTg TC- 3’

Tum oligonulkleotit stok ¢ozeltileri Tris-EDTA tampon ¢ozeltisi pH 8,0 ile
1000 pg/mL konsantrasyonunda hazirlandi ve sifir derecenin altinda saklandi.

Bu calismada kullanilan Hepatit B virisunit (HBV) temsil eden prob dizisi
daha Once yapilan c¢alismalarda (36,44,47) belirtildigi gibi HBV'yi temsil eden
gen haritasindan segildi ve prob dizisinde guanin bazinin olmamasi indikatorsiz

hibridizasyon tayini agisindan c¢alismaya 6nemli bir avantaj kazandirdi. Prob
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dizisinin elektrot ylzeyine daha duzgun bir gekilde baglanmasi ve
hibridizasyonun sterik agidan daha verimli bir sekilde gerceklesmesi amaciyla,
calismamizda amino hekzil ile igsaretlenmis kisa DNA prob dizileri kullanildi.

2.2.2.2. Tampon Gozeltilerin Hazirlanisi:

Tam tampon c¢ozeltilerin hazirlanisinda ultra saf su kullandi. Tampon
cozeltiler hazirlandiktan sonra plastik siselerde, buzdolabinda saklandi.

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

Olgiimler sirasinda kullanilan 0,05 M fosfat tampon ¢ozeltisi litresinde 1,36
g (0,01 mol) KH,PO4, 6,96 g (0,04 mol) K;HPO4 ve 1,168 g NaCl (0,02 mol)
icermektedir. Hazirlanan tampon ¢oézeltisinin pH degeri yaklasik 7,4 olmaktadir.
Cozeltinin pH’s1 gerekliyse, 0,1 N NaOH ve / veya 0,1 N HClI ilavesiyle pHmetre
ile 7,4’e ayarlandi. Daha sonra stok olarak hazirlanan 0.05 M fosfat tampon
¢Ozeltisinin seyreltiimesiyle 5 mM fosfat tampon ¢ozeltisi hazirlandi.

0,50 M asetat tampon ¢ozeltisinin hazirlanisi (pH 4,8; ABS):

Kullanilan 0,50 M asetat tampon ¢odzeltisi litresinde 0,2722 g sodyum
asetat trihidrat, 0,1154 mL asetik asit ve 1,168 g NaCl (0,02 mol) i¢germektedir.
Cozeltinin pH'sinin 4,8 degerine ayarlanmasi, 0,1 N NaOH ve/veya 0,1 N HCI

ilavesiyle, pHmetre ile dlgulerek gergeklestirildi.

0,02 M Tris HCI tampon ¢o6zeltisinin hazirlanisi (pH 7,0; TBS):

Kullanilan 0,02 M Tris HCI tampon ¢ozeltisi litresinde 3,152 g Trizma HCI
ve 1,168 g NaCl (0,02 mol) igermektedir. Cozeltinin pH'sinin 7,0 degerine
ayarlanmasi, 0,1 N NaOH ve / veya 0,1 N HCI ilavesiyle, pHmetre ile dlgulerek

gerceklestirildi.
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0,01 M Tris-HCI, 1 mM EDTA tampon ¢ozeltisinin hazirlanisi (pH 8,0;
Tris-EDTA):

Kullanilan 0,01 M Tris-HCI, 1 mM EDTA tampon ¢ozeltisi litresinde 1,576 g
Trizma HCI ve 0,372 g EDTA icermektedir. Cozeltinin pH'sinin 8,0 degerine
ayarlanmasi, 0,1 N NaOH ve/veya 0,1 N HCI ilavesiyle, pHmetre ile olcllerek
gerceklestirildi.

2.3. Kullanilan Yontem:

Kullanilan elektrotlarin aktivasyonu ve elektrot yiuzeyine DNA ve/veya
oligonukleotitlerin tutturulmasi, DNA materyalinin madde ile elektrot ylzeyinde
incelenen madde ile etkilesmesine ve hibridizasyon islemlerine iligkin
basamaklarda, mevcut literatlrlerde (37,41,42,44,69) rapor edilen yol izlenildi.

2.3.1. Kullanilan Elektrotun Hazirlanisi:

Tek kullanimhik grafit elektrot (PGE):

Calismada kullanilan kalem grafit elektrot, Tombo kalem uglarinin 3.0 cm
boyutunda kesilmesiyle hazirlandi (145). Elektrokimyasal hicre igerisinde 1.0

cm kalacak sekilde kalem igerisine yerlegtirildi.
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2.4. Tek duvarh karbon nanotiiplere (SWCNT) dayali elektrokimyasal
sensorlerin tasarimi ve uygulamalari:

Karboksil gruplariyla zenginlestiriimis tek duvarli karbon nanottpler
(SWCNT; ¢api 4-5 nm; boyu 500-1500 nm olan tek duvarli karbon nanotupler)
calismamizda kullanildi.

Deneyler en az Ug kere tekrarlandi ve ortalama degerler hata ¢ubuklari ile
histogramlarda gdsterildi. TUm deneyler oda sicakliginda yapildi.

2.4.1. SWCNT ile modifiye edilmis tek kullanimlik grafit elektrotlarin
hazirlanmasi:

Elektrot hazirlanmasi:

Ucuz ve kolay elde edilebilir olmasi, ve ayrica DNA c¢ip teknolojisine daha
yatkin olmasi sebebiyle ¢alismalarimizda, tek kullanimlik kalem grafit elektrot
(PGE) kullanildi. Grafit uc olarak Tombo® kalem ucu kullanild.

Yuzey aktivasyon igleminin sensorin yanitina olan etkisini incelemek
amaciyla, PGE’nin elektrokimyasal ylzey aktivasyonu, 30 s slreyle +1.40 V
uygulanarak ABS icinde yapildi.

Elektrot yizeyine CNT modifikasyonu:

Farkli konsantrasyonlardaki CNT ¢odzeltisi, belirli miktar CNT’nin dimetil
formamid (DMF) ¢dzeltisi ile 1 saat sUreyle karistirimasi ile hazirlandi. Daha
sonra PGE’ler, hazirlanan CNT ¢ozeltisi icersinde 1 saat sureyle bekletildi.

2.4.2. PGE ve SWCNT-PGE yizeylerinin elektron mikroskobu (SEM)
ile karakterizasyonu:

PGE ve SWCNT-PGE vyuzeylerinin mikroskobik karakterizasyonu alan
emisyonu taramali elektron mikroskobu (hizlandirma potansiyel araligi 10 — 30

KV) (FE-SEM; Quanta 400 FEI, Japan) ile Orta Dogu Teknik Universitesi
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(ODTU) Merkezi Arastirma Laboratuvarinda uzman personel tarafindan
gerceklestirildi.

2.4.3. SWCNT yuzeyine DNA immobilizasyonu:

immobilizasyon islemi:

CNT modifiye edilmis PGE’ler, 100 ug/mL fsDNA c¢dzeltisini igeren
viyallere daldirildi ve pasif adsorbsiyon yontemine goére (37,44,72), bu viyaller
icinde 60 dakika sureyle bekletildi. Daha sonra PGE’ler, 10 saniye boyunca
ABS ile yikandi.

Voltametrik Olgiim:

Uclii elektrot sistemi elektrokimyasal hiicre igine daldirildi ve daha sonra
voltametrik 6lgim gergeklestirildi. Guaninin yukseltgenme sinyalleri, DPV teknigi
ile 30 mV/s tarama hiziyla, 50 mV’luk puls genliginde tarama yapilarak, ABS
icersinde Olculdi.

SWCNT modifiye grafit sensérin tasariminda optimum deneysel
kosullarin saglanmasi amaciyla; grafit elektrodun aktivasyonu, CNT
konsantrasyonu, DNA konsantrasyonu gibi deneysel parametrelerdeki farklihgin
sensorin yanitina olan etkisi incelendi.

2.4.3.1. CNT modifikasyonu oncesinde kullanilan grafit elektrotlarin
yuzey aktivasyon igsleminin yanita olan etkisinin incelenmesi:

Yuzeyi aktive edilmis ve yuzeyi aktive ediimemis PGE ylUzeylerine CNT
modifiye edildi. immobilizasyon islemi ve voltametrik lgimi yéntem 2.4.3.’de
anlatildigr gibi gerceklestirildi. Yuzey aktivasyon islemi, ydontem 2.4.1.°de

anlatildigi gibi yapildi.
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2.4.3.2. CNT konsantrasyonunun yanita olan etkisinin incelenmesi:

Bu calismada 1000 pg/mL’den 10000 pg/mL’ye kadar degisen CNT
konsanstrasyonlarda hazirlanan CNT-PGE’ler kullanildi. immobilizasyon islemi
ve voltametrik 6lgimu yontem 2.4.3.’de anlatildigi gibi gergeklestirildi.

2.4.3.3. DNA konsantrasyonunun yanita olan etkisinin incelenmesi:

CNT modifiye edilmis PGE’ler yontem 2.4.3.’de anlatildigi gibi immobilize
edildi ve voltametrik 6lgimu gergeklestirildi. DNA konsantrasyonu 10 ug/mL’den
250 upg/mL’ye arttinldi ve bu konsantrasyon degisiminin yanita olan etkisi
incelendi.

Yukarida anlatilan ayni deneysel semalar, ayrica ortamda DNA yokken
CNT varhginda veya CNT yokken DNA varliginda hazirlanan kontrol
ornekleriyle tekrarlandi.

2.4.4. DNA immobilize edilmis CNT modifiye grafit elektrotlarla ilag-
DNA etkilesmesinin elektrokimyasal olarak voltametrik degisimi lizerinden
algilanmasi:

2.4.4.1. DNA immobilize edilmis PGE / SWCNT-PGE’lerle DNR-DNA
etkilesmesinin DNR ve guanin yiikseltgenme sinyallerine olan etkisinin
incelenmesi:

Oncelikle, DNR-DNA etkilesiminin PGE yilizeyinde elektrokimyasal
algilanmasina yonelik calismalarda yapildi. Optimum deneysel kosullarin
saglanmasi amaciyla; DNA konsantrasyonu, DNR konsantrasyonu ve etkilesim
suresi deneysel parametrelerdeki farklihdin sensérin yanitina olan etkisi
incelendi.

Yoéntem 2.4.3.’de anlatildigi gibi immobilize edilen CNT modifiye edilmis

grafit elektrotlar, 5 yM antikanser ilag olan Daunorubisin (DNR) iceren viyallere
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daldinidi. DNA sensorleri, 30 dakika sureyle DNR ¢ozelti igersinde bekletildi.
Daha sonra PGE’ler, 10 saniye boyunca PBS ile yikandi. Voltametrik 6lgim,
uclt elektrot sistemi kullanilarak, yukarida belirtildigi gibi gerceklestirildi. DNR
ve guaninin yukseltgenme sinyalleri ayni voltametrik skala igersinde olguldu.
Ayni deneysel sema, ortamda DNA yokken veya CNT yokken tekrarlandi. Bu
calismalar, DNR-DNA etkilesmesinin optimize oldugu kosullarda gerceklestirildi.

2.4.5. DNA immobilize edilmis CNT modifiye grafit elektrotlarda HBV
DNA hibridizasyonunun elektrokimyasal olarak voltametrik yontemle
algilanmasina yonelik ¢alisma:

Bu calismada 2.2.2.1.1°de belirtilen oligonukleotit dizileri kullanildi.
Calisma ortami olarak ABS kullanildi.

CNT-PGE yiizeyine HBY DNA prob immobilizasyonu:

SWCNT-PGFE’ler, 1 saat sureyle 100 pg/mL amino isaretli HBV prob igeren
viyallere daldirildi ve daha sonra elektrotlar, ABS ile 5 saniye slreyle yikandi.

Prob immobilize edilmis CNT-PGE yiizeyinde DNA hibridizasyonu:

Prob immobilizasyon islemini takiben elektrotlar, 200 ug/mL hedefi veya
rastgele diziyi (NC) igeren c¢ozelti igersine daldirildi ve 1 saat sureyle
hibridizasyon iglemi icin bekletildi. Hibridizasyon basamagindan sonra,
elektrotlar 5 saniye sureyle TBS ¢ozeltisi ile yikanarak, ABS ¢odzeltisi igersine
daldirildi ve voltametrik 6lgim gergeklestirildi.

Voltametrik olgiim:

Uclii elektrot sistemi elektrokimyasal hiicre igine daldirildi ve daha sonra
voltametrik Olgim gercgeklestirildi.  Guanin’in ylkseltgenme sinyalleri, DPV
teknigi ile 30 mV/s tarama hiziyla, 50 mV’luk puls genliginde tarama yapilarak,

ABS igersinde olculdu.
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Yuzeyine SWCNT modifiye edilmis hibridizasyon sensoériiniin tasariminda
optimum deneysel kosullarin saglanmasi amaciyla; prob DNA konsantrasyonu,
hibridizasyon zamani, hedef DNA konsantrasyonu gibi deneysel
parametrelerdeki farkliligin sensérin yanitina olan etkisi incelendi.

2.4.51. SWCNT-PGE yiizeyine amino ile isaretlenmis kisa DNA
dizisinin tutturulmasi ve DNA’nin elektrokimyasal tayini:

Karboksil gruplariyla zenginlestiriimis SWCNT-PGE ylzeyine amino
isaretli kisa DNA dizisinin dogrudan ya da kovalent baglayici ajan kullanilarak
baglanmasini belirlemek amaciyla, SWCNT-PGE elektrotlar taze hazirlanmis
kovalent baglanma ¢ozeltisi (8 mM NHS ve 5mM EDC olacak sekilde litresinde
0,921 g NHS ve 0,959 g EDC igeren ve PBS ile hazirlanan ¢dzelti; EDC-NHS)
icersinde 1 saat sureyle bekletildi. Daha sonra elektrot PBS c¢ozeltisi ile 10
saniye boyunca yikandi ve voltametrik dlgim gercgeklestirildi.

2.4.5.2. SWCNT-PGE ylizeyine tutturulan amino ile isaretlenmis DNA
prob konsantrasyon degisiminin guanin yiikseltgenme sinyaline olan
etkisinin incelenmesi:

Yoéntem 2.4.1°de belirtildigi gibi hazirlanan SWCNT-PGE’ler, amino ile
isaretlenmis ve 13 guanin iceren DNA prob c¢ozeltisi igersine daldirildi. Daha
sonra elektrotlar, ABS ile 5 saniye boyunca yikandi ve elektrokimyasal 6lgim
gerceklestirildi. Ortamdaki DNA prob miktari, 10 pg/mL’den 150 ug/mL’ye

arttirildi ve bu konsantrasyon degisiminin yanita olan etkisi incelendi.
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2.4.5.3. Hibridizasyon zamaninin guanin yiikseltgenme sinyaline olan
etkisinin incelenmesi:

CNT-PGE yuzeyinde HBV prob ile hedefi arasinda gerceklesen
hibridizasyon basamaginda, 15 dakika ile 1 saat arasinda degisen farkl
hibridizasyon sureleri uygulandi ve guanin sinyalleri élgtldu (gésteriimedi).

2454. CNT-PGE yuzeyinde HBV DNA hibridizasyonunun
elektrokimyasal tayinine yonelik ¢caligmalar:

Yontem 2.4.5’deki gibi ayni kosullarda gerceklestirildi ve secimlilik
incelendi. Yuzeyine HBV DNA prob immobilize edilmis SWCNT-PGE’nin, hedef,
rastgele dizi (NC) ve karigsim ¢ozeltisine (hedef ve tek bazi hedeften farkli olan
dizi (MM)yi (1:1) oraninda igeren ¢ozeltiye) daldirildi ve hibridizasyon
basamagini takiben guanin sinyalleri élgulda.

2.4.5.5. Hedef DNA konsantrasyonundaki degisimin hibridizasyon
yanitina olan etkisinin incelenmesi:

Yoéntem 2.4.5°deki gibi ayni kosullarda gergeklestirildi. Ortamdaki hedef
DNA konsantrasyonu 25 ug/mL’den 200 ug/mL’ye arttirildi ve bu konsantrasyon

degisiminin yanita olan etkisi incelendi.
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BOLUM Il

BULGULAR

3.1. Tek duvarh karbon nanotiiplere (SWCNT) dayali elektrokimyasal
sensorlerin tasarimi ve uygulamalarina iligkin bulgular:

3.1.1. SWCNT ile modifiye edilmis tek kullanimhk grafit elektrotlarin
hazirlanmasi ve PGE / SWCNT-PGE yuzeylerinin elektron mikroskobu
(SEM) ile karakterizasyonuna iligkin bulgular:

Yontem, 2.4.1 ve 2.4.2°de anlatildigi gibi yapildi. PGE ve SWCNT-PGE
yuzeylerinin SEM ile karakterizasyonunda elde edilen goéruntuler, sekil 10°da

gosterildi.

HV mag ‘ wD det |spot| —8¥ 400 ym —8
30.00 kV |300 x| 9.4 mm | ETD| 4.0 METU CENTRAL LABORATORY
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Hv mag WD det | spot 400 pm
30.00 kV [300 x| 9.3 mm |ETD | 4.0 METU CENTRAL LABORATORY

~

HV | mag WD | det | spot - 50 pm
30.00 kv |2 000 x| 9.4 mm | ETD| 4.0 | METU CENTRAL LABORATORY

Hv mag wWD det [alals 50 pm
30.00 KV [2 000 x| 9.3 mm [ETD| 4.0 METU CENTRAL LABORATORY
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HV mag WD det | spot 2 pm
30.00 kV| 40000 x| 9.4 mm |ETD| 3.0 | METU CENTRAL LABORATORY

m
30.00 kv 40 000 x| 9.4 mm |ETD| 4.0 METU CENTRAL LABORATORY

Sekil 10: Hizlandirma potansiyeli 30,0 KV ve 400 um, 50 ym ve 2 um gibi
farkh ¢o6zunurlik degerlerinde alinmis SEM goruntuleri; PGE (a,c,e) ve SWCNT

modifiye edilmis PGE (b,d,f).
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3.1.2. SWCNT yuizeyine DNA immobilizasyonuna iligkin bulgular:

Yontem, 2.4.3’de anlatildigi gibi yapildi.

3.1.2.1. CNT modifikasyonu oncesinde kullanilan grafit elektrotlarin

yuzey aktivasyon igleminin yanita olan etkisinin incelenmesine iligkin

bulgular:

Yoéntem 2.4.3.1’de anlatildigi gibi yapildi. CNT modifikasyonu éncesinde

kullanilan grafit elektrotlarin ylzey aktivasyon igleminin yanita olan etkisi

incelendi. Yuzeyine DNA immobilize edilmis SWCNT-PGE'ler ile dlgtlen guanin

sinyalleri, yuzeyine DNA immobilize edilmis CNT modifiye ediimemis PGE’larda

Olcllen sinyaller ile kiyaslandi. Elde edilen voltamogram ve histogram sirasiyla,

sekil 11 ve sekil 12 ‘da gosterildi.

A

5000 nA

AKIM (nA)

c,d

0.8 0.9

I
1.0 11 1.2

POTANSIYEL (V)

AKIM (nA)

5000 nA

c,d

08 09 1.0
POTANSIYEL (V)

T
1.1

1.2

Sekil 11: Ylzey aktivasyon igsleminin yanita olan etkisi: (A) ylzeyi aktive

edilmemis PGE ve (B) Yuzeyi aktive edilmig PGE ile dlgtlen guanin sinyallerini

gosteren voltamogramlar; 100 pg/ml dsDNA varliginda (a) PGE, (b) CNT-PGE

ile Olgulen guanin sinyalleri, (c) elektrot yuzeyinde sadece CNT varken (DNA

yokken, kontrol deneyi) ve (d) CNT ve DNA yokken (kontrol deneyi).
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Sekil 12: Ylzey aktivasyon isleminin yanita olan etkisi: (A) ylzeyi aktive
edilmemis PGE ve (B) Yuzeyi aktive edilmis PGE ile dlgtlen guanin sinyallerini
gosteren histogramlar; 100 pg/ml dsDNA varlhiginda (a) PGE, (b) CNT-PGE ile

Olculen guanin sinyalleri.
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3.1.2.2. CNT konsantrasyonunun yanita olan etkisinin incelenmesine
iliskin bulgular:

Yontem 2.4.3.2°de anlatildigi gibi yapildi. Farkli CNT
konsantrasyonlarinda hazirlanmig CNT-PGE’lerin ylzeyine 100 pg/ml dsDNA
immobilize edildikten sonra dl¢ulen sinyaller kiyaslandi. Elde edilen histogram,

sekil 13’de gosterildi.

8000.0 - i
< 6000.0 - W |
5 | | { t |
| |
< 4DDD.D: 1

2000.0 -

0.0 . . . . . .
0 1000 3000 5000 7000 10000

CNT konsantrasyonu (jg/mL)

Sekil 13: CNT konsantrasyonunun yanita olan etkisi: PGE yuzeyine farkl
konsantrasyonlardaki CNT’nin modifikasyonu ve 100 ug/ml dsDNA’nin elektrot
yuzeyine immobilizasyonu sonucunda Olgulen guanin sinyallerini gosteren

histogramlar.
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3.1.2.3. DNA konsantrasyonunun yanita olan etkisinin incelenmesine
iliskin bulgular:

Yontem 2.4.3.3'de anlatildigi gibi yapildi.  YUzeylerine farkh
konsantrasyonlarda dsDNA immobilize edilmis CNT-PGE’ler ile dlgllen sinyaller

kiyaslandi. Elde edilen grafikler, sekil 14’de gosterildi.

12000 -

10000

8000

1
w

6000

4000 - 1 —$ )

2000 -+

AKIM (nA)
r—l
>

10 25 50 100 250

DNA konsantrasyonu (pg/mlL)

Sekil 14: DNA konsantrasyonunun yanita olan etkisi: (A) PGE ve (B)
CNT-PGE vyuzeyine farkli konsantrasyonlardaki DNA’nin immobilizasyonu

sonrasinda Olg¢llen guanin sinyallerini gésteren grafikler.
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3.2. DNA immobilize edilmis CNT modifiye grafit elektrotlarla ilag-
DNA etkilesmesinin elektrokimyasal olarak voltametrik yontemle
algilanmasina iligkin bulgular:

3.2.1. DNA immobilize edilmis PGE / SWCNT-PGE’lerle DNR-DNA
etkilesmesinin DNR ve guanin yiikseltgenme sinyallerine olan etkisinin
incelenmesinde elde edilen bulgular:

Daunorubisin (DNR)-DNA etkilesiminin algilanmasina yoénelik ¢alismalar,
PGE ve CNT-PGE ile gerceklestirildi ve yontem, 2.4.4.1’de anlatildigi gibi
yapildi. Oncelikle DNR ve DNA etkilesimi, farki DNA ve DNR
konsantrasyonlarinda, PGE kullanilarak dlglilen guanin yUkseltgenme
sinyallerindeki degisim Uzerinden arastirildi (gosteriimedi). Optimum kosullarin
5 yM DNR ‘nin 50 ug/mL dsDNA ile 30 dakika etkilesim slresi sonrasinda elde
edildigi saptandi.

DNR-DNA etkilesimi dncesi ve sonrasinda PGE ve CNT-PGE kullanilarak
Olcllen sinyalleri gosteren voltamogram ve histogram sirasiyla, sekil 15 ve

16‘da gosterildi.
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A b
T 1000 nA
3
=) a
£
==
<T c
a b

0.48 0.68 0.88 1.08
Potansiyel (V)

T 1000nA A2

Akim (nA)

b
0.45 0.65 0.85 1.05

Potansiyel (V)

Sekil 15: 5 yM DNR’nin 50 ug/mL dsDNA ile elektrot yuzeyinde etkilesimi
oncesi ve sonrasinda Olgulen sinyalleri gosteren voltamogramlar: (A) PGE ve
(B) SWCNT-PGE. Etkilesim oncesinde (a) ortamda sadece DNA varken dlgulen
guanin sinyali, (b) sadece DNR varken Olgcilen DNR sinyali, ve etkilesim

sonrasinda Olgulen (c¢) DNR ve guanin sinyalleri.
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Sekil 16: 5 uM DNR’nin 50 uyg/mL dsDNA ile elektrot ylzeyinde etkilesimi
oncesi ve sonrasinda olgulen sinyalleri gosteren histogramlar: (A) PGE ve (B)
SWCNT-PGE. Etkilesim dncesinde olgllen (a4) guanin sinyali, (b41) DNR sinyali,
ve etkilesim sonrasinda dlgllen (az) guanin sinyali, (b2) DNR sinyali.

3.3. DNA immobilize edilmis CNT modifiye grafit elektrotlarda HBV
DNA hibridizasyonunun elektrokimyasal olarak voltametrik yontemle
algilanmasina iligkin bulgular:

Yoéntem 2.4.5’de anlatildigi gibi yapildi. Oncelikle, SWCNT modifiye
edilmis hibiridizasyon sensorinin tasariminda optimum deneysel kosullarin
saglanmasi amaciyla; prob DNA konsantrasyonu, hibridizasyon zamani, hedef
DNA konsantrasyonu gibi deneysel parametrelerdeki farkliigin sensorin

yanitina olan etkisi incelendi.



64

3.3.1. SWCNT-PGE yuzeyine amino ile isaretlenmis kisa DNA dizisinin
tutturulmasi ve DNA’nin elektrokimyasal tayinine iligkin bulgular:

Amino isaretli ve 13 guanin iceren kisa DNA dizisinin SWCNT-PGE
yuzeyine dogrudan ya da kovalent baglanma ¢ozeltisi yardimiyla tutturuimasina
karar vermek amaciyla, yontem 2.4.5.1.’de anlatildig1 gibi yapildi ve sadece
kovalent baglanma c¢ozeltisi varliginda elde edilen voltamogram sekil 17°de

gOsterildi.
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Sekil 17: (a) Kovalent baglanma ¢dzeltisi varliginda ve DNA yoklugunda

SWCNT-PGE ile elde edilen sinyal (b) sadece ABS (kontrol).
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Amino igaretli kisa DNA dizisinin karboksil gruplarla zenginlestiriimis
SWCNT-PGE yuzeyine dogrudan tutturulmasiyla elde edilen voltamogram sekil

18’de gosterildi.
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Sekil 18: (a) Yuzeyine 100 pg/mL amino isaretli DNA prob immobilize
edilmis PGE ile dlgulen guanin sinyali, (b) Yuzeyine 100 pg/mL amino isaretli
DNA prob immobilize edilmis SWCNT-PGE ile oélgllen guanin sinyali, ve (c)
sadece ABS sinyali (kontrol).

3.3.2. SWCNT-PGE yilizeyine tutturulan amino ile igsaretlenmis DNA
prob konsantrasyon degisiminin guanin yukseltgenme sinyaline olan
etkisinin incelenmesinde elde edilen bulgular:

Yéntem 2.4.5.2.de anlatildi§i gibi yapildi. Optimum prob konsantrasyonu
tayini igin yapilan ¢caligmada, 13 guanin iceren amino ile isaretlenmis kisa DNA
dizisi kullanildi. Farkh prob konsantrasyonlarinda elde edilen guanin
yukseltgenme sinyalleri incelendi ve elde edilen voltamogram ve histogram sekil

19A ve 19B’de gosterildi.
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Sekil 19: (a) 10 (b) 20, (c) 50, (d) 100 (e) 150 pg/mL gibi farkh
konsantrasyonlarda amino isaretli DNA prob dizisi kullanilarak DPV teknigi ile

Olcllen guanin sinyallerini gosteren voltamogramlar (A) ve histogramlar (B).
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3.3.3. Hibridizasyon zamaninin guanin yiuikseltgenme sinyaline olan
etkisinin incelenmesinde elde edilen bulgular:

Yéntem 2.4.5.3’de anlatildigi gibi yapildi. CNT-PGE ylzeyinde HBV prob
ile hedefi arasinda gerceklesen hibridizasyon basamaginda, 15 dakika ile 1 saat
arasinda degisen farkli hibridizasyon sureleri uygulandi ve guanin sinyalleri
Olguldu (gosteriimedi). Tekrarlanabilirligi iyi olan en ylksek sonuglar 1 saatlik
hibridizasyon slresinde gézlemlendi.

3.34. CNT-PGE \yizeyinde HBV DNA hibridizasyonunun
elektrokimyasal tayinine yonelik ¢caligmalarda elde edilen bulgular:

Yontem 2.4.5.4’de anlatildigi gibi yapildi. SWCNT-PGE yuzeyine
tutturuimus HBV prob ile hedef, veya NC, veya hedef ve MM iceren (1:1)
karisim Ornedi arasinda gergeklesen hibridizasyonun tayini icin, +1,0 V
civarinda go6zlenen guanine ait yukseltgenme sinyalleri, voltamogram sekil

20’de gosterildi.
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Sekil 20: Hibridizasyon varliginda o6lgulen guanin sinyallerini gosteren
DPV teknigi kullanilarak elde edilen voltamogramlar, (a) sadece HBV prob
varliginda olgulen sinyal; (b) HBV prob ile hedef dizinin hibridizasyonu; (¢) HBV
prob ile rastgele dizinin (NC) hibridizasyonu, ve (d) HBV prob ile hedef ve MM
iceren (1:1) karigim o6rneginde hedef ile hibridizasyonu sonucunda o&lgulen
sinyaller.

3.3.5. Hedef DNA konsantrasyonundaki degisimin hibridizasyon
yanitina olan etkisinin incelenmesine iligkin bulgular:

Yontem 2.4.5.5’de anlatildigi gibi yapildi. SWCNT-PGE yuzeyinde DNA
hibridizasyon tayininde, ortamdaki hedef DNA konsantrasyonunun 25-200 ug/mi
araliginda arttirilarak, hedef DNA konsantrasyon degisiminin yanita olan etkisi
incelendi. Elde edilen voltamogramlar ve kalibrasyon egrisi, sirasiyla sekil 21’de

gOsterildi.
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Sekil 21: Hedef DNA konsantrasyon degisiminin yanita olan etkisi:
(A) HBV DNA Hibridizasyon varliinda CNT-PGE ile élgtlen guanin sinyallerini
gOsteren  voltamogramlar, ve (B) kalibrasyon egrisi. Hedef DNA

konsantrasyonlari; (a) 0, (b) 25, (¢) 50, (d) 100, (e) 150, (f) 200 ug/mL.
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BOLUM IV

TARTISMA

4.1. Tek duvarh karbon nanotiiplere (CNT) dayah elektrokimyasal
sensorlerin tasarimi ve uygulamalarina iligkin bulgular ile ilgili tartigsma:

4.1.1. SWCNT ile modifiye edilmis tek kullanimhk grafit elektrotlarin
hazirlanmasi ve PGE / SWCNT-PGE yuzeylerinin elektron mikroskobu
(SEM) ile karakterizasyonuna iligkin bulgular ile ilgili tartigma:

PGE ve yuzeyine SWCNT modifiye edilmis PGE (SWCNT-PGE)
elektrotlarinin SEM ile karekterizasyonunda elde edilen goruntuler, $Sekil 10'da
gosterildi. 400 um’den 2 um’ye kadar degisen ¢ozunurluk araliginda elde edilen
goruntuler incelendiginde, yuzeyine SWCNT modifiye edilmis PGE (SWCNT-
PGE) elektrot yuzeyinin homojen bir gsekilde CNT ile kaplandigi goérulda.
SWCNT-PGE elektrotlarin 2 ym ¢ozunurlukte elde edilen SEM goruntuleri (sekil
10-f), yuzeyinde CNT modifikasyonu icermeyen elektrotlarin ayni ¢ézunurlikte
elde edilen goruntuler ile kiyaslandiginda (sekil 10-e), elektrodun yuzeyinin
tamamen karbon nanotupler ile kaplanabildigine karar verildi.

4.1.2. SWCNT yuzeyine DNA immobilizasyonuna iligkin bulgular ile
ilgili tartigma:

4.1.2.1. CNT modifikasyonu oncesinde kullanilan grafit elektrotlarin
yuzey aktivasyon igleminin yanita olan etkisinin incelenmesine iligkin
bulgular ile ilgili tartigsma:

Grafit elektrotlarin (PGE) yuzeyine CNT modifikasyonu oncesinde yapilan
yuzey aktivasyonu igleminin elektrodun yanitina etkisi incelendi. Elde edilen

sonuglar CNT ile modifiye edilmemis elektrotlarin sonuglari ile kiyaslandiginda
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(sekil 11 ve 12), ylzey aktivasyonu yapilmis elektrotlarla oOlgllen guanin
sinyallerinde % 37, ylzey aktivasyonu yapilmamis elektrotlarla dlgulen guanin
sinyallerinde ise % 95 oraninda bir artis gozlendigi saptandi. Her iki grup
elektrotla yapilan tekrarlanabilirlik calismasinda (n=3), sirasiyla % bagil standart
sapma degerleri, % 12 ve % 14 olarak hesaplandi. Calismalarimizda kullanilan
karbon nanotlplerin ylzeylerinde aktive edilmis karboksil gruplarinin mevcut
olmasi sebebiyle, calismamizda yuzeyi aktive edilmemis PGE’lerin tercih
edilmesi, daha duyarli ve daha tekrarlanabilir sonuglar vermesi sebebiyle uygun
géruldi. Cunku, potansiyel kontrolli aktivasyon islemi sonucunda PGE
yuzeyinde karboksil (-COOH) gruplarinin olusmasi ve dolayisiyla, bir sonraki
asamada karboksil gruplariyla zenginlestiriimis CNT’nin elektrot ylzeyine
verimli baglanamamasi muhtemeldir. Ayrica kontrol amaciyla yapilan deneylerin
sonuglarina bakildiginda, ortamda CNT ve DNA yoklugunda, ya da sadece CNT
varliginda, DPV teknidi kullanilarak DNA’nin elektroaktif bazi olan guanine ait
Olcllen pik potansiyelinde, yani +1.0 V’'da herhangi bir sinyalin gézlenmedigi
saptandi (sekil 11-c).

4.1.2.2. CNT konsantrasyonunun yanita olan etkisinin incelenmesine
iligkin bulgular ile ilgili tartigma:

Sekil 13’de verilen histogramda, farkl konsantrasyonlarda CNT modifiye
edilmis elektrotlarda dlgllen guanin ylkseltgenme sinyalleri goésterildi. CNT
konsantrasyonundaki degisimin guanin sinyali Uzerine etkisi incelendiginde,
3000 pg/mL CNT konsantrasyon dederine kadar guanin sinyalinde asamali
sekilde bir artis oldugu, daha sonra artisin azalarak sabit kaldigi goézlendi.
Dolayisiyla, optimum CNT konsantrasyonunun 3000 pg/mL olduguna karar

verildi.
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4.1.2.3. DNA konsantrasyonunun yanita olan etkisinin incelenmesine
iligkin bulgular ile ilgili tartisma:

Sekil 14’de verilen histogramda, farkli konsantrasyonlarda DNA modifiye
edilmis PGE ve CNT modifiye edilmis PGE’lerde oélgulen guanin yukseltgenme
sinyalleri gosterildi. DNA konsantrasyonundaki degisimin her iki gruptaki
elektrotlarla Olgllen guanin sinyali Uzerine etkisi incelendiginde, 25 pg/mL
fsDNA konsantrasyon degerine kadar guanin sinyalinde agsamali sekilde bir artis
oldugu, daha sonra bu artisin giderek azaldigi ve sabit kaldigi gdézlendi.
Optimum ¢ift sarmal DNA konsantrasyonunun 25 pug/mL olduguna karar verildi.

4.2. DNA immobilize edilmis CNT modifiye grafit elektrotlarla ilag-
DNA etkilesmesinin elektrokimyasal olarak voltametrik yontemle
algilanmasina iligkin bulgular ile ilgili tartigma:

4.2.1. DNA immobilize edilmis PGE / SWCNT-PGE’lerle DNR-DNA
etkilesmesinin DNR ve guanin yiikseltgenme sinyallerine olan etkisinin
incelenmesinde elde edilen bulgular ile ilgili tartisma:

Sekil 15'de verilen DNR-DNA etkilesimi 6ncesi ve sonrasinda &lgulen
sinyalleri go6steren voltamogramlar incelendiginde, DNR ve guanine ait
yukseltgenme sinyallerinin sirasiyla, +0.55 V and +1.00 V'da él¢uldiga goéralda.
Grafit elektrodun yuzeyinin CNT modifikasyonu sonrasinda ila¢g ve nukleik
asitlere genis bir baglanma yuzeyi sagladigi ve bu nedenle, CNT modifikasyonu
olmayan elektrotlarla elde edilen sinyallere kiyasla, DNR ve guanin sinyallerinde
sirasiyla % 21 ve % 92 oraninda bir artig gdzlendigi saptandi. Ornegin, DNR-
DNA etkilesimi dncesinde PGE ve SWCNT-PGE elektrotlar igin, 5 yM DNR

konsantrasyonunda hesaplanan tayin siniri (S/N=3) sirasiyla, 156 nM ve 125
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nM iken, bu degerler etkilesim sonrasinda DNA-PGE ve DNA-SWCNT-PGE
elektrotlar igin, sirasiyla, 278 nM ve 184 nM deg@erlerine yukseldigi goruldu.

Sekil 16’da DNR-DNA etkilesimi sonucunda sinyal degisimlerini gosteren
histogram incelendiginde, etkilesim sonrasinda, DNR ve guanin sinyallerinde
daha fazla bir azalmanin (sirasiyla, % 40 ve % 47 oraninda) daha az
tekrarlanabilir bir sekilde CNT modifiye edilmemis elektrotlar ile saptandigi
belirlendi. DNR-DNA etkilesiminin PGE, SWCNT-PGE ve diferansiyel puls
voltametri teknigi kullanilarak tayin edilmesine yoénelik sonuglar incelendiginde
(sekil 15 ve 16), karbon pastasi elektrodu, dénen camsi karbon elektrot gibi
farkh elektrotlar ile sabit akimli kronopotansiyometrik siyirma ve doénusumli
voltametri  tekniklerini  (24,147)  kullanarak DNR-DNA  etkilesiminin
elektrokimyasal olarak incelendigi calismalarin sonuglarina paralel oldugu
gozlendi. DNR ve guanin sinyallerindeki bu azalma, literatlrdeki diger
¢alismalarin sonuglarina benzer olarak (24,69,147), DNR’nin ¢ift sarmal DNA ile
interkalasyonla etkilesiminin bir sonucu olup, bu molekllin yapisindaki
yukseltgenmeye uygun gruplarin etkilesim sonrasinda, redoks reaksiyonu igin
kismen mevcut olmasi seklinde agiklanabilir. Chu ve arkadaslari (24) tarafindan
yapilan etkilesim ¢alismasinda, 28-1000 pg/mL DNA konsantrasyon araliginda,
DNR icin guvenilirligi yuksek olan tayin siniri araligi 4,5-690,0 uM olarak rapor
edilmistir. Calismamizda ise ilag-DNA etkilesiminin PGE ve SWCNT-PGE
kullanilarak yapilan elektrokimyasal tayininde, 50 pug/mL DNA ile DNR igin
nanomolar seviyesinde daha dusuk tayin sinirina tekrarlanabilir sonuglarla
ulasilabildigi gérilmektedir.

Literatlrde ¢ok duvarli karbon nanotlp (22) ve tek duvarli karbon nanottp

(51) modifiye camsi karbon elektrotlarla (sirasiyla, MWCNT-GCE ve SWCNT-
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GCE) yapilan ¢alisamalarla kiyaslandiginda, calismamizda tek kullanimlik grafit
elektrot kullanilmis olmasi, CNT modifiye elektrot hazirlanma asamasinin daha
hizli ve kolay olmasi, ayrica MWCNT-GCE kullanilarak yapilan diger bir
calismaya kiyasla (44) daha az DNA materyali kullanilarak daha kisa surede
sonu¢ vermesi sensorumuze ustunlik kazandirmigtir.

4.3. DNA immobilize edilmis CNT modifiye grafit elektrotlarla HBV
DNA hibridizasyonunun elektrokimyasal olarak voltametrik yontemle
algilanmasina iligkin bulgular ile ilgili tartigma:

4.3.1. SWCNT-PGE yuzeyine amino ile igsaretlenmis kisa DNA dizisinin
tutturulmasi ve DNA’nin elektrokimyasal tayinine iligkin bulgular ile ilgili
tartisma:

DNA’nin  SWCNT yuzeyine kovalent baglayici ajan yardimiyla
tutturulabilmesi arastirildiginda, ortamda henuz DNA yokken kovalent baglanma
cOzeltisine ait +0,959 V civarinda gozlenen yaklasik 6900 nA civarinda yuksek
bir sinyal gdézlendi (sekil 17-a). SWCNT ylzeyinde kovalent baglama
¢cOzeltisinde gobzlenen sinyal ile DNA’dan gelen guanin sinyalinin pik
potansiyellerinin gakismasi sebebiyle, amino isaretli DNA'nin elektrot ylzeyine
tutturulmasi agsamasinda ekstra bir kovalent baglayici ajan kullaniimamasina
karar verildi.

13 guanin bazi igceren amino ile isaretlenmis kisa DNA dizisi, karboksil
gruplari ile zenginlestiriimis olan SWCNT modifiye elektrot ylzeyine herhangi
bir kovalent baglayici ajan kullaniimaksizin tutturuldu ve guanin sinyali 6lguldu

(sekil 18-a).
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4.3.2. SWCNT-PGE yuzeyine tutturulan amino ile isaretlenmis DNA
prob konsantrasyon degisiminin guanin yukseltgenme sinyaline olan
etkisinin incelenmesinde elde edilen bulgular ile ilgili tartisma:

DNA immobilize edilmis CNT modifiye grafit elektrotlarda HBY DNA
hibridizasyonunun elektrokimyasal olarak voltametrik yontemle algilanmasina
yonelik calismalar, optimum deneysel kosullarda yapildi.

Sekil 19°da gosterilen voltamogramda, farkli prob konsantrasyonlarinda
elde edilen guanin sinyalleri incelendiginde, 100 ug/mL prob konsantrasyon
degerine kadar guanin sinyalinde asamali sekilde bir artis oldugu, daha sonra
artisin azalarak sabit kaldig1 gézlendi ve optimum prob konsantrasyonunun 100
Mg/mL olduguna karar verildi.

Ayrica bu c¢alismada DNA’nin elektrokimyasal algilanmasina yodnelik
SWCNT modifiye elektrotlar kullanilarak, diger nanomalzemelere dayali
elektrotlara (15,44,53,146,156) kiyasla, tekrarlanabilirligi daha iyi sonuglar elde
edildi. Karbon nanotupler ile kaph tek kullanimhk elektrotlarla daha
tekrarlanabilir ve daha yuksek duyarlliga sahip sonuglarin elde edilmesi
sonucunda, bu elektrotlarin dizi segimli DNA hibridizasyonunun elektrokimyasal
tayininde kullaniimasina oldukga elverigli olduguna karar verildi.

4.3.3. Hibridizasyon zamaninin guanin yiikseltgenme sinyaline olan
etkisinin incelenmesinde elde edilen bulgular ile ilgili tartigma:

Hibridizasyon varliginda tekrarlanabilirligi en iyi olan sonuglar, 1 saatlik
hibridizasyon suresinde goézlemlendigi i¢in secimlilik calismasi ve artan hedef
konsantrasyonlarinda elde edilen sinyal kiyaslamalari i¢in optimum

hibridizasyon suresi olarak 1 saat kullanildi.
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4.3.4.CNT-PGE yuzeyinde HBV DNA hibridizasyonunun
elektrokimyasal tayinine yonelik ¢caligmalarda elde edilen bulgular ile ilgili
tartisma:

SWCNT-PGE vyulzeyine tutturulmus HBV prob ile hedef veya NC veya
hedef ve MM igeren (1:1) karisim 6rnegi arasinda gergeklesen hibridizasyonun
tayini igin, +1,0 V civarinda gdzlenen guanine ait yUkseltgenme sinyalleri
voltamogram sekil 20'de gosterildi. HBV'yi temsil eden prob dizisinin guanin
bazi icermemesi nedeniyle, sadece prob igceren o6rnekte alinan dlgumde, +1,0
V’da guanin yukseltgenme sinyali gézlenmedi (sekil 20-a). Dolayisiyla, HBV
prob dizisinin guanin bazi icermemesine bagli olarak guanin bazinin sentetik
analogu ve pahali bir isaretleyici olan inosin bazinin prob dizisinde yer
almamasi, gelistirilen sensér teknolojisine avantaj getirmistir. Calismada
kullanilan temsili DNA dizisi HBV probun inosin veya metal nanopartikul gibi
diger ajanlarla isaretlenmesine gerek kalmadan (103,142,145,151) indikatorsiz
sistemde duyarli bir sekilde DNA hibridizasyon tayinini mimkun kilacak daha
hizli bir sensor teknolojisi gelistirildi. Ayrica karbon nanotiplere dayali sensoér
teknolojisi ile, [Os(bpy)-Clo]*, [Co(phen)s]**, metilen mavisi, ekinomisin gibi
ekstra hibridizasyon indikatorleri (40,65,71,95,161) kullaniimaksizin yuksek
duyarlihkta DNA hibridizasyonunun tayin edilebilecegi bu c¢alismada
gOsterilmistir.

Yuzeyine amino ile isaretlenmis HBV prob immobilize edilmis SWCNT-
PGE ile hibridizasyon secimliligi arastirildiginda, ortamda hedef dizi yerine NC
iceren ortamda, prob sinyaline yakin bir sinyal gézlendi (sekil 20-c). Prob ile
karigsim ¢ozeltisindeki hedefin hibridizasyonunda elde edilen sinyal, hibrit sinyali

(sekil 20-b) ile kiyaslandiginda, yaklasik % 40 oraninda daha diguk guanin
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sinyali gozlendi (sekil 20-d). Boylece SWCNT-PGE'’ye dayali HBV sensori ile

hedef DNA dizisinin sec¢imlilikle algilanabildigi elektrokimyasal olarak gosterildi.
4.3.5. Hedef DNA konsantrasyonundaki degisimin hibridizasyon

yanitina olan etkisinin incelenmesine iligskin bulgular ile ilgili tartisma:

Farkli hedef konsantrasyonlarinda SWCNT-PGE ylzeyinde gerceklesen
HBV hibridizasyona ait olgllen guanin sinyalleri ve kalibrasyon egrisi, sekil
21’de gosterildi. 25 - 200 ug/mL hedef konsantrasyonlari arasinda ve 1 saat
hibridizasyon slresi sonrasinda Olgllen guanin sinyallerinde dizglin bir artis
g6zlendi. Hedef dizi konsantrasyonu 200 upg/mL ’den daha ylksek bir
konsantrasyona arttirildigi zaman, elektrot yuzeyindeki HBV prob ile target
arasinda verimli bir hibridizasyon olayinin gergeklesemedigi ve bu yuzden
sinyalde bir artisin gdézlenmedigi saptandi (gosteriimedi).

Sekil 21°de gdsterilen ve dogrusal olan kalibrasyon egrisinden (y=14.805x-
419.96 ve R?=0.9916), tayin siniri 210 nM olarak bulundu (90).

Calismamizda HBV DNA’nin SWCNT-PGE sensorlyle tayinine iligkin
sonuglar, literatirde mevcut c¢alismalarin sonuglari ile kiyaslandiginda
(39,40,47), herhangi bir elektroaktif indikatér kullanilmaksizin, daha kisa
surede, daha duslk tayin sinirinda, sec¢imli ve guvenilir bir sekilde,
elektrokimyasal DNA hibridizasyon analizlerinin  gelistirilen sensorlerle

yapilabilecegdi gosterildi.
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BOLUM VvV

SONUC ve ONERILER

CNT modifiye edilmis tek kullanimlik PGE yuzeyine pasif adsorbsiyon
yontemiyle DNA immobilizasyonu ve elektrokimyasal tayininin basit ve hizl bir
sekilde vyapilabilmesi, DNA analizlerinin daha duyarli bir sekilde ve
tekrarlanabilir sonuglar elde ederek gerceklestiriimesini mumkdn kilmaktadir.

DNA analizlerine yonelik sensor teknolojisine dayali c¢alismalarimizin
birinci bolumunde, kalem grafit elektrotlarin (PGE) tek duvarli ve karboksil
gruplarinca zengin karbon nanotupler (SWCNT) ile modifikasyonu ve
geligtirilen bu elektrotlarin  (SWCNT-PGE) DNA analizlerine yonelik
optimizasyonu gergeklestirilmistir. SWCNT varliginda ve yoklugunda hazirlanan
tek kullanimhk kalem grafit elektrotlarin mikroskobik karakterizasyonu taramali
elektron mikroskobu (SEM) teknigi ile, elektrokimyasal davraniglar ise
diferansiyel puls voltametri (DPV) teknigi kullanilarak incelenmistir. SWCNT-
PGE ylzeyine immobilize edilmis DNA’nin elektrokimyasal tayini, DNA’nin
elektroaktif bazi olan guaninin yulkseltgenme sinyalinin DPV teknigi ile
Olclilmesiyle  gerceklestirilmistir.  Ayrica, CNT konsantrasyonu, DNA
konsantrasyonundaki degisimin ve yuzey aktivasyon islemininin yanita olan
etkisi arastiriimis ve karbon nanotuplere dayali geligtirilen sensor teknoloijisi ile
daha tekrarlanabilir ve daha duyarli sonuglar elde edilmigtir. Literatirde cok
duvarl karbon nanotlp (22) ve tek duvarli karbon nanotlp (51) modifiye camsi
karbon elektrotlarla (sirasiyla, MWCNT-GCE ve SWCNT-GCE) vyapilan
calisamalarla kiyaslandiginda, calismamizda tek kullanimlik grafit elektrot
kullaniimis olmasi, CNT modifiye elektrot hazirlanma asamasinin daha hizli ve

kolay olmasi, ayrica MWCNT-GCE kullanilarak yapilan diger bir calismaya
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kiyasla (44) daha az DNA materyali kullanilarak daha kisa slrede sonug
vermesi sensorumuze ustunluk kazandirmistir.

Gelistirilen SWCNT-PGE ve PGE kullanilarak, antikanser bir ilag olan
Daunorubisin (DNR)'nin DNA ile interkalasyonu 6ncesinde ve sonrasinda, ayni
voltametrik skalada hem DNR hem de guaninin yukseltgenme sinyalleri
Olciimus ve DNR’nin DNA ile etkilesmesi sonucunda her iki sinyalde de azalma
gorulmustir. Elde edilen sonuglar, karbon pastasi elektrodu ve dénen camsi
karbon elektrot gibi farkli elektrotlar ile sabit akimli kronopotansiyometrik
slyirma ve donusumll voltametri tekniklerini kullanarak (24,147), DNR-DNA
etkilesiminin elektrokimyasal olarak incelendigi c¢alismalarin sonuglarina
paraleldir. DNR ve guanin sinyallerindeki bu azalma, literatirdeki diger
¢alismalarin sonuglarina benzer olarak (24,69,147), DNR’nin ¢ift sarmal DNA ile
interkalasyonla etkilesiminin bir sonucu olup, bu molekllin yapisindaki
yukseltgenmeye uygun gruplarin etkilesim sonrasinda, redoks reaksiyonu igin
kismen mevcut olmasi seklinde aciklanabilir.

Chu ve arkadaslar (24) tarafindan yapilan etkilesim calismasinda, 28-
1000 pg/mL DNA konsantrasyon araliginda, DNR icin guvenilirligi yuksek olan
tayin siniri arahgr 4,5-690 uM olarak rapor edilmistir. Calismamizda ilag-DNA
etkilesiminin PGE ve SWCNT-PGE kullanilarak vyapilan elektrokimyasal
tayininde, 50 yg/mL DNA ile DNR igin nanomolar seviyesinde daha diusuk tayin
sinirina tekrarlanabilir sonugclarla ulasiimistir.

Karbon nanotupler kullanilarak gelistirilen elektrokimyasal sensdrlerin DNA
analizi ve ilag-DNA etkilesimi sonuglarina bakildiginda, gelistirilen bu sensoérin
diger komplike ve zaman alici yiuzey modifikasyonlarini elimine edebilecegi ve

dolayisiyla daha duyarli, guvenilir ve secimli bir sekilde DNA analizinin
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elektrokimyasal tanimlamasina olanak verebilecegi gorulmustur. Ayrica,
tasarimlanan CNT-PGE elektrotlarin sadece ilag ve DNA analizlerinde degil,
yuksek duyarlilikta toksik ajan ve diger bazi biyomolekullerin analizlerinde de
guvenle kullanilabilecegi ongorulebilmektedir.

Calismamizin ikinci bolimunde, gelistirilen karbon nanotip modifiye grafit
elektrotlar (SWCNT-PGE) kullanilarak DNA hibridizasyonunun elektrokimyasal
tayini, herhangi bir elektroaktif indikatdr kullaniimaksizin gergeklestiriimigtir.
Elektrot ylzeyine optimum konsantrasyondaki DNA’nin immobilizasyonu
incelemek igin, amino ile isaretlenmis DNA prob konsantrasyon farklihginin
yanit Uzerindeki etkisi arastiriimistir. Dizi se¢imli DNA hibridizasyonunun karbon
nanotlplere dayali elektrokimyasal sensor teknolojisine yonelik bir
uygulamasini gostermek amaciyla, Hepatit B virGsund (HBV) temsil eden
spesifik kisa DNA dizileri (oligonukleotitler) kullaniimistir.  SWCNT-PGE
yuzeyinde gergeklestirilen HBV DNA hibridizasyonunun tayini, HBV prob ile
hedef dizi arasindaki hibridizasyon sonucunda guanin yukseltgenme sinyalinin,
DPV  teknigi ile  Olgulmesiyle  gercgeklestirilmistir.  Ayrica,  farkh
konsantrasyonlardaki DNA probun yanita etkisi ve hibridizasyon suresi
degigkenligi ile tayin sinirt ve tekrarlanabilirlik gibi deneysel parametreler
incelenmigstir. DNA hibridizasyonunun secimliligi, rastgele dizi (NC) ve bir bazi
hedeften farkli dizilerin (MM) kullaniimasiyla arastirilmistir. HBV prob dizisinin
guanin bazi icermemesine bagli olarak guanin bazinin sentetik analogu ve
pahali bir igsaretleyici olan inosin bazinin prob dizisinde yer almamasi, gelistirilen
sensoOr teknolojisine avantaj getirmistir. Bdylece kullandigimiz HBV probun
inosin veya metal nanopartikil gibi diger ajanlarla isaretlenmesine gerek

kalmadan (103,142,145,151) indikatorsiz sistemde duyarli bir sekilde DNA
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hibridizasyon tayinini  mumkudn kilan daha hizli bir sensor teknolojisi,
calismamizda gelistirilmistir. Ornegin, ¢ok duvarli karbon nanotlplere dayali
perde baskili elektrotlarla yapilan indikatérsiz HBV DNA analizine (68) kiyasla,
calismamizda gelistirilen SWCNT-PGE’ye dayali sensoér teknolojisinin ¢ok daha
az bir maliyetle hazirlanabilecegi de saptanmistir. Ayrica bu galismada, karbon
nanotiiplere dayall sensér teknolojisi ile, [Os(bpy)2Cla]*, [Co(phen)s]**, metilen
mavisi, ekinomisin gibi ekstra hibridizasyon indikatorleri (40,65,71,95,161)
kullaniimaksizin yuksek duyarlilikta DNA hibridizasyonun tayin edilebilecegi de
gOsterilmistir.

Karbon nanotlpler kullanilarak geligtirilen tek kullanimlik elektrokimyasal
sensorlerin daha duyarli, glvenilir ve secgimli bir sekilde DNA analizinin
elektrokimyasal tanimlamasini olanakl kildigi géralmastir.

Gergeklestirilen bu calisma ile ayni zamanda gelecekte DNA'ya hedefli
yeni bilesiklerin DNA ile etkilesim turtnu, elektrokimyasal sensoér teknolojisi ile
belirleyebilmek amacglanmaktadir. Bdylece, nanomalzemeler kullanilarak
geligtirilen sensorlerin daha kiguk boyutlarda tasarimlanabilmesi, DNA ¢ip
teknolojisine uyarlanabilmesi, disuk maliyetli, hizli ve daha duyarl bir sekilde
yanit verebilecek ¢ip tasarimlarina yonelik sensorlerin gelistirilebilecedi de Umit
edilmektedir.

Sonu¢ olarak, tek duvarli karbon nanotlpler kullanilarak geligtirilen
elektrokimyasal sensorlerin  ilag-DNA  etkilesimi  ve dizi segimli DNA
hibridizasyonu tayinine yonelik sonuglarina bakildiginda, gelistirilen bu
sensoérlerin diger komplike ve zaman alici ylzey modifikasyonlarini elimine
edebilecegi ve dolayisiyla daha duyarli, glvenilir ve segimli bir sekilde DNA

analizlerine imkan verebilecegi gértlmuastur.
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BOLUM VI

OZET

ilag-DNA Etkilesimi ve DNA Analizleri igin Elektrokimyasal Sensorlerin
Geligtirilmesi

Son yillarda kullanimi oldukga yayginlasmig olan elektrokimyasal sensor
teknolojisinde, nanoteknolojiye dayali malzemelerin kullanimina artan bir ilgi
bulunmaktadir.

Cahgmamizin ilk boluminde, kalem grafit elektrotlarin (PGE) tek duvarli
ve karboksil gruplarinca zengin karbon nanotipler (SWCNT) ile modifikasyonu
ve geligtirilen bu elektrotlarin (SWCNT-PGE) DNA analizlerine yonelik
optimizasyonu gergeklestirilmistir. SWCNT varliginda ve yoklugunda hazirlanan
tek kullanimhk kalem grafit elektrotlarin mikroskobik karakterizasyonu taramali
elektron mikroskobu (SEM) teknigi ile, elektrokimyasal davraniglar ise
diferansiyel puls voltametri (DPV) teknigi kullanilarak incelenmistir. SWCNT ve
DNA konsantrasyonundaki degisim ile elektrot ylUzey aktivasyon isleminin
yanita olan etkisi arastiriimistir. Antikanser bir ilag olan Daunorubisin (DNR)’nin
DNA ile etkilesmesi, DPV teknigi ile PGE ve SWCNT-PGE kullanilarak
elektrokimyasal olarak incelenmis ve tayin siniri, tekrarlanabilirlik gibi deneysel
parametrelerde arastiriimistir.

Calismamizin ikinci boliminde, Hepatit B virisune (HBV) dayali DNA
hibridizasyonunun indikatorstiz tayini, SWCNT-PGE ve DPV teknigi kullanilarak,
guanin sinyalinin olgulmesiyle gergeklestirilmistir. DNA prob konsantrasyonu ve
hibridizasyon suresi farkliliginin yanita olan etkisi, tayin siniri, tekrarlanabilirlik
gibi deneysel parametreler incelenmistir. Hibridizasyondaki sec¢imlilik, rastgele

dizi (NC) ve bir bazi hedeften farkh dizilerin (MM) kullaniimasiyla arastiriimistir.
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CNT modifiye edilmis tek kullanimlik PGE ylzeyine pasif adsorbsiyon
yontemiyle DNA immobilizasyonu ve elektrokimyasal tayininin basit ve hizli bir
sekilde vyapilabilmesi, DNA analizlerinin daha duyarli bir gekilde ve
tekrarlanabilir sonuglar elde ederek gergeklestiriimesini mumkun kilmaktadir.
ilac-DNA etkilesimi ve dizi secimli DNA hibridizasyonu analiz sonuclarina
bakildiginda, karbon nanotUpler kullanilarak gelistirilen tek kullanimlik
sensoérlerin daha disuk maliyetle birlikte kolay uygulanabilirliginin yani sira,
daha duyarli sonuglarin se¢imli bir sekilde elektrokimyasal olarak algilanmasina

imkan verebilecegi gorulmustar.
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ABSTRACT

The Development of Electrochemical Sensors for
Drug-DNA Interaction and DNA Analysis

There has been a growing interest to use the materials based on
nanotechnology in electrochemical sensor technology that has been commonly
used in recent years.

In the first part of our study, the modification of pencil graphide electrode
(PGE) by carboxylated single walled carbon nanotubes (SWCNT) and the
optimization of these electrodes was performed for DNA analysis. In the
absence and presence of SWCNT, the microscopic characterization of
disposable pencil graphide electrodes was investigated by scanning electron
microscopy (SEM), and their electrochemical behaviours were studied by using
differential pulse voltammetry (DPV) technique. The effect of the changes at the
concentration of SWCNT and DNA was examined besides the pretreatment
procedure for electrode surface. The interaction of the anticancer drug
Daunorubicin (DNR) with DNA was investigated electrochemically by using DPV
technique with PGE and SWCNT, and the experimental parameters, such as;
detection limit, reproducibility were also explored.

In the second part of our study, the detection of DNA hybridization
related to Hepatitis B virus (HBV) was performed measuring the guanine signal
by using SWCNT-PGE and DPV technique. The experimental parameters, such
as; the effect of different DNA probe concentration and hybridization time to the
response, detection limit, reproducibility were studied. The selectivity in
hybridization was explored by using non-complementary (NC) and single-base

mismatch (MM) sequences.
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Since DNA immobilization onto the surface of CNT modified single-use
PGE by passive adsorption and its electrochemical detection can be performed
easily and quickly, it is possible to carry out DNA analysis by obtaining
reproducible results in higher sensitivity. When examining into the analysis of
the results for drug-DNA interaction and sequence spesific DNA hybridization, it
has been found that single-use sensors developed by using carbon nanotubes
could enable to detect electrochemically the more sensitive results in a good

selectivity, besides their being lower cost and easy application.
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