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OZET

MANYETIK PARTIKULLERE DAYALI DiZi SECIMLiI NUKLEIK
ASIT HIBRIDIZASYONUNUN ELEKTROKIMYASAL
SENSORLERLE TAYINi

ALTAY KUCUK, Cansu

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomedikal Teknolojiler Anabilim Dali
Danismant: Prof. Dr. K. Arzum ERDEM GURSAN
Ikinci Danigmant: Prof. Dr. Sinan AKGOL
Nisan 2016, 87 sayfa

Niikleik asitler organizmanin biitiin genetik bilgilerini depolar ve yeni
nesillere aktarir. Temel hayat olaylarindan hiicrenin iiremesi, protein ve enzim
sentezi de niikleik asitler tarafindan yonetilir. Bu iistlin 6zellikleri, niikleik asitleri
birgok alanda oldugu gibi analitik kimyada da 6nemli bir arastirma konusu haline
getirmektedir. Gelecekte niikleik asit analizine dayanan elektrokimyasal DNA
biyosensorlerinin (genosensdrlerin) tip alaninda bir¢ok hastaligin analizinde
onemli bir yere sahip olacagi diisiiniilmektedir. Ayrica son donemlerde bu
analizlere yonelik olarak, biyoteknoloji alaninda manyetik partikiiller kullanilarak
dizi se¢imli niikleik asit hibridizasyonunun tayinine yonelik caligmalarin sayisi

giderek artmaktadir.

Calismamizda, manyetik nanopartikiil yiizeyinde dizi se¢imli niikleik asit
hibridizasyonunun en se¢imli ve en etkin bir sekilde gergeklestirilmesi, ardindan
dizi se¢imli DNA hibridizasyonun voltametrik yonteme dayali tayini i¢in tek

kullanimlik elektrokimyasal sensor teknolojisinin gelistirilmesi hedeflenmistir.

Bu kapsamda, amino isaretli manyetik nanopartikiil sentezi yapildiktan
sonra, taramali elektron mikroskobu (SEM) ile mikroskopik ve fourier doniisiimlii
kizil6tesi spektroskopisi (FTIR) ile spektroskopik karakterizasyonlar: yapilmistir.
Ayrica, manyetik nanopartikiillerin manyetik 6zelligi, elektron spin rezonans
(ESR) spektrometresi ile gosterilmistir. Caligma boyunca nanopartikiillerin
dagitilip, saklanacagi uygun tampon ¢Ozeltisinin arastirilmasima yonelik
caligmalar yapilmistir. Boylece nanopartikiillerin daha stabil kaldig1 ¢ozelti ortami

arastirilip, calismalara belirlenen tampon ¢ozeltisinde devam edilmistir.
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Calismamizin ikinci boliimde, secilen tampon ¢ozelti ortaminda dagitilan
amino isaretli manyetik nanopartikiil ylizeyinde DNA hibridizasyon analizlerine
yonelik optimizasyon ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Manyetik nanopartikiil
yiizeyine immobilize edilen Hepatit B viriisiinii (HBV) temsil eden prob DNA
konsantrasyonu, hibridizasyon i¢in hedef DNA konsantrasyonu, hibridizasyon
icin en verimli hibridizasyon siiresi ve diger DNA dizilerine karsi sec¢imlilik
incelenmistir. Manyetik nanopartikiil ylizeyinde gerceklesen DNA hibriti, alkali
muamele sonucu partikiil ylizeyinden koparilip, tek kullanimlik kalem grafit
elektrot yiizeyine (PGE) immobilize edilmistir. Yiizeyine DNA immobilize
edilmis PGE’ lerin elektrokimyasal davranisi, diferansiyel puls voltametri (DPV)
teknigiyle kullanilarak guanin yiikseltgenme sinyalindeki degisim Olciilerek

incelenmistir.

Sonug olarak, tez ¢calismamizda manyetik nanopartikiillere dayali gelistirilen
elektrokimyasal sensor teknolojisi ile dizi secimli HBV DNA hibridizasyon

analizi, duyarli, se¢imli ve giivenilir bir sekilde gerceklestirildi.

Anahtar sozciikler: Manyetik nanopartikiil, tek kullanimlik grafit elektrot,

elektrokimyasal sensor, diferansiyel puls voltametrisi, HBV DNA.
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ABSTRACT

DETECTION of SEQUENCE-SELECTIVE NUCLEIC ACID
HYBRIDIZATION BASED ON MAGNETIC PARTICLES BY
ELECTROCHEMICAL SENSORS

ALTAY KUCUK, Cansu

MSc in Biomedical Technologies
Supervisor: Prof. Dr. K. Arzum ERDEM GURSAN
Co-Supervisor: Prof. Dr. Sinan AKGOL
April 2016, 87 pages

Nucleic acids store genetic information of an organism and all transfers to
the new generations. Nucleic acids also administer basic life events such as the
cell growth, the synthesis of proteins and enzymes. Recognition surfaces of
nucleic acid have becomed more interesting with each passing day for the
analytical chemistry. Electrochemical DNA biosensors based on nucleic acid
analysis is thought to play a crucial role in the analyzes to be made at the bedside
in a doctor's supervision in the future. In the field of biotechnology, studies based
DNA analyzes with using magnetic particles and detection of sequence specific
nucleic acid hybridization with electrochemical sensor have increased in recent

years.

In our study, realization of sequence-selective nucleic acid hybridization the
most selective and effective at surface of magnetic nanoparticles and after
detection based voltammetric method of DNA hybridization with disposable
electrochemical sensor technology have been aimed.

After synthesis of amino link magnetic nanoparticles, microscopic
characterization with scanning electron microscopy (SEM) and spectroscopic
characterization with Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) have been
made. Moreover, the magnetic property of the magnetic nanoparticles has been
shown with electron spin resonance (ESR) spectrometer. Throughout our study,
studies of the store buffer solution has been investigated. So that the the buffer
solution which nanoparticles remain more stable has been investigated, and then

studies were continued this buffer solution.



In the second part of this study, optimization studies have carried out onto
the surface of amino linked magnetic nanoparticles distributed in chosen buffer
solution for the analysis of DNA hybridization. The DNA probe representing to
the Hepatitis B virus (HBV) concentration, target DNA concentration, the most
productive hybridization time and the selection versus other DNA sequences have
been researched. After the DNA hybrid detached from the surface of the particle
with alkaline treatment, hybrid have been immobilized surface of disposable
pencil graphite electrode (PGE). The electrochemical behavior of the DNA was
immobilized on the surface of PGE has been investigated with using differential
pulse voltammetry (DPV) technique by the measuring signal change of guanine

oxidation.

Consequently, the analysis of sequence-selective HBV DNA hybridization
has been performed in a good reproducubility with sensitivity and selectivity by

using this electrochemical sensor technology based on magnetic nanoparticles.

Keywords: Magnetic nanoparticle, disposable graphite electrode, electrochemical

sensor, differential pulse voltammetry, HBV DNA.
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1.GIRIS

Niikleik asitler, biitiin canli hiicrelerde ve viriislerde bulunan, niikleotid adi
verilen yapitaglarindan olusmus polimerlerdir. Niikleik asitlerin baslica islevi
genetik bilgiyi depolamak ve aktarimini saglamaktir. Temel hayat olaylarindan
hiicrenin tiremesi, protein ve enzim sentezi de niikleik asitler tarafindan yonetilir.
Niikleik asitler, yapilarina gore yapisinda “deoksiriboz” sekeri tasiyan
deoksiriboniikleik asit (DNA) ve yapisinda “riboz” sekeri tasiyan riboniikleik asit
(RNA) olmak iizere iki gruba ayrilirlar. DNA molekiilii ¢ift sarmal sekilde
kivrilmis merdivene benzer bir yapidadir. Merdivenin kenarlarimi seker ve fosfat
molekiilleri, basamaklarm1 da organik bazlar olusturur. Karsilikli  yer
alan niikleotid zincirinde guanin sitozinin karsina gelip ii¢ hidrojen bagi, adenin
de timinin karsisina gelip iki hidrojen bag ile baglanir. (Palecek, 1988; 1995; Bej,
1996; Erdem, 2007a; Karadeniz et al., 2011; Muti et al., 2011; Yumak et al.,
2011).

DNA molekiilleri hiicre bdliinecegi zaman kendini esler. Boylece genetik
bilgilerin hiicreden hiicreye aktarilmasi saglanir. Niikleik asit hibridizasyonu,
birbirleriyle eslenik iki ayr1 tek sarmal niikleik asit dizisinin, baz c¢iftlerinin
sarmalin merkezinde birleserek ¢ift sarmalli daha kararli tek bir dupleks molekiilii
olusturma iglemidir (Palecek, 1988; 1995; Bej, 1996; Erdem, 2007a; Nelson and
Cox, 2008).

Karacigere dogrudan saldirarak hasar veren Hepatit B viriisi (HBV),
"karaciger iltihaplanmasi"na neden olan halk arasinda sarilik olarak bir viriistiir.
Cift DNA icermekte olan HBV; 40-45 nm boyutlarinda olan bir viriistiir.
Diinyadaki en yaygin karacier enfeksiyonu olup, kan yolu ve cinsel yolla
bulagsmaktadir. Daha sik kan yoluyla bulasmaktadir. Kulugka siiresi 2-6 ay arasi
degisen bir hastaliktir. Ulkemizde tasiyicilik oran1 %3 ile %7 arasindadir.

Hepatit B viriisii, siroz, karaciger kanseri, karaciger yetersizligi, fulminan
hepatit hastaligi (1 ay gibi ¢ok kisa siirede karaciger yetersizligine gotliren
Olimciil bir hastalik tipi.), hepatit D hastaligi gibi kotii sonuglar ortaya
¢ikarabilmektedir.

Belirtiler her kiside degisiklik gostermekle beraber viriis viicuda girdikten
bir siire sonra hastada asir1 halsizlik ve yorgunluk hissi, deride ve goz akinda

sararma, istah kaybi, hafif ates, karin agrisi, uykuya meyil, idrar renginde



koyulagma yapabilmektedir. Viriis viicuda cesitli yollardan girip, karacigerde
hiicreler i¢ine yerlesmektedir. Viriisiin, viicuda bulastiktan sonra;

* Viicutta hi¢ koruyucu antikor olugmazsa, iltihap ve buna bagli bulgular

olusturma ve kroniklesme,

* Viicutta yeteri kadar koruyucu antikor olugsmazsa sessizce viicutta kalip

tastyici olma,

* Kisinin bagisiklik sistemi giiclii ise, olusan koruyucu antikorlar tarafindan

tamamen ortadan kaldirilma gibi sonuglar ortaya ¢ikmaktadir.

Bu sonuglar, kisinin sosyoekonomik, saglik, beslenme diizeni gibi bir¢ok

durumuna bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Hepatit B hastalig1 akut ve kronik seyir gosteren bir hastaliktir. 4-8 hafta
olarak tanimlanan akut formunda, hastalik hi¢ hissedilmeden iyilesebildigi gibi,
birkag hafta devam eden hafif belirtilerle iyilesebilmektedir. 6 aydan fazla siirede
hastaligin kroniklesmesi ile ortaya ¢ikabilecek sonuglar agisindan hastanin takip
edilmesi gerekmektedir. Ciinkii kroniklesmis hepatit B hastaligi siroz veya

karaciger kanserine sebep olabilmektedir.

Bu hastaligin kroniklesmesi durumunda en riskli grup kiigiik yastaki
cocuklardir. Dogum sirasinda, bebege bulasan hepatit B nin kroniklesme olasilig
% 90 dir. Ayrica, 1 ile 5 yaslar1 arasinda da hepatitin kroniklesme olasilig1 %30

dur. Bu olasilik ancak 5 yasindan sonra % 7 ye kadar gerilemektedir.

Niikleik asitler iistiin 6zellikleri sebebiyle, bir¢ok alanda oldugu gibi analitik
kimyada da ‘niikleik asitlerden olusan tanima yiizeyleri’ konusuyla 6énemli bir
aragtirma konusu haline getirmektedir. Gelecekte niikleik asit analizine dayanan
elektrokimyasal DNA biyosensorlerinin (genosensorlerin) tip alaninda birgok

hastaligin analizinde 6nemli bir yere sahip olacag: diisiiniilmektedir.

Gilintimiizde kullanilmakta olan klasik metotlarla yapilan tayinler genellikle
genlerin dogrudan baz dizisi analizi veya DNA hibridizasyonun tespiti
yapilmaktadir. Bu yontemlerin bazilarinda radyoaktif boyar maddeler ve
bazilarinda yiiksek maliyet ve uzun zaman alic1 bir yontem olan polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) teknigi kullanilmaktadir. Bu yontemlerde kullanilan maddelerin

toksik olmasi, kullanimlarinin gli¢ ve zaman alic1 olmasi, yiiksek maliyete sahip



olmalar1 ve radyasyona maruz kalinmasi gibi nedenlerle 6nemli sakincalar
dogurmaktadir (Service, 1998). Bu sebeplerden dolayr son donemlerde, bilinen
klasik yontemlere alternatif olacak elektrokimyasal DNA biyosensdrlerinin
tasarimi glindeme gelmis ve DNA nin nitel ve nicel analizlerine yonelik
gelistirilen elektrokimyasal DNA biyosensorlerine ait uygulamalarin sayisi, son
yillarda oldukc¢a artmistir (Ben-Yoav et al., 2012; Caligkan et al., 2009; Du et al.,
2009; Erdem et al., 2010; 2012a; 2012b; Gao et al., 2013; Karadeniz et al., 2011;
Liu, M. et al., 2012; Liu, X. et al., 2011; Muti et al., 2010; 2011; 2012; Sheng-
Zhen et al., 2012; Tichoniuk et al., 2010; Yumak et al., 2011; Zuo et al., 2009).

Manyetik  nanopartikiillerde boyut ve yiizey etkileri, manyetik
nanopartikiillerin manyetik davraniglarini belirlemektedir. Sekli, yiizey yapisi,
bilesimi ve bunlarin sonucu olusan nanopartikiiliin manyetik 6zellikleri farklilik
gostermektedir. Belirli cap boyutuna sahip manyetik nanopartikiiller siv1 ortamda
miknatis yardimiyla manyetik olarak ayrilmaya elverislidirler. Miknatisin
manyetik etkisi uzaklastirildiginda ise manyetik nanopartikiillerin tekrar ¢ozelti
icerisine dagilmalart miimkiindiir (Jiang et al., 2011; Yamaura et al., 2004).
Manyetik duyarliligr yiiksek olan bu nanopartikiiller, biyoteknoloji alanindaki
caligmalarda oldukga fazla yer almaktadir. Manyetik nanopartikiiller kullanilarak
DNA analizlerinin yapilmasina ve dizi se¢imli niikleik asit hibridizasyonunun
tayinine yonelik calismalarin sayisi son donemlerde giderek artmaktadir (Berti et
al., 2009; Erdem et al., 2005; 2007b; 2013a; 2013b; Geng et al., 2011; Hassen et
al., 2008; Karadeniz et al., 2009; Laschi et al.,2009; Loaiza et al., 2011; Palecek et
al., 2002a; 2007; Smerkova et al., 2013; Wang et al., 2001; 2002b; 2003a; 2003b;
2004; Yang et al., 2013).

Calismamizda, manyetik nanopartikiil yiizeyinde dizi se¢imli niikleik asit
hibridizasyonunun en se¢imli ve en etkin bir sekilde ger¢eklestirilmesi, ardindan
dizi sec¢imli hibridizasyonun voltametrik yonteme dayali tayini icin tek
kullanimlik elektrokimyasal sensor teknolojisinin gelistirilmesi hedeflendi. Bunun
icin c¢aligmamiza, malzeme biliminin irettigi ve giincel uygulamalar olarak
literatiirde karsimiza ¢ikan manyetik nanopartikiillerin elektrokimyasal sensor
teknolojisine getirdigi avantajlar kullanilarak; (a) boyutlar1 kiigtiltiilerek
hassasiyetleri arttirilmis olan malzemelere dayali elektrokimyasal sensor
teknolojilerinin tasarim ve uygulamalarini géstermek ve (b) multidisipliner alanda
arastirma yapacak arastirmacilara kaynak olusturacak bir ¢alisma hedeflenerek,
amino isaretli manyetik nanopartikiilii sentezi yapilarak baslandi. Silanizasyon

islemi sonunda uclarma amino gruplari baglanan manyetik nanopartikiillerin,



taramali elektron mikroskobu (SEM) ile mikroskopik ve fourier dontisiimlii
kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ile spektroskopik karakterizasyonlari yapilarak,
nanopartikiil sentezinin sonuglar1 aydinlatilmaya c¢alisildi. Ayrica, manyetik
nanopartikiillerin manyetik 6zelligi, elektron spin rezonans (ESR) spektrometresi
ile gosterildi. Calisma boyunca nanopartikiillerin dagitilip, saklanacagi tampon
cozeltinin arastirllmasma yonelik c¢alismalar yapildi. Bdylece manyetik
nanopartikiillerin daha stabil kaldig1 ¢o6zelti ortami arastirilip, calismalara

belirlenen tampon ¢ozeltisinde devam edildi.

Calisgmamizin ikinci boliimde, uygun ¢ozelti ortaminda hazirlanan amino
isaretli manyetik nanopartikiil (PBTw-nano-MP-NH,) ylizeyinde HBV DNA
hibridizasyon analizlerine yonelik optimizasyon c¢alismalar1 gergeklestirildi.
Manyetik nanopartikiil yiizeyine immobilize edilen hepatit B viriisiinii temsil eden
tiyol isaretli prob DNA dizisinin konsantrasyonu, hibridizasyon i¢in hedef DNA
dizisinin konsantrasyonu, hibridizasyon i¢in en verimli hibridizasyon siiresi ve
elde edilen yiizeyin sec¢imliligi incelendi. Bu ¢aligmalarla, manyetik nanopartikiil
yiizeyine immobilize prob DNA dizisinin en yiiksek kararlilikla baglanmasi,
sonrasinda da kendi hedef dizisiyle yiliksek sec¢imlilikle hibrit olusturulmasi
hedeflendi. Manyetik nanopartikiil yiizeyinde gerceklesen DNA hibriti, alkali
muamele sonucu partikiil ylizeyinden koparilip, tek kullanimlik kalem grafit
elektrot ylizeyine (PGE) immobilize edildi. Yiizeyine DNA immobilize edilmis
PGE’ lerin elektrokimyasal davranigi, diferansiyel puls voltametri (DPV)
teknigiyle kullanilarak guanin yiikseltgenme sinyali 6l¢iildii.

Calismamizda kullandigimiz PBTw-nano-MP-NH,’ lerin ¢alismamiz
boyunca stabilitesini kontrol etmek amaciyla belirli araliklarla (1., 4., 7., 14., 21,
28. giinlerde) manyetik nanopartikiil yiizeyine tiyol isaretli 12 guanin bazli DNA
dizisi tutturuldu. Daha sonra prob dizisi manyetik nanopartikiil ylizeyinden
koparilip, PGE yiizeyine immobilize edildi ve DPV teknigi kullanilarak guanin
yiikseltgenme sinyalleri 6l¢iildii. Guanin yiikseltgenme sinyallerindeki degisime

gore manyetik nanopartikiil stabilitesi yorumlandi.

Sonu¢ olarak, manyetik nanopartikiillere dayali elektrokimyasal DNA
analizlerinde tek kullanimlik kalem grafit elektrotlarin kullanilmasiyla, duyarlilig1
ve se¢imliligi yiiksek, ayn1 zamanda kolay hazirlanabilen ve hizli yanit verme
ozelligine sahip elektrokimyasal sensorlerin gelistirilmesi ve dizi se¢imli niikleik

asit analizlerine uygulanmasi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER
2.1.Elektrokimya

Maddenin elektrik enerjisi ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan kimyasal
doniistimler ile fiziksel degisiklikleri ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisime
cevrilmesini inceleyen bilim dali, elektrokimya olarak tanimlanir (Skoog et al.,
1996). Elektrokimyasal tepkimeler, yiikseltgenme-indirgenme tiirii tepkimelerdir,
elektron transferi s6z konusudur ve elektrokimyasal hiicre adi verilen bir hiicrede
yiiriitiiliir. Indirgenme (REDiiksiyon) — yiikseltgenme (OKSidasyon); REDOKS
reaksiyonlar1 olarak kisaltilmaktadir. Indirgen, elektron vericisi, yiikseltgen ise

elektron alcisidir.

Son yillarda, elektrokimyaya dayali yontemler, diger yOntemlere
bakildiginda daha ucuz olmasi, uygulanabilirlik acisindan pratik olmasi, duyarl
ve se¢imli sonuglar1 daha kisa siirede vermesi gibi Ozellikleriyle 6n plana
cikmaktadir. Ayrica, elektroanalitik teknikler ¢ok diisiik tayin sinirlarina

ulasabilirler.

Bir elektrokimyasal tepkimenin olusabilmesi i¢in, incelenen maddeyi igeren
bir ¢ozelti, maddenin kimyasal doniisiime ugradigi elektrot sistemi ve bu
elektrotlar1 birbirine baglayan bir ¢evirim sistemi gereklidir. Cozelti olarak
elektriksel iletkenligi saglamak amaciyla tampon c¢ozelti kullanilir. Cesitli
elektrolitik yontemler ile dogru akim (DC), diferansiyel puls (DPV), dontisiimlii
voltametri (CV) vb. de belirli potansiyel araliginda tarama yapilarak meydana
gelen akim siddeti olgiilir. Akim, difiizyona bagl olarak olustugundan dolay1
burada olgiilen diflizyon akimidir. Diflizyon, elektrot ylizeyinin yakinindaki

difiizyon tabakasinda olusur ve akimin siddeti, difiizyon hiz1 ile dogru orantilidir.
2.1.1. Elektrokimyasal tabakalar

Elektrokimyasal dl¢limler sirasinda, elektrot yiizeyi ile analit sivis1 arasinda
elektrodun kendisine bitisik olan c¢o6zelti tabakasindaki bir tiire elektron
vermesinden ya da o tabakadan elektron almasindan dolay1 heterojen tabakalar
meydana gelmektedir. Genel olarak karigtirillan sistemlerdeki heterojen

tabakalarin bilesimi Sekil 2.1 de goziikmektedir.
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Sekil 2.1. Elektrot yiizeyindeki tabakalarin sematik olarak gosterilmesi.

Tiirbiilent akis tabakasi: Sivi hareketinin diizenli bir akis modeli olmayan bu

tabaka, elektrottan uzak ¢ozelti yigininda gozlenir.

Laminer akis bolgesi: Yiizeye yaklastiginda olusan laminer akista sivi tabakalari

elektrot ylizeyine paralel bir yonde birbiri lizerinde kayarlar.

Nernst difiizyon tabakasi: Akma ya da donme hizi belli bir degerde sabit
tutuldugunda, karismayan ve diflizyonla tagimanin gerceklestigi bir katmanin
kalinlig1 (8) Nernst’ ¢ gore sabit kalir ve Nernst difiizyon katmani kalinlig1 adini
alir. Elektrot yiizeyinden & cm uzakta, laminer akimmin hizi sivi ile elektrot
arasindaki siirtinmeden dolayr sifira yaklasir ve bunun sonucunda da elektrot
cevresindeki ince, durgun bir ¢oOzelti tabakasi olusur. Genellikle bu ¢ozelti

tabakasi, 10— 10~ cm kalinhiginda olabilir.



2.1.2. Elektrokimyasal tabakalarin elektriksel olarak incelenmesi

Elektroliz olayinda devreden faradayik akim ile birlikte devreden sigasal
(kapasitif) akimda gecger. Bunun nedeni, elektrot c¢ozeltiye daldirildiginda,
doymamis yiizey kuvvetleri nedeniyle, elektrot yiizeyinin ¢ozeltideki iyonlar1 ve
polar ¢6zgen molekiilleri adsorplamasidir. Zit yiiklii iyonlarda bunlarin karsisina
dizilerek bir tabaka olusturur. Elektrot yilizeyindeki ve yiizeye bitisik ¢ozeltideki
bu yiik topluluguna elektriksel ¢ift tabaka denir (Wang, 2006; Skoog et al., 1996).

2.1.3. Elektrokimyasal bir olayda kiitle aktarim yollar:

Kimyasal, elektriksel ya da mekanik bir kuvvet etki etmesiyle, elektrolitteki

bir tanecik bir yerden baska bir yere taginabilir. (Tural vd., 2003).

Bir elektrokimyasal hiicrenin c¢alismasi sirasinda da, maddenin elektrot
yiizeyine aktarim yollar1 {i¢ sekilde gerceklesmektedir (Wang, 2006; Yildiz ve
Geng, 1993):

a) Elektriksel go¢ (Migrasyon): Elektriksel alan altinda iyonlar, bu alandan

kaynaklanan kuvvet etkisiyle hareket ederler.

b) Karistirma (Konveksiyon): Karistirma veya elektrotun donmesi gibi mekanik

kuvvetler sonucunda olusan kiitle aktarim yoludur.

¢) Difiizyon: Elektrot ylizeyindeki siv1 filmi ile ¢ozelti arasindaki konsantrasyon

farklarindan kaynaklanan bir kiitle aktarim yoludur.

2.1.4. Voltametri ve esaslar1 (Wang, 2006; Skoog et al., 1996; Yildiz ve Geng,
1993)

Voltametri, bir indikator veya ¢aligma elektrotu polarize oldugunda, akimin
uygulanan potansiyelin bir fonksiyonu olarak dlgiilmesinden faydalanilarak analit
hakkinda bilgi edinilen bir grup elektroanalitik yontemlere verilen isimdir.
Uygulanan gerilimin 6lgiilen akim degerlerine karsi ¢izilen grafigine voltamogram

denir.

Voltametrik 6l¢iim sisteminde, calisma elektrodu, referans (karsilastirma)

elektrodu ve yardimci (karsi) elektrodu olmak {izere ii¢ elektrot bulunmaktadir.



Akim, calisma ve yardimci elektrotlar arasinda akar; calisma ve referans

elektrotlar arasindaki voltaj kaydedilir.

Calisma elektrodu, ylizeyinde analizlenecek maddenin yiikseltgendigi veya
indirgendigi elektrottur. Voltametride kullanilan bu elektrotlarin hem kimyasal
hem de elektrokimyasal 6zellikleri ¢ok dnemlidir. Bu nedenle voltametride sinirli
sayida polarlanabilen soy metal elektrotlar, ¢esitli karbon elektrotlar ve modifiye
elektrotlar kullanilir. Polarizasyonu arttirmak i¢in voltametride kullanilan ¢alisma
elektrotlari, birkag milimetre kare ya da daha kii¢iikk olan mikroelektrotlardir.
Referans elektrot olarak ikinci sinif metal-metal iyonu elektrotlar1 kullanilir. En
cok olarak Ag/AgCl referans elektrot veya doygun kalomel elektrot (DKE)
kullanilmaktadir. Diger bir elektrot olan yardimci elektrot olarak, platin, grafit,
tantal ya da tungsten tel cubuklar gibi soy metal kullanilir. Bu elektrotun ¢alisma
elektrotunda olusan reaksiyona ve 6lgme etkisi yoktur. Bu ¢alisma elektrotuyla bir
cift olusturur, onu elektronla besler, ayrica ortamda olusabilecek istenmeyen

akimlarin iizerinden gegmesine izin verir.
Bir maddenin elektrokimyasal davranigini incelerken, kullanilan ¢alisma
elektrodun, kullanilan ¢6ziicliniin ve elektrolitin tiirline bagl olarak elektroda

uygulanabilecek gerilim araliginin sinirlar1 belirlenmektedir.

2.1.4.1. Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri

Elektrokimyasal hiicreye degistirilebilir potansiyelde sinyaller uygulanir. Bu
uyarma sinyalleri, karakteristik akim cevaplarini olusturur (Wang, 2006; Skoog et
al., 1996).

Voltametride en ¢ok kullanilan dogrusal taramali, diferansiyel puls, kare

dalga ve liggen dalga olarak dort uyarma sinyalinin sekli, sekil 2.2 de verilmistir.



Dogrusal Taramali Diferansiyel Puls
E HiDRUDiNAl’L’!iK E DIFEPRSE:IYEL
bl POLAROGRAFiSI
Zaman —p Zaman —
Kare Dalga Ucgen
E KARE DALGA E DONUSUMLU
VOLTAMETRI /\ R VOLTAMETRI
Zaman —p Zaman ——p

Sekil 2.2. Voltametride kullanilan potansiyel uyarma sinyalleri.

2.1.4.2. Voltametrik Cihazlar (Wang, 2006; Skoog et al., 1996; Yildiz ve Geng,
1993)

Voltametrik cihazlar, elektrokimyasal hiicre, analit ve reaktif olmayan

destek elektrolitin asirisin1 igeren bir ¢ozeltiye daldirilmis {i¢ elektrottan

olusmaktadir.
POTANSIYOSTAT
referans ___| __calisma
elektrot elektrotu
yardimci
- elektrot

Sekil 2.3. Uclii elektrot sisteminin sematize edilmesi.
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1. Calisma elektrotu (indikator elektrot): Yiizeyinde analitin yiikseltgendigi
veya indirgendigi elektrottur. Analit reaksiyonun meydana geldigi ve zamanla
potansiyeli analit konsantrasyonundaki degisimlerle bagli olarak degisen

elektrottur.

2. Referans elektrot (Karsilagtirma elektrot): Analit ¢ozeltisinin 6zelliklerinden
bagimsiz olup sabit elektrot potansiyeline sahip yar1 hiicredir. Ayrica anot olarak
ele alinir. Genel olarak Ag/AgCl referans elektrot veya doygun kalomel elektrot
(DKE) referans elektrot olarak kullanilmaktadir. Referans elektrotu i¢eren kontrol
devresinin elektrik direnci ¢ok biiyiiktir (> 10" ), bu nedenle devreden
neredeyse hi¢ akim gecmez. Ideal bir referans elektrot, tersinirdir, Nernst
esitligine uyar, kii¢lik akim siddetlerinde polarlanmaz, potansiyeli deney siiresince

sabit kalir ve sicaklik degisimlerinde kii¢iik bir degisim gosterir.

3. Yardima elektrot (karsit elektrot): Sinyal kaynagindan ¢ikan elektrigin
cozeltiden gecerek calisma elektroduna aktarilmasini saglamaktadir. Bu
elektrotun, caligma elektrotunda olusan reaksiyona ve Olglime etkisi yoktur.
Calisma elektrotu ile bir ¢ift olusturur, onu elektronlarla besler, ayrica ortamda

olusabilecek istenmeyen akimlarin {izerinden ge¢mesine izin verir.

2.1.4.3. Voltametride kullanilan referans elektrotlari

Elektroanalitik uygulamalarda, potansiyeli bilinen, sabit olan ve ortamdaki
¢oOzeltinin bilesiminden etkilenmeyen elektrotlardir (Skoog et al., 1996; Evans,
1991; Pietrzyk and Frank, 1979; Yildiz ve Geng, 1993).

Elektrokimyada ilk referans elektrot olarak Standart Hidrojen Elektrot
(SHE) kullanilmistir. Fakat hazirlanmasi zor bir elektrot oldugu i¢in kullanimi ¢ok

yaygin degildir.
Kullanilan referans elektrot cesitleri sunlardir;

Kalomel Referans Elektrot (Hg/Hg,Cl,): Kalomel (Hg,Cl,) ve metalik civadan
olusan bir karisim ile KCl ¢ozeltisinden olusur. Elektrodun potansiyeli, kloriir
iyonlarinin aktifligine baghdir. Hazirlanisinin kolay olmasi sebebiyle Doygun
Kalomel Elektrot (DKE), analitik kimyacilarin ¢ok kullandiklar1 bir elektrottur.
Potansiyeli, Standart Hidrojen elektrotuna (SHE) gore 25°C de + 0,244 V olarak
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bulunmustur. Molar ve desimolar tip kalomel elektrotlara gore sicaklik katsayisi

bir miktar daha yiiksektir.

Giimiis-Giimiis Kloriir Referans Elektrot: Glimiis telin, elektrolitik yolla AgCl
ile kaplanip kloriir iyonu iceren bir ¢ozeltiye daldirilmasiyla elde edilen giimiis-
giimiis kloriir referans elektrot en yaygin kullanilan referans elektrotlardan biridir.
Doygun KCl c¢ozeltisi kullanildigt zaman standart hidrojen elektrotuna gore
potansiyeli, + 0,222 V dur.

Civa-Civa(1)Siilfat Referans Elektrot: Bu elektrot, doygun kalomel elektrota

benzemektedir. Potansiyeli, siilfat iyonlarinin aktifligi ile belirlenir.

Bir referans elektrot, kolay hazirlanabilmeli, potansiyelin sicaklikla degisim
katsayist kiiciik olmali, belli bir akim aralifinda tersinir davranmali; yani i¢inden
kiiciik akimlar gectiginde bile gerilimi sabit kalmalidir. Polarize edilemeyen bir
elektrot olmali, potansiyeli zamanla degismemeli, dogru ve tekrarlanabilen bir

potansiyel degeri hizli bir sekilde okumalidir.

2.1.4.4. Voltametride kullanilan calisma elektrotlari

Calisma elektrotlar1 olarak kullanilan materyaller, voltametrik analizlerin
sonuclarinin verimliligini 6nemli Olc¢lide etkilemektedir. Cogunlukla voltametri
caligmalarinda, altin gibi inert bir metal, karbon, camsi karbon, kalay oksit ya da
indiyum oksit gibi yari-iletken veya civa filmi ile kaplanmis bir metalden yapilmis
calisma elektrotlar1 kullanilmaktadir. Calisma elektrotu, analiz sonuglarina bu
kadar etki ettigi icin calisma elektrodun da ¢esitli 6zellikler aranmaktadir. Bu
ozelliklerin basinda, tekrarlanabilir sonug¢ verme 6zelligi ve yiiksek sinyal/giirtiltii
oranini saglanmasi1 yer almaktadir. Biyosensor tasarimlari sirasinda c¢aligma
elektrodu i¢in, kullanimina uygun potansiyel araligi, elektrik iletkenligi,
tekrarlanabilir ylizey elde edilmesinin kolayligi, mekanik ozellikleri, maliyeti,

ulagilabilirligi ve toksisitesi de incelenmektedir.

Calisma elektrotlari i¢in uygun potansiyel araligi tespitinin yapilmasi biiytik
onem tagimaktadir. Bazi analizlerde sadece elektrodun potansiyel araliginin
belirlenmesi yeterli olmaz. Sulu c¢ozeltilerde yapilan calismalarda, elektrot
malzemesinin yani sira elektrotlarin daldirildigi ¢6zeltinin bilesimi de incelenip
buna bagl olarak potansiyel araligi belirlenmelidir. Pozitif potansiyel sinirlari

genellikle molekiiler oksijen verecek sekilde, suyun yiikseltgenmesi sonunda
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olusan biiyilk akimlarca belirlenir. Negatif potansiyel sinirlart yine suyun

indirgenmesi sonunda olusan hidrojenden kaynaklanir.

Kullanilan iki ¢caligma ortamina gore karbon ve civa ¢alisma elektrotlari icin
secilen potansiyel araliklar1 su sekilde belirlenmistir; 1 M HCIO4 ortaminda
karbon elektrot i¢in + 0,2 V ile + 1,8 V araligi, civa elektrot icin - 0,8 V ile + 0,4
V aralig1 belirlenmis olup, 0,1 M KCI ortaminda karbon elektrot — 1,0 V ile + 1,2
V araligy, civa elektrot icin — 1,6 V ile + 0,2 V araligidir.

Karbon Elektrotlar

Karbon elektrotlar, elektrokimyasal analizlerde kati elektrotlar arasinda en
yaygin kullanimina sahip elektrotlardir. Ciinkii analizler sirasinda, ucuzluk, genis
potansiyel araligi, cesitli algilama ve tayinlere uyarlanabilirlik, diisiik zemin
akimi, kimyasal inertlik gibi avantaj saglayan bircok ozelligi bulunmaktadir.
Fakat bu 6zelliklerin yani sira, karbonun yiiksek bir ylizey aktivitesi vardir. Bu
sebeple, organik bilesikler tarafindan kolayca kirletilebilmesi dezavantaj olarak
goriilmektedir. Organik bilesiklerde bulunan hidrojen, hidroksil ve karboksil
gruplar1 ve hatta kinonlar karbon ylizeyinde bag olusturup, karbon ylizeyine
birgok degisik madde tutturulabilmesine ortam yaratmaktadir. Yapilan
caligmalarda kullanilan karbon elektrot materyalleri, camsi karbon (glassy
carbon), karbon pastasi, karbon fiber, karbon filmler, karbon kompozit (grafit

epoksi, ... vb.) olarak siralanabilir.

Karbon elektrot ¢esitleri;

Karbon Pastas1 Elektrotu (CPE): Cesitli oranlarda grafit tozu ile mineral

yagin (nujol, parafin yagi, silikon yagi ve bromonaftalen) karistirilarak karbon
pastasi olusturulur. Elde edilen karbon pastasi, 3 mm capinda igerisinden iletken
tel gecirilmis cam boru igine yerlestirilerek elektrot hazirlanmis olur. Karbon
pastast elektrodu, diisiik maliyetli, ylizeyinin kolay temizlenebilmesi ve diigiik
zemin akimina sahip olmasi sebebiyle calismalarda sikla tercih edilen bir ¢alisma
elektrodudur. Fakat hazirlanan karbon pastasinin, organik c¢odzgen igeren
cozeltilerde dagilma durumu ¢ok Onemli bir dezavantaj olup, bu elektrodun

caligma alanii kisitlamaktadir.
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Karbon Pastasi

[ Pe—

——

Karbon Pastasi
Elektrodu

Teflon veya Cam

iletken Tel

Sekil 2.4. Karbon pastasi elektrodu (CPE).

Cams1 Karbon Elektrotlar (GCE): Fenol / formaldehit polimerlerinin
veya poliakrilonitrilin 1000 °C — 3000 °C arasinda basing altinda karbonizasyona

ugratilmasiyla camsi karbon elektrot elde edilmektedir. Kimyasal tepkimelere
girmemesi, genis potansiyel araligi olmasi, yiizeyinin fiziksel dayanikliliginin
yiiksek olmasi, ¢ok iyi elektriksel ve mekanik 6zelliklerinin olmasi camsi karbon
elektrodun tercih sebepleridir. Ayrica karbon pastast elektrodu ile
karsilagtirildiginda camsi karbon elektrodunun elektrokimyasal yanit 6zellikleri
yiizey 0zelliklerinden dolay:1 daha iyidir. Fakat bu elektrodun da dezavantaji ticari

elektrot liretimine uygun olmamasidir.

Camsi yiizey

Teflon veya Cam

iletken Tel

Camsi1 Karbon Elektrot

Sekil 2.5. Camsi karbon elektrot (GCE).
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Perde Baskili Karbon (grafit) Elektrotlar (SPCE): Son yillarda 6zellikle
biyosensor teknolojisinde tek kullanimlik perde baskili karbon elektrotlar ¢ok

yaygin sekilde kullanilmaya baglanmistir. Biyosensor teknolojisinde DNA
mikrogip teknolojisine uyarlanabilirligi ac¢isindan basarili sonuglar vermesi
nedeniyle gelecekte bu elektrotlara daha da fazla yer verilecegi 6n goriilmektedir
(Carpini et al., 2004; Karadeniz et al., 2008; Rohrbach et al., 2012).

Yardimei elektrot

s Calisma elektrodu

Referans elektrot

Sekil 2.6. Perde baskil1 karbon (grafit) elektrodu (SPCE).

Kalem Grafit Elektrotlar (PGE): Tek kullanimlik olmasi ve kolay

yenilenebilen ylizey saglamasi kalem grafit elektrodu, diger karbon elektrotlara

kiyasla daha iistiin oldugunu gostermektedir. Son yillardaki ¢alismalarda daha ¢ok
tercih edilmektedir. Diislik tayin smiri, ucuzluk ve tekrarlanabilirliginin iyi
olmast gibi oOzellikleri sebebiyle kalem grafit elektrodun kullanilmasini

arttirmaktadir.
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Kalem Grafit—;
Elektrodu

—el

Grafit yiizey
(kalem ucu)

Sekil 2.7. Kalem grafit elektrodu (PGE) ve grafit yilizeyin yapisi.

Metal elektrotlar

Yiiksek elektron transfer kinetiklerine ve genis bir potansiyel araligina sahip
olmast nedeniyle metal elektrotlar tercih edilmektedir. Platin ve altin elektrot

metal elektrot tipleridir.

ince Altin Disk

Teflon veya Cam

iletken Tel

Altin Elektrot

Sekil 2.8. Altin elektrot (AuE).
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2.1.4.5. Voltametrik akimlar

Elektrot sistemine gerilim uygulandiginda kapasitif akim ve Faradayik akim

olmak iizere iki ¢esit akim olusur (Wang, 2006; Skoog et al., 1996).

a) Kapasitif akim (i;) : Bir elektrotun bir elektrolit ¢ozeltisine daldirilmast
ve negatif yiikle yiikklenmesiyle ¢ozeltideki pozitif yiiklii iyonlar elektroda dogru
cekilir. Boylece ara ylizeyde bir gerilim farki olusur. Ters isaretli yiiklerin ara
yiizeyin iki tarafinda birikmesi ile bu bolgede bir elektriksel ¢ift tabaka olusur.
Olusan bu cift tabaka, bir kapasitor gibi davranir. Bu kapasitorii yliklemek i¢in
ortamda yiikseltgenecek veya indirgenecek madde olmasa dahi bir akim olusur.
Bu akim reaksiyona bagli degildir; sistemden kaynaklanir ki bu akima kapasitif
akim denir. Ne kadar diisiik olursa, o kadar duyar 6l¢iim yapilir. Kapasitif akim

fon akimin olugsmasina neden olan etkenlerden biridir.

b) Faradayik akim (ir): Reaksiyondan kaynaklanan (analiz edilecek

maddeden) akimdir.
i=if+i. oldugundan i, azalirsa duyarlilik artar.

Genellikle 107 M ve iistiinde; i. < ir dir ve ¢alisilabilir. 10* M da kismen

iyi sonug alinir. 10° M ve iistiinde; ic >> ir oldugu i¢in ¢alisilamaz.

2.1.4.6. Elektrokimvasal bir olayda faradavik islemler

Cozelti ve elektrot arasindaki ylizeyden akimin iletimi sirasinda,
elektrotlardan birinde ylikseltgenme reaksiyonlar1 olurken, digerinde indirgenme

reaksiyonu meydana gelir. Bu reaksiyonlarda;

O+ne <R

O ve R’nin, sirastyla, redoks ¢iftinin, yiikseltgenmis ve indirgenmis seklini
ifade ettigi tepkime ile gosterilmektedir. Termodinamik kurallarla kontrol edilen
sistemlerde, elektrot potansiyeli, elektroaktif tiirin elektrot yiizeyindeki
derisiminin [Cy(0,t) ve Cgr(0,t)], Nernst denklemine goére saptanmasinda
kullanilabilir (Wang, 2006; Skoog et al., 1996).
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E= E'_ RT & Cr (0.t)
n.F c, (0.8

E” = Redoks tepkimesi i¢in standart potansiyel

R = Gaz sabiti (8.314 JK 'mol™)

T = Sicaklik (°K)

n = Reaksiyonda transfer edilen elektron sayist

F = Faraday sabiti (96487 Coulombs)

Elektrot ara ylizeyinde meydana gelen redoks tepkimesi sirasinda akim,
elektronlarin dogrudan aktarimi yoluyla iletilir. Bir elektrottaki kimyasal madde
miktarimin gegen akimla dogru orantili oldugunu ifade eden bu tip islemlere,

faradayik islemler, bu sekilde olusan akimlara da faradayik akimlar adi verilir.

Analizlenecek madde ve {iriinlerin konsantrasyonlari yalnizca elektrot

yiizeyinden uzakligin bir fonksiyonu olarak ve Nerst tabakasi icinde degisir.

2.1.4.7. Diferansiyel puls voltametri (DPV) (Wang, 2006; Skoog et al., 1996;
Yildiz ve Geng, 1993; Tural vd., 2003)

Diferansiyel puls voltametri tekniginde, yavasga yiikselen bir DC sinyali
tizerine yiikseklikleri sabit voltaj pulslarmin binistirilmesi ile olusan uyarici sinyal
kullanilmaktadir. Akim, pulstan hemen 6nce ve pulsun sonuna dogru iki kere
Olgiilerek bunlarin farki sinyal olarak kaydedilmektedir. Bu dl¢lim sayesinde,
normal puls voltametrisinde pulsun sonunda saptanan akimdaki sigasal bileseni
azaltmak ve se¢imliligi arttirmak amaclanmaktadir. Bu teknikle, puls genliginin
ve potansiyelin iyi se¢ilmesiyle duyarlilik arttirilabilmektedir. Bir ¢ok durumda 50
mV kadar bir potansiyel farkli olan maddeler i¢in bile birbirinden farkli
konumlarda pik maksimumlari elde edilebilmektedir. Diferansiyel puls tekniginin
avantaji, akimin orneklendigi noktalarda kapasitif akimin minimum olmasidir. Bu
nedenle sinyal/giiriiltii oran1 iyilestirilmis olup, 107"-10" M derisimlerin tayinine
imkan vermektedir.
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Al

Sekil 2.9. Diferansiyel puls voltametrisi i¢in kullanilan uyarma sinyali.

10 mV'luk veya 50 mV'luk bir puls civa damlasina uygulanir. Uygulanan
pulsun belli bir zaman Oncesi ve sonrasinda, puls basina elde edilen akimdaki fark
(A1), dogrusal olarak artan potansiyelin fonksiyonu olarak kaydedilir. Gozlenen

diferansiyel egri pik seklinde olup, yiiksekligi konsantrasyonla dogru orantilidir.

Bu teknigin yiiksek duyarliligi, fardayik akimin artmasi ve faradayik
olmayan yiikleme akiminin azalmasi olmak {izere iki sekilde agiklanmaktadir.
Faradaik akimdaki artis1 agiklamak i¢in potansiyelin aniden 20-100 mV
arttirtlmasiyla bir elektrodun ¢evresindeki ylizeyde meydana gelen olaylar
incelemek gerekir. Bu yiizeydeki reaktif taneciklerin konsantrasyonu yeni
potansiyelin gerektirdigi seviyeye diisecek sekilde akimda biiyiik dalgalanmalar
meydana gelir. Denge konsantrasyonuna ulasilirken akim azalarak, sadece
diflizyona kars1 koyacak bir seviyeye iner; bu "diflizyon-kontrollii akim" dir.
Klasik voltametride baslangic akiminda dalgalanma goriilmez, ¢iinkii Slgme
zaman skalasi ani akimin yasam siiresine kiyasla olduk¢a uzundur. Puls
voltametride ise akim, dalgalanma tiimiiyle kesilmeden 6nce Sl¢iiliir. Bu durumda,
Olgiilen akimda hem diflizyon kontrollii akim, hem de yiizey tabakasindaki

konsantrasyonu Nernst denkleminin gerektirdigi seviyeye diisiiren akim bulunur.

Elektroda ek potansiyel pulsu verildiginde, ayni zamanda, faradaik olmayan
akim dalgalanmasi da olur ve elektrot iizerindeki yiik artar. Bu akim zamanla
eksponensiyel olarak azalarak, yilizey degisikliginin en az oldugu zaman sifira
diiser. Sadece bu anda o6lgiilen akimda artik akim yoktur ve sinyal/giiriiltii orani

biiyiiktiir; sonugta yiiksek hassasiyet elde edilir.
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Kullanim kolayligi, yliksek duyarliligi ve segiciligi 6zelliklerinden dolay1
puls yontemleri glinlimiizde ¢ogu klasik yontemin yerini almistir. Puls yontemleri
kantitatif uygulamalarda, genellikle pik yiiksekliklerinin analizlenecek madde
konsantrasyonuna kars1 grafik gecirildigi kalibrasyon egrileri ¢izilmesi

caligmalarinda kullanilmaktadir.
2.2. Biyosensor

Biyosensorler (biyo-alicilar, biyolojik dedektorler), biyolojik kaynakli bir
tanima ylizeyini ve fizikokimyasal c¢evirici sisteminden olusan, biyolojik
molekiiller kullanilarak diger molekiilleri, direkt veya indirekt olarak saptayabilen
cihazlardir. Diger bir tanimla, biyoaktif materyaller i¢eren ve biyolojik ortamlarda

bulunan ¢esitli maddelerin analizi i¢in kullanilan analitik cihazlardir.

1950 1i yillarin ortalarinda L.C. Clark’in bir ameliyat sirasinda kanin O,
miktarini bir elektrot ile izlemesiyle birlikte biyosensdrlerin tarihi baglamis oldu.
Daha sonra 1962 yilinda Clark ve Lyons, glikoz oksidaz (GOD) enzimini O,
elektrodu ile kombine ederek kanin glikoz diizeyini 6l¢gmeyi basarmislardir. Bu
sekilde yeni bir analitik sistem olusturuldu. Bu sistem bir yandan enzimin ytiksek
spesifikligini bir yandan da elektrodun tayin duyarliligmni birlestirerek, genis

spektrumlu bir uygulama olanagi bulmustur.

Bir biyosensor sistemi, ii¢ ana bilesenden olusmaktadir. Bu bilesenler; segici
tanima mekanizmasina sahip biyoajan, fizikokimyasal sinyalleri elektronik
sinyallere doniistiirebilen ¢evirici ve elektronik kisimdir (Coulet, 1991; Turner,
1987).

Biyosensorlerin ~ {irettigi  sinyal, biyoajanin segiciligi ve analitin
konsantrasyonuyla orantili  olarak  degismektedir. Bu sinyal proton
konsantrasyonundaki degisimden, amonyak veya oksijen gibi gazlarin salinmasi
ya da yiikseltgenmesinden, 151k emisyonundan, absorbsiyon ya da reflektanstan,
1s1 emisyonundan, kiitle degisimi ve bunun gibi degisimlerden kaynaklanmaktadir
(Lei, 2006). Sinyal, ¢evirici sistemler yardimiyla elektrokimyasal, termal, akim,
sicaklik degisimi, potansiyel, optik olarak ya da piezo elektrik anlamda kiitle
artistyla Slgiilebilir forma doniistiiriilmektedir. Olgiilen sinyal daha sonra baska

analizler i¢in gili¢lendirilebilir, islenebilir veya depolanabilir.
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Analit Biyoajan Cevirici Sistem Elektronik
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Sekil 2.10. Biyosensor yapisinin sematize edilmesi.

Biyosensor endiistrisi her gecen giin gelismekte olup, pazar olarak medikal,
cevre, gida ve askeri alanlar1 igeren dort temel boliime sahip oldugu
belirtilmektedir. Biyosensorler, klinik teshis, tibbi uygulamalar, siire¢ denetleme,
biyoreaktorler, kalite kontrol, tarim ve veterinerlik, bakteriyel ve viral teshis, ilag
tiretimi endiistriyel atik su denetimi, madencilik, askeri savunma sanayi gibi

alanlarda yaygin olarak kullanmaktadir.

Gilintimiizde en ¢ok tercih edilen analit ayirma teknikleri olarak, ince tabaka
kromatografisi (TLC), sivi kromatografisi (LC), yiiksek performanslt sivi
kromatografisi (HPLC) kullanilmaktadir. Ayirma islemi gerceklestirildikten sonra
floresans dl¢limii, UV absorbsiyonu, kiitle spektrofotometrisi ya da amperometrik
tayin yontemleri kullanilarak analiz yapilmaktadir. Biyosensorlerde bu analiz
yontemleri i¢inde yer almaktadir. Biyosensorlerin uygun hassasiyeti, dogrusalligi
gostermesi, yiiksek spesifikligi, renkli ve bulanik c¢ozeltilerde genis bir
konsantrasyon araliginda dogrudan ol¢iime olanak saglamasi gibi stiinliikleri
diger tekniklere gére daha fazla avantaj saglamaktadir (Telefoncu, 1999). Ayrica

biyosensorler basit kullanima, hiza, diisiik maliyete sahip ve ¢ogaltilabilir analitik
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cihazlardir. Ayrica segicilik 6zelligi, analiz sirasinda 6rnek 6n hazirligina ve fazla
miktarda 6rnege gerek duymadan kompleks karigimlarda ger¢ek zamanli analiz

icin yiiksek spesifiklikte cihazlarin gelistirilmesine olanak saglamaktadir.

Kompleks maddelerin rasyonel ve ucuz bir sekilde tayinini saglayan
biyosensorler, ekonomik ve toplumsal agirlik kazanmaktadirlar. Bu nedenle, son
zamanlarda biyosensorlerin Onemi biyocip teknolojisindeki gelismelere bagl

olarak her gecen giin artmaktadir.

In vivo uygulamalar i¢in biyouygunluk sorunlari, diger maddelerle olusan
spesifik olmayan adsorbsiyonlar, sensorlerin sterilize edilebilirlikleri,
biyoreseptdrlerin, antibadilerin ve enzimlerin uzun siireli stabilizasyonundaki
sorunlar, enzim bazli sensdrlerde immobilizasyon sorunlari, gidalardaki diger
bilesenlerin olusturdugu girisimin azaltilmasindaki problemler, sensorlerin
kiictiltiilmesindeki problemler gibi sorunlar biyosensorlerin ticari olarak

tiretilmesine engel teskil eden bazi etkenler arasinda yer almaktadir.
2.2.1. ideal bir biyosensériin sahip olmasi gereken ozellikler (Hall, 1990)

Secicilik: Ideal bir biyosensor icin en 6nemli 6zelliklerden biri secicilik
ozelligidir. Bu 6zelligi yeterli olmayan biyosensor icin, bu eksigi gidermek uzun

islemler yapilmasi gerekmektedir.

Kullanim 6mrii: Biyosensoriin kullanim dmriiniin azalmasini etkileyen etki
biyolojik ¢eviricinin aktivitesindeki azalmadir. Bununla birlikte, biyosensoriin
kalibrasyon siklig1, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi diger parametreleri de
etkilemektedir.

Tekrarlanabilirlik: Analiz sirasinda ard arda yapilan Ol¢limlerde ayni
kosullar sagladiginda hemen hemen ayni1 degerlerin bulunmasi istenir. Caligmalar
sirasinda bunun ¢ok miimkiin olmamasi dikkate alinarak, yapilan calismalarda
tekrarlanabilirlik parametresi incelenir. Ard arda yapilan Ol¢lim sonuglarinda
tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa, biyosensdriin uygulamalarmin da o kadar iyi

oldugu somucuna varilabilir.

Kalibrasyon gereksinmesi: Ideal bir biyosensériin kullanim siiresince

teorikte hic kalibrasyona gerek duymamasi ya da en az kalibrasyona gereksinmesi



22

beklenir. Fakat bu 6zellik, pratikte farklilik gostermektedir. Kullanim 6miirleri

boyunca biyosensorler, siklikla kalibre edilmelidirler.

Kararhik: Ideal biyosensodr icin, elektrot kararliliginin yiiksek olmasi
gerekmektedir. Kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligi, pH, 1s1, nem,
ortamdaki oksijen konsantrasyonu gibi parametrelerde kararlilik 6zelligini
etkilemektedir.

Yiiksek duyarhlik: Biyosensore immobilize edilmis biyolojik materyalin
yalniz belirli maddelere kars1 duyarli olmas1 gerekmektedir.

Yeterli diizeyde tayin simir1: Tasarlanan biyosensoriin tayin siniri, elektrot
yiizeyinin biiyiikliigiine, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye afinitesine,
immobilize edilen madde miktarina bagli olarak belirli bir konsantrasyon

degerinin altinda olmasi1 gerekmektedir.

Genis olciim arahgi: Biyosensorlerde Olglim aralii, biyosensorlerden
alinan akim-konsantrasyon egrilerinin lineer oldugu konsantrasyon araligi olarak

adlandirilmaktadir.

Hizh cevap zamani: Olcgiimlerden elde edilen akim-zaman egrilerine
bakilarak bir biyosensor elektrodunun cevap zamani anlasilmaktadir. Elde edilen
egride basamaklarin sekli basik ve genisse cevap zamani uzun (yavas), tersi bir

durum oldugunda ise cevap zamani kisa (hizli)'dir.

Hizh geriye donme zamani: Geriye donme zamani, 6rnegin amperometrik
caligmalarda, ilk 6rnekten ne kadar siire sonra ikinci Ornegin Olgiilebilecegini
belirler. Yani ilk 6rnegin ilavesinden sonra sabit akim degerleri kisa siirede

gozlenebiliyorsa, ikinci 6rnekte ayni siire sonra ilave edilebilecektir.

Basitlik ve ucuzluk: Kullanimi rahat ve kolay, tasarimi basit ve ucuz
biyosensorler ideal biyosensdrlerdir. ilk biyosensérlerde karmasik ve pahali
yapilarin, daha sonra basitlestirilmesi ve miimkiin oldugunca da ucuzlastirilmasi

icin ¢aligmalar yapilmaistir.

Kiiciiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Biyosensor tasarimi sirasinda
dikkat edilmesi gereken Ozelliklerden elektrotlarinin sterilize edilebilmesi ve

boyutlarin kiigiiltiilmesi olduk¢a dnemlidir.
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2.2.2. Biyosensor tasariminda kullanilan molekiiller ve yapilar

2.2.2.1. Niikleik asit ve DNA (Boyer, 2006; Nelson and Cox, 2008)

Niikleik asitlerin primer yapisi, ard1 ardina dizilmis niikleotitlerin birbirine
fosfat grubu kopriileriyle kovalent olarak baglanarak olusmaktadir. Baglanma
sirasinda fosfat grubu, niikleotitlerden birinin 5’-hidroksil grubuyla bunu izleyen
niikleotidin 3’-hidroksil grubu arasinda fosfodiester bagi olusturur. Sonug olarak,
niiklek asitlerin kovalent yapidaki omurgasi, birbirini izleyen fosfat ve pentoz
gruplarindan olusurken, azot iceren baz gruplari ise bu omurgaya diizenli

araliklarla baglanmis yan grup goriiniimiindedir.

|- 2.0 nm ri
| 3'-OH 5'-PO,
Seker-fosfat R
omurgasi t 0.34 nm
Minér
oluk
Major /
oluk
Hidrojen
bag
Baz gifti
X
3'-OH 5'-POy

Sekil 2.11. DNA bazlarinin eslesmesi (Boyer, 2006).

DNA (Deoksiriboniikleik asit) yapisinin aydinlatabilmek amaciyla Rosalind
Franklin ve Maurice Wilkins giiglii bir yontem olan X-1s11 kirmnimi yontemini
DNA iplikgilerinin analizinde kullanmis ve 1950 yilinin baslarinda DNA’ nin
karakteristik bir X-isinlar1 kirmmimi O6rnegi  gosterdigini  bulmuslardir. Bu

orneklerden anlagilan ise DNA molekiiliiniin heliks yapida oldugu ve uzun ekseni
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boyunca diizenli tekrarlanan iki yap1 gosterdigidir. Bunlardan biri 0,34 nm, digeri
ise 3,4 nm uzunlugundadir. Bundan sonraki problem DNA’ nm ii¢ boyutlu
yapisini, sadece X-1gin1 kirinimi degil, Chargaff tarafindan A ile T ve G ile C baz
esitligi kuralin1 ve diger kimyasal 6zellikleri kullanarak ¢oziimlemek olmustur.
1953 yilinda James D. Watson ve Francis Crick, DNA’ nin ii¢ boyutlu yapi
modelini tiim mevcut verileri kullanarak 6nermistir. DNA ayni1 eksen iizerine saga
dontigiimlii olarak birbirini sarilmig iki iplik¢ikten olugmustur. Birbirini izleyen
deoksiriboz ve fosfat gruplarmin hidrofilik omurgasi dis yiizde olup, yapiy1
cevreleyen suyla iligkilidir. Her bir iplik¢igin piirin ve pirimidin bazlar g¢ift
sarmalin i¢ tarafina yigilmistir. Ayrica hemen hemen diizlemsel ve hidrofilik olan
halkasal yapilar birbirine ¢ok yakin ve uzun eksene dil pozisyondadir. DNA’daki
iki iplikciligin karsiligiyla eslenerek dengelenmesi sonucu sarmalin yiizeyinde
major oluk ve mindr oluk olusur. Iplikgiklerden biri iizerindeki niikleotit baz1 ayni
diizlemde diger iplik¢igin baziyla eslesir. Watson ve Crick’ in 6nerdigi G’ nin ve
C ile A> nin T ile eslesmesi, Chargaff kurallarina da uyumludur. Bu
eslesmelerdeki en 6nemli konu G ve C arasinda ii¢ (G=C ile sembolize edilen), A
ve T arasinda sadece iki hidrojen bagi (A=T ile sembolize edilen) oldugudur.
G=C baz ciftinin, A=T baz c¢iftine oran1 yiikseldik¢e eslesmis DNA iplik¢ikleri
birbirinden daha zor ayrilir. Bazlarin bu diizen diginda eslesmesi ¢ift sarmal yapiy1

kararsiz hale getirir.

(|3H3 3!
B C H
H H.- ‘:“\"C/ 'R‘-C/
N~ | | _
| H/N"“C’N“‘*c]'ﬂmm
Na.cfc"‘x‘-N - ||
H—C [ | 0
: “—C, 2C
Adenin _N"-SNTT Ny
Cl'
T
N C H
JHT TCTTSC7 sitozin
0’ [ |
— I & N“‘C’ ~ci
uanin C/C-\N/ [

Sekil 2.12. DNA bazlar1 arasindaki baglar (Boyer, 2006).
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Niikleotitlerin hiicre metabolizmasinda ¢ok farkli gérevleri vardir. Bunlarin
baslicalar1 metabolik islemlerde kullanilan enerji; hiicrelerin hormonlara ve diger
hiicre dig1 uyarilara karsi yanitinda ana kimyasal baglanti ve metabolik
araliriinlerin ve enzim kofaktorlerinin yapisal bilesenleri olmasidir. En son ve
sliphesiz ki en Onemlisi ise genetik bilginin depo edildigi molekiiller olan
deoksirinoniikleik asit ve riboniikleik asit gibi niikleik asitlerin yap1 taslari
olmalaridir. Her proteinin ve sonucunda her biyomolekiil ve hiicre bileseninin
yapist hiicrenin niikleik asitinin niikleotit dizisinde programlanmis olan bilginin
irtintidiir. Genetik bilginin bir genden diger bir gene gegisi ve depo edilme

yetenegi yasam i¢in onemlidir.

2.2.2.2. DNA ile ilgili baz1 terimlerin tanimlamalari (Dervan, 1986; Bej, 1996;
Nelson and Cox, 2008)

Diniikleotit; iki niikleotidin yan yana gelmesiyle olusmaktadir.
Triniikleotit; ii¢c niikleotidin yan yana gelmesiyle olugsmaktadir.
Oligoniikleotit; birden fazla niikleotidin yan yana gelmesiyle olugmaktadir.
Tekrarlayan oligoniikleotidler; polimer i¢indeki tekrarlayan tek bir bazi,
tekrarlayan iki bazi veya li¢ bazi ifade etmektedir. Tekrarlayan mononiikleotide

poly (A), dintikleotide poly (AT), triniikleotide poly (GAT) 6rnek verilebilir.

Cift sarmal tekrarlayan polimerler; nokta ile ayrilarak ifade edilen baz

ciftlerinden olusan ve 5’ — 3’ polaritesine sahip polimerlerdir.

Ornegin, mononiikleotit gdsterilisine poly(A).poly(T), diniikleotid’e
poly(AT).poly(AT), triniikleotid’e poly (GAT).poly (ATC) 6rnek verilebilir.

Baz c¢ifti; birbirlerinin karsilig1 olan iki bazi ifade etmektedir. Ornek olarak,

A.T veya G.C baz giftleri verilir.
Prob; baz dizisi tam olarak belli olan oligoniikleotittir.

Hedef dizi (Target); prob dizisinin tamamen karsilig1 olan oligontikleotittir.



26

Yanhs eslesen dizi (Mismatch-MM); hedef dizisinden bir bazi veya birden

fazla bazi farkli olan oligoniikleotittir.

Rastgele dizi (Non complementary-NC); hedef dizisiden tamamen farkli

bir baz dizilimine sahip olan oligoniikleotittir.

Niikleik Asit (DNA) Hibridizasyonu; 6zel hibridizasyon kosullar altinda

baz ciftlerinin kararli bir dupleks molekiilii olusturmasi olayidir.

P= fosfat
8= geker
A= adenin
G= guanin
C= sitozin
T=timin

Parent stramds

DNA double helix

Replication
underway

Sekil 2.13. Niikleik asit hibridizasyonu (Boyer, 2006).
2.2.3. Elektrokimyasal DNA biyosensorleri

Analitik Kimya c¢alismalarinda son zamanlarda konu olarak ozellikle
biyosensor tasariminda kullanilan dizi tanima yiizeyleri yer almaktadir (Wang et
al., 1997c¢). Bu caligmalarla, tanima yiizeyleri sayesinde bilinen elektrokimyasal

biyosensorler gelistirilip yeni boyutlar kazanacaktir. Bunula birlikte, gelecekte



27

baz1 hastaliklarin analizlerinde onemli bir role sahip olacaktir (Wang et al.,
1997b).

DNA molekiiliiniin tanima yiizeyi olarak kullanildigi biyosensorlere DNA
biyosensorleri ve genosensorler adi verilmektedir (Palecek, 1988; Mikkelsen,
1996). Baz1 kalitimsal hastaliklarin teshisinde, mutasyon analizlerinde, ilag etki
mekanizmalariin aydinlatilmasinda, klinik arastirmalarinda, adli tipta, gevre ile
ilgili arastirmalarda, toksik madde tayini analizleri gibi ¢ok genis bir alanda DNA
molekiilii ile diger maddeler arasindaki etkilesim arastirllmaktadir (Wang et al.,
1997a; Brett et al., 1998; Merig et al., 2002).

Bir hastaligin, kalitsal bir davranisin, bakterinin ve viriislerinin taninmasini,
bunlar1 belirten bir prob DNA dizisiyle hedef dizinin olusturdugu cift sarmalin
biyokimyasal yapisinin incelenmesiyle miimkiin kilinmaktadir (Mikkelsen, 1996).
Bu olay1 olgiilebilir fiziksel bir sinyale doniistiiren ¢eviricinin yiiksek duyarlilig
ve hibridizasyonun yiiksek seciciligi elektrokimyasal DNA biyosensdrlerinin
cevre analizlerinde, DNA-ila¢ etkilesim tayinlerinde ve bulasict ve kalitsal

hastaliklarin tanisinda kullanimini gerektirmektedir.

Hibridizasyon tayinlerinde ¢esitli immiinokimyasal ve voltametrik metodlar
kullanilmaktadir. Calisma sirasinda analite gore metoda karar verilmektedir.
Birkag¢ 6rnegin ¢alisildigi durumda daha hizli yanit vermesi nedeniyle voltametrik
yontemler tercih edilmektedir. Biliylikk miktarda bir seri benzer Ornek
analizlendiginde, iyi bir otomasyona sahip EIA gibi immiinokimyasal tekniklerin
kullanilmast daha uygun olmaktadir. Niikleik asit analizlerinde kullanilan
voltametrik tekniklerde, biyokimyasal yontemlerle izole edilmis ve optik metotlar
icin gerekli olan saflikta DNA ve RNA kullanilir. Elektrokimyasal yontemlerden
doniistimlii voltametride mikrogram seviyesinde, diferansiyel puls voltametrisinde
ise nanogram seviyesine Ornege ihtiya¢c duyulmaktadir. Elektrokimyasal DNA
biyosensorleri ile analizde temel prensip; cogunlukla sensor-ornek matriks
arayilizinde meydana gelen etkilesimler nedeniyle, akim veya potansiyelde

meydana gelen degisikliklere dayanmaktadir.

Yiizeyde hibridizasyon teknigi ile tipik bir elektrokimyasal DNA sensorii; a)
prob tutturulmasi (immobilizasyon), b) hedef dizi hibridizasyonu, c) isaretli veya

isaretsiz tekniklerin kullanimiyla tayin olmak iizere 3 sekilde tasarimi yapilir.
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Cozelti fazinda hibridizason teknigi ile tipik bir elektrokimyasal DNA
sensOrii; a) prob ve hedef dizinin uygun tampon ortaminda karistirilmasi ile
hibridizasyon, b) hibrit yapinin elektroda tutturulmasi, c) isaretli veya isaretsiz

teknikler ile tayin olmak tizere 3 sekilde tasarimi yapilir.

Diziye 6zgiin DNA biyosensorleri, bir ¢evirim sistemi ile beraber DNA
probundan olusmaktadir. DNA biyosensorlerinin  esasi, DNA bazlarmin
hibridizasyonuna dayanir (Erdem et al., 2000; 2001).

Elektrokimyasal DNA biyosensorlerinde, analizi yapilmak istene hedef baz
dizisinin tam karsilig1 olan kisa 20-40 baz dizisi olan sentetik tek sarmalli DNA
(ssDNA) oligomer (prob olarak isimlendirilir), elektrot yiizeyine baglanir. Hedefi
iceren bir Ornek ¢Ozeltisine sensOriin uygulanmasi ile prob bagl elektrot

yiizeyinde hibrit olusur.

iki yontem ile elektrokimyasal dlciimlerde elektrot yiizeyinde olusan hibrit
tayin edilir. Bunlardan biri elektroaktif indikatoér kullanilmasi ile (6rnegin bir
redoks-aktif katyonik metal kompleksi) yapilan tayindir. Bu yontemde indikatorii
iceren bir ¢ozeltiye, ylizeyinde hibrit olusan elektrot daldirilir ve indikatoriin
hibrite baglanma diizeyi belirlenir (Erdem et al., 1999b; 2002; 2003; Kara et al.,
2002a; 2002b). Diger bir yontem de DNA bazlarindan en elektroaktif olan guanin
bazinin 1.0 V’ da verdigi yiikseltgenme sinyali gozlenerek yapilan tayindir (Wang
and Kawde, 2002; Merig et al., 2002; Kara et al., 2003).

Glinlimiizde dizi se¢imli DNA hibridizasyonu basarili bir sekilde
elektrokimyasal biyosensorler kullanilarak gergeklestirilebildigi goriilmektedir.
Elektrokimyasal DNA biyosensorlerin uygulama alanlar1 her gecen giin
artmaktadir. Buna yonenilmesinin temel sebepleri olarak, DNA’ nin redoks
tepkimesi tersinmez olmasi, DNA molekiiliine ait akimlarin zor o&lgiilmesi
gosterilebilir. Cilinkii bu sebeplere dayanarak, diisiik potansiyellerde tersinir
elektrot tepkimeleri veren elektroaktif DNA problariin hazirlanmasmin gerekli
oldugu fark edilmistir. Elektrokimyasal DNA biyosensorleri ile ¢ok daha hizli ve
direk olarak DNA hibridizasyonlarinin  tayini  yapilabilmektedir. Bu
elektrokimyasal tan1 yontemi ile tasiabilir ve kolay kullanilabilir biyosensorler
elde edilmistir. Gelistirilen bu biyosensorler yiiksek se¢imlilik ve diisiik tayin
st~ Ozelliklerine olanak saglamaktadir. Ayrica elektrokimyasal DNA
biyosensorleri, ¢ok farkli ¢esitli 6rnekler icerisinden kendi hedef DNA analizini

yapabilme, hedef baz dizisindeki tek baz farkliligini bile ayirt edebilme
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ozellikleriyle DNA hibridizasyonu tayininde {stiinlik gostermektedir. Ucuz

maliyette, kisa siirede ve yliksek duyarlilikta DNA tayinleri saglamaktadir.
2.3. Manyetik Nanopartikiiller

Nanoteknoloji ¢ok hizli bir sekilde gelismekte olan arastirma alanlarinin
basinda gelmektedir. Nanoteknoloji, mevcut teknolojilerin kiigiiltiilerek daha ileri
diizeyde duyarli sistemlerin olusmasina imkan vermektedir. Bu yolla, daha iyi
yapilmis, daha uzun siire dayanan, daha temiz, giivenli ve akilli iiriinleri evde,
iletisimde, ulasimda, tarim, tip, kimya, fizik, biyoteknoloji ve endiistrinin her

alaninda kullanmak mimkiindiir.

Nanomalzemelerin yiikselisi disiplinler arasi ¢aligmalarin sonucudur.
Ozellikle tip ve biyoteknolojik alanlarda kullanilmak {izere cesitli dzelliklerde
nanoboyutlarda nanomalzemeler sentezlenmeye baglanmistir. Nanoboyutlu
malzemeler tlizerine gergeklestirilen ¢alismalar son yillarda tek basina énemli bir
alan olma dogrultusunda biiyliik bir gelisme gostermektedir. Nanoboyutlu
malzeme olarak tanimlanan yapilar; nanokristaller, nanopartikiiller, nanotiipler,
nanoteller, nanogubuklar veya nano ince filmler gibi farkli siniflara ayrilmaktadir.
Bu konu {izerine ilginin yogunlasmasinin temel sebebi maddelerin belli boyut
araliginda hacimsel yapilarindan farkli olarak olagandis1 6zellikler ve islevsellik
sergilemeleridir (Goldstain, 1997; Rao et al., 2005).

Boyutlar1 1-100 nm arasinda degisen ve manyetik 6zellik gdsteren kolloidal
yapilar olarak tanimlanan manyetik nanopartikiiller, nanoboyutlu malzemelerin
dolayisiyla nanoteknolojinin temelini olusturmaktadir (Rao et al., 2005; Miller et
al., 2004). Bu nanopartikiiller diger ticari malzemelerden genelde farkli ve iistiin
kabul edilen 6zellikler gostermektedir. Sikg¢a belirtilen 6zelliklerinin ¢ekiciliginin
giiniimiizde bilinen nedenleri ise; kuantum boyut etkileri, elektronik yapisinin
boyut bagimliligi, ylizey atomlarinin benzersiz karakterleri ve yiiksek
yiizey/hacim orani olarak 6n plana g¢ikmaktadir (Liveri, 2006). Nanopartikiil
sentezi bu yapilarin sergiledikleri olagandis1 6zellikler sebebiyle manyetik kayit
cihazlari, ilag¢ tasiyicilart ve Ozel teshis aletleri gibi bir¢cok biyoteknolojik ve
farmakolojik iirlinlerin hazirlanmasinin yolunu agmistir. Bunlarin yani sira,
malzemelerin nanoboyut seviyesinde kontrolii nanotasiyicilar, sensorler,
nanomakinalar ve yiiksek yogunluklu veri depolama hiicreleri gibi kendine 6zgii
islevsellige sahip minyatiirlestirilmis aygitlarin  gerceklestirilmesine  izin
vermektedir (Goldstain, 1997; Rao et al., 2005; Miller et al., 2004; Liveri, 2006).
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Acikga goriilmektedir ki, nanoyapili malzemelerin ve cihazlarin tasarlanmasini,
tiretimini ve islevsel olarak kullanimini kapsayan nanoteknoloji alanindaki yeni

geligmeler i¢in vazgecilemez ilk adim nanopartikiillerin tiretimidir.

Biyoteknolojide manyetik nanopartikiiller, manyetik ayirma iglemi igin
kullanilmaktadir. Manyetik ayirma proteinleri ya da diger biyomolekiilleri
yakalamak i¢in kullanilan hizli ve basit bir metottur. Bu islem i¢in, dis manyetik
alan uygulandiginda hemen miknatislanan ve manyetik alan kaldirildiginda hemen

tekrar dispers olabilen siiperparamanyetik nanopartikiiller kullanilmaktadir.

lag sektdrinde de manyetik nanopartikiiller, ilag tasiyicist olarak
kullanilmaktadir. Manyetik nanopartikiillere tutturulmus ilag dokuya enjekte
edilerek bu pargaciklarin rehberliginde istenilen bolgeye disaridan manyetik alan
uygulanarak taginir. Terapi tamamlanana kadar parcaciklar burada tutulur ve

terapi tamamlaninca uzaklagtirilir.

Dizi sec¢imli niikleik asit hibridizasyonu, enzimle isaretli (Palecek et al.,
2002b; Wang et al., 2002b) ve herhangi bir isaretlemenin olmadig1 sistemlerde
(Erdem et al., 2006a; Wang et al., 2001) ya da metal nanopartikiillerle kombine
tasarimlanmis manyetik nanopartikiillere dayali elektrokimyasal biyosensdrler
(Liang et al., 2007; Pita et al., 2008; Sole et al., 2001; Son et al., 2007; Wang et
al., 2004) ile etkin manyetik ayirma sayesinde ve diisiik tayin sinirlari igerisinde
farkl1 Ol¢lim yontemleri uygulanarak analiz edilebilmektedir. Enzimle isaretli
sistemlere Ornek bir ¢alisma olarak Wang ve arkadaslar tarafindan, gogiis
kanserindeki mutasyon geninin streptavidin-alkalen fosfataz enzimine dayali
biyomanyetik yontem ile tayin edilmesi verilebilir (Wang et al., 2002b). Wang ve
arkadaslarinin diger bir ¢alismasinda da, hi¢ bir isaretleme yapmadan manyetik
nanopartikiillere dayali bir yontemle gogiis kanseri genindeki mutasyonun
elektrokimyasal tayinine yonelik bir sensor gelistirilmistir (Wang et al., 2001).
Liang ve arkadaslarinin caligmasinda, amino gruplariyla modifiye silika kaplh
manyetik nanopartikiiller kullanilarak, Raman spektroskopi yontemiyle HIV
tayini gerceklestirilmistir (Liang et al., 2007). Pita ve arkadaslarinin ¢alismasinda,
altin kapli manyetik nanopartikiiller kullanilarak, PNA ve DNA hibridizasyonuna
dayal1 biyosensor gelistirilmistir (Pita et al., 2008).
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Sekil 2.14. Calismamizda kullanilan manyetik nanopartikiillerin gosterimi.

Etkin aywrma ve dislik tayin st avantaji  saglayan manyetik
nanopartikiillerle modifiye edilmis elektrokimyasal biyosensorlerinin kullanimi
son yillarda oldukea artis gostermektedir (Berti et al., 2009; Erdem et al., 2005;
2007b; 2013a; 2013b, 2014, Geng et al., 2011; Hassen et al., 2008; Karadeniz et
al., 2009; Laschi et al., 2009; Loaiza et al., 2011; Palecek et al., 2002a; 2007;
Smerkova et al., 2013; Wang et al., 2001; 2002b; 2003a; 2003b; 2004; Yang et al.,
2013). Bu ¢aligmalarda kullanilan manyetik nanopartikiiller, paramanyetik 6zellik
tasimaktadir. Bu sayede manyetik partikiiller bulunduklar sivi fazdan miknatis
yardimiyla kolayca ayrilabilmekte ve miknatis ¢ozeltiden uzaklastirildiginda da,

manyetik partikiiller siv1 faz i¢inde tekrar kolayca dagilabilmektedir.

Genis bir ylizey alanina sahip olmasi ve farkli elektronik 6zelliginin olmast
manyetik  nanopartikiillerin, her yeni teknolojik sistemlere uygulanip
kullanilabilirligi arttirilmaktadir. Bu partikiiller, ayn1 zamanda kimyasal ligandlar
ve biyomolekiillerle genis oranda kolayca modifiye edilebilmektedir. Iste bu
ozelliklerle manyetik nanopartikiillerin nano boyutlarda olmasi ve ¢esitli cihazlara
uygulanabilmesinin kolaylig1 ile birlestirildiginde, kimyasal ve biyokimyasal
alandaki Onemli uygulamalar i¢cin manyetik nanopartikiiller ¢cok uygun hale

getirmektedir.

Asagidaki cizelge 2.1 de elektrokimyasal yontemlerle manyetik partikiillere
dayali niikleik asit hibridizasyon tayinine yonelik c¢alismalarin bazilar1 yer

almaktadir.
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Cizelge 2.1. Manyetik partikiillere dayali elektrokimyasal DNA biyosensorleri ile yapilmig

calismalara o6rnek.

Manyetik
Partikiil Analit Yontem Kaynak
biotin igaretli
strePtaVidin HBV ve HIV CV ve EIS (Hassen et al.,
modifiye MP DNA 2008)
altin modifiye MP biotin isaretli CSv (Wang et al.,
DNA 2003b)
silika modifiye S.aureus SWV (Smerkova et
MP ve E.coli PCR al., 2013)
streptavidin ' (Erdem et al.,
modifiye MP LSRN A SV 2013)
(Palecek et
MPC-S DNA ve RNA CSv al., 2002a)
4 biotin isaretli .
strePtaV1d1n DNA, PNA ve CV ve | (Laschi et al.,
modifiye MP LNA Kronoamperometri 2009)
glimiis modifiye amino isaretli ASV (Yang et al.,
nanopartikiil DNA 2013)
aljinik asit amino isaretli DPV (Geng et al.,
modifiye CoMP E.coli DNA 2011)
altin modifiye MP | tiyol isaretli DNA SWV (Loaiza et al.,
2011)
streptavidin biotin isaretli Kronopotansiyometri | (Wang et al.,
modifiye MP DNA 2001)
streptavidin biotin isaretli (Wang et al.,
modifiye MP DNA DPV 2002b)
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streptavidin biotin isaretli . | (Wangetal,
modifiye MP DNA Kronopotansiyometri 2004)
streptavidin biotin isaretli (Erdem et al.,
modifiye MP HBV PCR DPV 2005)
streptavidin (Karadeniz et
modifiye Mp | ECHIve DNA DPV al., 2009)
streptavidin biotin isaretli ' (Berti et al.,
modifiye MP PCR Kronoamperometri 2009)
streptavidin biotin isaretli (Erdem et al.,
modifiye MP HBV DEV 2007b)

MP: Manyetik partikiil, DPV: Diferansiyel puls voltametri, CV: Dontligiimlii
voltametri, EIS: Elektrokimyasal empedans spektroskopi, CSV: Katodik siyirma
voltametrisi, ASV: Anodik siyirma voltametrisi, LSV: Dogrusal taramali

voltametri, SWV: Kare dalga voltametrisi.
2.4. Elektron Spin Rezonans Spektroskopisi (ESR) (Sarikaya, 2008)

Elektron spin rezonans spektrometresi, molekiillerdeki ortaklasmamis
elektron spinlerinin disaridan uygulanan manyetik alan ile rezonansa

getirilmesinden gelistirilmistir.

Maddenin manyetik o6zellikleri, maddeyi olusturan atomik birimlerin
manyetizmasina ve bu atomik birimlerin kendi aralarindaki etkilesmeye baglidir.
Atoma siirekli manyetik momenti, ¢ekirdek ve elektronlar kazandirir. Atomun
toplam manyetik momentini, elektron ve c¢ekirdek manyetik momentlerinin
toplam1 olusturur. Manyetik rezonans, statik manyetik alan uygulayarak bu
manyetik momentlerle baglantili enerji diizeyleri yaratip bunlar arasinda gegisler
olusturma esasina dayanir. Elektron spin rezonans, elektron ve ¢ekirdegin atoma
kazandirdig1 manyetik momentlerin enerji diizeyleri arasindaki gegisleri inceleyen
bir spektrometredir. ESR spektroskopisinde mikrodalgalar kullanilmaktadir.
Uzerine, frekansi sabit tutulan yonlendirilmis mikrodalgalar génderilen ornek,
giiclii bir miknatisin kutuplar1 arasina yerlestirildikten sonra rezonans ortaya
cikana dek manyetik aki yogunlugu yiikseltilmektedir. Rezonans olayr oldugu

siralarda, enerji kaybi ¢ok kiigiik oldugu icin fark edilebilir durumdadir ve bu



34

durumda incelenen Ornek ile ilgili yapilar veriler elde edilir. Rezonans kosulu

saglandiginda ESR uygun bir spin sisteminin sogurdugu enerjiyi gdzlemler.

Ortaklanmamis bir elektronun spin hareketlerinden dolayr manyetik aki
yogunlugu B olan bir manyetik alandaki enerjisi ve farkli yonlerdeki spin
hareketleri nedeniyle manyetik alanda yarilan enerji diizeyleri arasindaki fark i¢in
sirayla;

E =gugmB  (up = Bohr magnetonu, mg= +1/2)

AE =hvg = hc/As = (1/2)gusB — (-1/2)gusB = gusB esitligi yazilir.
Spinleri farkli yonlerde olan elektronlarin manyetik alandaki spin enerjileri ve bu
enerjiler arasindaki farkin manyetik aki yogunlugu ile degisimi gozlenmektedir.
Ters spinli elektronlarin enerji diizeyleri arasindaki gegisler ESR spektrumunda
bir pik olarak ortaya ¢ikmaktadir. ESR spektrumda ortaya ¢ikan birden fazla pik
elektron ve c¢ekirdek spin manyetik momentlerinin etkilesmesinden ortaya ¢ikan
enerji yarilmalar1 arasindaki gecislerden kaynaklanmaktadir.

ESR spektrometresi, 10” magnet, X ve Q bantlarinda ¢aligir. Standart X
bant kavitesi ile birlikte kullanilan helyum kryostatlar1 mevcuttur. Bu kryostatlar
sayesinde, 4 K ile oda sicaklig1 arasindaki degerlerde Ol¢iim yapilabilir. Diisiik
sicaklik deneylerinde kullanilabilir.

ESR spektrometresi;

e Radikalik reaksiyonlarin kinetiginde,

e Tek kristallerde kristal alanlar1 ve farmasotiklerin incelenmesinde,
¢ Diisiik sicakliklarda yeniden birlesimde,

e Canli dokularda ve akiskanlardaki serbest radikallerde,

e Polimer 6zelliklerin belirlenmesinde,

¢ Serbest radikallerin korozyon sirasindaki davraniglarinda,
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o Arkeolojik yas tayininde,
e Kaza dozimetresinde,
¢ Isinlanmig gidalarin tespitinde,

e Radyasyonun etkileri ve =zararlart arastirilmasi gibi uygulamalarda

kullanilmaktadir.
2.5. Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM) (Flegler et al., 1993)

Insanlar etrafindaki her seyi gorebilme yetenegine sahip degildir. Ciinkii
insan gozii belli bir uzaklhiga kadar ve belli boyutlarda olan ayrintilari
gorebilmektedir. Bircok bilim alaninda yapilan arastirmalar sirasinda ayrintili
inceleme icin sadece insan goziiniin gorebilme yetenegi yetersiz kalmaktadir. Bu
nedenle cesitli mercekler kullanilarak, daha kiiclik ayrintilarin incelenmesine
olanak saglayan optik cihazlar gelistirilmistir. Gelisen teknolojiyle, her gegen giin
ortaya c¢ikan gereksinimleri karsilamak adma optik cihazlar tizerinde de birgok
yenilik yapilip bu cihazlar gelistirilmistir. Bu sayede yiiksek derecelerde biiyiitme
ve lizerinde analizler yapilabilen elektronik ve optik sistemlerin birlikte

kullanildig1 cihazlar iiretilmistir.

Gelistirip tasarlanan elektronik-optik sistemlerden biri olan taramali
elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope-SEM), bu amagla
aragtirmalarda siklikla kullanilmaktadir. Taramali Elektron Mikroskobu, bir¢ok
aragtirma c¢alismasinda kullanildig1 gibi, sanayinin bazi alanlarinda hata
analizlerinde, biyolojik bilimlerde, tip ve kriminal uygulamalarda da yaygin
olarak kullanilmaktadir. 1965 yilinda ilk olarak kullanima baslanan SEM, bir¢ok

teknik gelismeler yapilarak son halini almistir.

Taramali Elektron Mikroskobunda (SEM) goriintii, birka¢ asamadan sonra
elde edilmektedir. ilk olarak, yiiksek voltaj ile hizlandirilmis elektronlar, numune
tizerinde odaklanir. Elektronlar demet halinde numune yiizeyinde taratilir ve bu
tarama islemi sirasinda elektron ve numune atomlari arasinda olusan etkiler
algilayicilarda toplanir. Son sistemlerde algilayicilardan gelen sinyaller, dijital

sinyallere c¢evrilerek bilgisayar monitdriine verilmesiyle goriintii elde edilir.
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Sekil 2.15. Taramali elektron mikroskobunun sematik gosterimi (Flegler et al., 1993).

SEM, optik kolon, numune hiicresi ve goriintiileme sistemi olmak {izere
sekil 2.15 de gosterildigi gibi lic temel kisimdan olusmaktadir. Optik kolon
kisminda; elektron demetinin kaynagi olan elektron tabancasi, elektronlari
numuneye dogru hizlandirmak i¢in yiiksek gerilimin uygulandigi anot plakasi,
ince elektron demeti elde etmek i¢in yogunlastirici mercekler, demeti numune
tizerinde odaklamak i¢in objektif mercegi, bu mercege bagl ¢esitli ¢apta apatiirler
ve elektron demetinin numune ylizeyini taramasi i¢in tarama bobinleri yer
almaktadir. Mercek sistemleri elektromanyetik alan ile elektron demetini
inceltmekte veya numune lizerine odaklamaktadir. Tiim optik kolon ve numune
10 Pa gibi bir vakumda tutulmaktadir. Gériintii sisteminde, elektron demeti ile
numune girisimi sonucunda olusan c¢esitli elektron ve 1simalar1 toplayan
dedektorler, bunlarin sinyal ¢ogalticilari ve numune ylizeyinde elektron demetini

gorilintii ekrantyla senkronize tarayan manyetik bobinler bulunmaktadir.

Yiiksek enerjili demet elektronlart numune atomlarmin dig yoriinge
elektronlar1 ile elastik olmayan girisimi sonucunda diisiik enerjili Auger

elektronlar1 olusur. Bu elektronlar numune yiizeyi hakkinda bilgi tasir ve Auger
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Spektroskopisinin ¢alisma prensibini olusturur. Yine yoriinge elektronlari ile olan
girisimler sonucunda yoriingelerinden atilan veya enerjisi azalan demet
elektronlart numune ylizeyine dogru hareket ederek ylizeyde toplanirlar. Bu
elektronlar ikincil elektron (seconder electrons) olarak tanimlanir. ikincil
elektronlar numune odasinda bulunan sintilatérde toplanarak ikincil elektron
goriintiisii sinyaline cevrilir. Ikincil elektronlar numune yiizeyinin 10 nm veya
daha dusiik derinlikten geldigi i¢in numunenin yiiksek ¢oziintirliige sahip

topografik goriintiisiiniin elde edilmesinde kullanilir.

2.6. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) (Skoog and West,
1981)

Fransiz matematik¢isi Sean Fourier'in gelistirdigi ve Fourier transformasyon
(doniisiim) olarak adlandirilan bir matematiksel isleme gore, bir dalga hareketi

basit siniis veya kosiniislii ifadelerin toplamu ile tanimlanmaktadir.
y=A (sin 2 vt + 1/3 sin 6 vt + 1/3 sin 10 vt +..4 1/n sin 2 n wvt)

Fourier dontligiimiine bakildiginda karisik olsa da, bilgisayarlarla kolay bir
sekilde ¢oziilen rutin islemler haline getirilmistir. Coklu cihazlarin cogunda sinyal
¢ozme islemi "Fourier transform" a dayanir ve bu nedenle Fourier transform
cihazlar denir. Fourier transform cihazlari, optik spektroskopi oldugu gibi niikleer
manyetik resonans, kiitle ve mikrodalga spektroskopileri ve baz1 elektroanalitik

Olemeler i¢in de kullanilmaktadir.

[lk olarak 1950°li yillarinda kendi alanlarinda yaptiklari calismalar sirasinda
astronotlar tarafindan Fourier transform spektroskopisi gelistirilmistir. Fourier
teknigiyle, kaynaklardan aldiklar1 ¢ok zayif sinyalleri cevresel giiriiltiilerden
ayrilmas1 saglanabilmistir. Fourier transform spektroskopinin ilk kimyasal
uygulamalari, on yil kadar sonra uzak infrared bolgede yapilabilmistir. 19601
yillarin sonunda uzak infrared (10-400 cm™) ve orta infrared bolgelerde

caligabilen cihazlar yapilmistir.

Bir 6rnegin analiz prosesi sekil 2.16 da gosterildi.
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Sekil 2.16. FTIR analiz prosesi.

Siyah-cisim kaynaktan ¢ikan infrared 1s1n demeti, enerjiyi kontrol eden bir
yariktan gegerek, spektral kodlamanin yapildigi interferometreye girmektedir.
Olusan interferogram sinyali, 6rnegin Ozelliklerine gore gecirilmek yada
yansitilmak iizere ornegin oldugu boliime yonlendirilmektedir. Burada enerji,
ornek tarafindan absorblanmaktadir. Ornegin oldugu béliimden c¢ikarak, son
Olctim icin demet dedektorden ge¢mektektedir. Fourier transformasyonun
gerceklestirildigi kisitm da ise, Olglilen sinyal sayisallagtirilip, bilgisayara

gonderilmektedir. Elde edilen IR spektrumu sonug olarak kaydedilmektedir.

Baz1 c¢alismalarda diisiik 151 enerjisi sorunu olmasina ragmen, Fourier
transform spektroskopinde sorunsuz spektrumlar alinarak, basarili sonuglar elde

edilmesi saglanir. FTIR1n 6nemli avantajlar1 su sekilde siranabilir:

Hizhhk: Bu cihazlarda hizlilhik 6zelligi, Felgett avantaji olarak da
tanimlanmaktadir. FTIR ile yapilan 6lgme islemi, tiim frekanslar ayni anda
Olciildiigiinden sadece saniyeler icinde tamamlanmaktadir. Bu sistemin Fellgett
avantaji, prizma veya gratingli cihazlardaki sinyal / giiriltii oranlarin1 6nemli
derecede diizenlemektedir.

Hassasiyet: Kullanilan dedektdrlerin ¢ok daha hassas olmasi sebebiyle cihazin
hassasiyeti oldukca yiiksektir. Interferometrenin optik sistemi, yiiksek enerjili 151n

gecmesine olanak vermektedir. Bu sayede giiriiltii seviyesinin diismesi saglanip,
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dedektore ulasan yiliksek enerji hassasiyeti artirilir. Hizli tarama yapilmasi
sebebiyle sinyal/giiriiltii oran1 yiikseltileceginden, ayrica bir giiriiltii diizenlemesi

de elde edilmis olur.

Mekanik Basitlik: Parcalarin takip ¢ikarma isleminin en az diizeye diisiirmesi
sebebiyle sistem mekanik basitlige sahiptir. Sisteme bakildiginda tek hareketli
parga hareketli aynadir.

I¢ Kalibrasyon: Disaridan IR kalibrasyon islemine gerek duyulmayip, sistemin
kalibrasyonu kendi kendine yapilmaktadir. FTIR enstriimanlarda, i¢ dalga boyu

kalibrasyon standardi olarak HeNe lazerler kullanilmaktadir.

Fourier transform cihazlarinin ve ayrica bakimlariin ¢ok pahali olmasi bu

cihazin dezavantaji olarak goriilmektedir.
2.7. DNA Cip Teknolojisi (Schena et al., 1995)

Bir ¢ip iizerinde genler veya RNA, protein gibi yapilar arasindaki iliskinin
ayni anda arastirabilmesi ve ayrica niikleik asitlerin ¢aligma prensibinin
anlasilabilmesi mikrogip teknoloji ile saglanabilmektedir. Mikrogip teknolojisi ile
ilgili arastirmalara, molekiiler tan1 yontemlerinde mikrofabrikasyon teknolojisinin
gelistirilmesi sonucunda baslanmistir. Bu teknolojilere insan genom projesinin
tamamlanip eklenmesiyle, mikrocip teknolojisi ile ilgili caligmalar da hiz
kazanmistir. Tip alaninda, saglik ekibinin kolaylikla kullanabilecegi, kiigiik
boyutlarda, hasta basginda DNA analizlerinin gerceklestirilecegi yeni cihazlarin
tasarimlari, ilk olarak Amerika Birlesik Devletleri'nde baslatilmistir. Son yillarda
birgok iilkede, DNA ¢ipleri lizerinde arastirmalar yogunluk kazanmaktadir.
Gelecekte birgok alanda umut vaad eden bu teknoloji, nanoteknolojik gelismelerle

birlestirilerek ¢aligsmalar yogun bir sekilde devam etmektedir.

Mikroarray teknolojisi, genlerin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in
gelistirilen son yillarda siklikla kullanilanbir yontemdir. Bu teknolojide,
DNA’larin  ¢ipler, kiigiik cam slayd veya naylon membran iizerinde
hibridizasyonu gerceklestirilmektedir. Suan i¢in kullanimda, naylon membran
lizerine sentezlenen cDNA mikrodizilimleri, cam iizerine sentezlenen cDNA
mikrodizilimleri ve oligoniikleotide dizilimler (DNA c¢ipleri) olmak {izere ii¢
farkl1 ¢esit mikroarray bulunmaktadir. cDNA mikroarrayleri, sabitlenmis kisa

cDNA dizilerini i¢ermektedir. Bu mikroarrayler, cam iizerine 11k etkisiyle



40

aktiflesen kimyasal kullanilarak direkt olarak veya UV maskelemesi teknigi
kullanilarak sentezlenmektedir. Oligoniikleotit mikroarrayler, Affimetrix firmasi
tarafindan  gelistirildigi  i¢in ~ Affimetrix veya DNA ¢ipleri olarak
adlandirilmaktadir. DNA ¢ipleri, fotolitografi teknigi kullanilarak cam slayd veya
slikon yiizeyler iizerine sentezlenen oligolardan (mRNA ve/veya cDNA)
olusmaktadirlar.

Sekil 2.17. Affimetrix firmasina ait mikroarray goriinimii (Affymetrix, 2016).

Mikroarray teknolojisi, gen ifade profillerinin ¢ikarilmasi, DNA dizi analizi,
erimsel caligmalar, mutasyon analizleri, polimorfizm analizleri, potansiyel
terapotik  ajanlarin  bulunmasi, gelistirilmesi, optimizasyonu ve klinik

degerlendirmesi gibi ¢alisma alanlarinda kullanilmaktadir.

Mikroarray teknigi, yogun olarak gen farkliliklarmin 6lgiilmesinde
kullanilmaktadir. Genomik DNA’dan transkripsiyona ugrayan genlerin tamami
gen olarak tanimlanmaktadir. Gen ekspresyon profili sayesinde bir hiicrenin
fenotipi ve fonksiyonu belirlenmektedir. Hiicrenin bulundugu sartlara gére gen
ekspresyon hizla degisebilmektedir. Bu diizeydeki degisimler takip edildiginde,
bu genlerin kodladig1 proteinlerin fonksiyonlar1 hakkinda 6nemli bilgiler
edinilebilmektedir.  Bazi  fizyolojik  ve  patolojik  siireglerde  gen

ekspresyonlarindaki degisimi incelemek amaciyla mikroarrayler kullanilmaktadir.

DNA mikroarray teknolojisi giinlimiiz hastaliklarindan kanser hastaligina
neden olan gen dizileri hakkinda genis kapsamli incelemeler yapilmasina olanak
saglamaktadir. Kanser hiicrelerindeki gen ekspresyon farklilagsmasinin karakterize

edilmesinde kullanilmaktadir. Ornegin, insandaki saglikli bir dokunun
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hiicrelerindeki gen, kanserli doku genleri ile karsilastirilabilmektedir. Bu sayede,
kanser hastaliginin ortaya c¢ikmasinda rol oynayan gen dizileri hakkinda bilgi
edinmeyi saglamaktadir. Ayrica, kanser hastaliginin tedavisinde, kanser

hiicrelerinin siniflandirilmasi saglamaktadir.

Mikroarray teknolojisinin avantajlar1 asagidaki gibi siralanabilir;

¢ Gen ifadesi modellerinin genel goriintiisii elde edilebilmektedir.

e Belirli bir ortamda belli bir hiicre tirii i¢cin gen ifadesi profili
belirlenebilmekte ve bu belirlenen profil farkli ¢evre kosullarinda farkli

hiicre tiplerinin gen ifadesi profilleriyle bu sayede karsilastirilabilmektedir.

e Cok pratik bir sekilde binlerce genin analizi kisa bir siirede
yapilabilmektedir.

e Analizler sirasinda olusabilecek insan kaynakli hatalarin  ortadan
kaldirilmasin1 saglayan otomasyon sistem Ozelligine sahip bir teknoloji

urinidir.

Bilim adamlarmin biiyiik ilgisi ¢eken, her gegen giin daha fazla arastirma da
yer almasi beklenen Mikroarray’lerin birgok avantajinin olmasi yani sira
baz1 problemlere de sahiptir. Mikroarray teknolojisinin dezavantajlari da
asagidaki gibi siralanabilir;

e Bazi durumlarda, yapilan ¢alismalar sonucunda mikroarray’den elde edilen
veriler klasik gen ekspresyon analiz yontemleriyle karsilastrilmalidir. Ciinkii
yapilan ¢alismalarda deney diizenegi niikleik asit hibridizasyon yontemine
dayanmakta ve yiiksek oranda benzerlik gdosteren DNA dizilerinde bazi
problemler ortaya ¢ikmaktadir.

¢ Yapilan biitiin mikroarray deneyleri ayn1 hassasiyette olmamaktadir.

e Ekspresyonda yapilan kiigiik degisiklikler, analiz sirasinda fark
edilemeyecek kadar kiigiik boyuttadir.
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e Yapilan arastirmalar sirasinda farkli ¢ipler kullanilmasi durumunda,
deneyler birbiriyle karsilastirildiginda ortaya ¢ikan farkliliklar karsisinda

bazi1 zorluklar yaganmaktadir.

e Optimizasyon ve standardizasyon sirasinda ortaya bazi sorunlar
cikmaktadir.

e Yeni ve gelistirilmekte olan bu teknolojide, bir deneyden elde edilen
sonuglar1 her yoniiyle degerlendirebilecek biyoinformatik programlari heniiz

gelistirilememistir.

Bu dezavantajlar1 ortadan kaldirip, bu teknolojiyi gelistirmek adina bazi
yeni kuruluslar olusturulup Mikroarray’larin sorunsuz bir sekilde kullanilmasi
amaglanmaktadir. Ayrica, bir yandan da arastirmalarda mikroarray ile
caligmalardan elde edilen sonuglarin gecerliligi, tekrarlanabilirligi ve hayatta

uygulanabilirligi konusunda gelistirme ¢alismalari hizla devam etmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kullanilan Cihazlar
Deneyler ve 6l¢iimler sirasinda kullanilan tiim cihazlar ve donanimlar
Terazi (Mettler Toledo AB204-S)
Ses titresimli temizleyici (Bandelin Sonorex)
Autoclave (HICLAVE, HG-50)
Karstiricr (Ika Labortechnik, KS125 basic)
Etiiv (Memmert)
pH-metre (Orion 420-A)
Biyomanyetik ayirma platformu (Sigris MCB-1200)
Vorteks (Velp scientifica)
Faraday kafesi
Potansiyostat (LAUTOLAB, GPES 4,9 yazilimli; Eco Chemie)
Kalem grafit elektrot (Tombo, Japonya)
Ag/AgCl referans elektrot (BAS)
Platin tel (yardime1 elektrot olarak kullanildi.)
Fourier Dontigiimlii Kiz1l6tesi Spektroskopisi (FTIR, Perkin Elmer)

Taramal1 Elektron Mikroskopisi (SEM, Quanta 250 S FEG)
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3.2. Kullanilan Kimyasal Cozeltiler

Asetik asit (% 99-100) (Sigma Aldrich)

Sodyum hidroksit (Sigma Aldrich)

Sodyum kloriir (Merck)

Potasyum dihidrojen fosfat (Merck)

Dipotasyum hidrojen fosfat (Merck)

Etanol (Merck)

N-hidroksistiksinimit (% 98) (Sigma-Aldrich)

Etilendiamintetraasetik asit disodyum tuzu (EDTA,% 99) (Sigma Aldrich)

Tris(hidroksimetil)aminomethan hidroklorit (Tris-HCI) (Merck)

D-Glukoz (Sigma-Aldrich)

(3-aminopropil)trietoksisilan (APTES, % 98) (Sigma-Aldrich)

Manyetik partikiil (MB, Fe;04) (Sigma Aldrich)

Glisin (Sigma-Aldrich)

Polioksietilen sorbitan monolorat (Tween-20) (Sigma)

Tiyol isaretli HBV prob DNA (hepatit B viriisiinii temsil eden kisa DNA
dizisi) (20 baz)

HBYV hedef DNA dizisi

Tek bazi hedef diziden farkli olan HBV DNA dizisi

Rastgele HBV DNA dizisi
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Tiyol igaretli 12 guanin bazli prob dizisi

Tim c¢aligsmalarda ultra saf su kullanildi. Deneysel ¢alismalar oda
sicakliginda ( 5,0 = 0,5) °C” de gergeklestirildi.

3.2.1. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi

3.2.1.1. Oligoniikleotit cozeltilerinin hazirlanisi

Calismalarimizda kullanilan oligoniikleotit dizileri TIB Molbiol (Almanya)
firmasindan liyofilize toz halinde temin edildi. Stok ¢ozeltiler Tris-EDTA
(pH=8,0) ile tamponu 500 pg/mL konsantrasyonunda hazirlandi.

Kullanilan diziler;

Tiyol isaretli HBV prob DNA dizisi:

5’-SH-Cs-AAT ACC ACA TCA TCC ATA TA-3°

HBYV hedef DNA dizisi:

5’-TAT ATG GAT GAT GTG GTA TT-3’

Tek baz1 hedef diziden farkhh HBV DNA dizisi (MM):

5’-TAT CTG GAT GAT GTG GTA TT-3’

Rastgele HBV DNA dizisi (NC):

5’-ATC TCC TGC AGC CCT CGC TC-3’

Tiyol isaretli 12 guanin bazh prob dizisi;

5’-SH-Cs-AGG GTG TCT GAA GGA GGG GG-3’

Bu calismada kullanilan Hepatit B viriisiinii (HBV) temsil eden kisa DNA

dizileri daha once yapilan ¢alismalarda (Erdem et al., 1999a; Erdem et al., 2000;
Erdem et al., 2005; Muti et al., 2012) belirtildigi gibi HBV’yi temsil eden gen
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haritasindan se¢ildi. Prob dizisinin amino isaretli manyetik partikiil yiizeyine daha
efektif bir sekilde baglanmasi amaciyla, calismamizda tiyol grubu ile isaretlenmis
kisa DNA prob dizileri kullanild1 (Medley et al., 2011).

3.2.1.2. Tampon cozeltilerin hazirlanmasi

Tim tampon ¢ozeltiler ultra saf su ile hazirlanip, cam siselerde
buzdolabinda saklandi.

10 mM Tris-EDTA tampon ¢ozeltisinin hazirlamis1 (pH 8,0):

1 litre Tris-EDTA tampon ¢ozeltisi, 1,576 g Tris-HCI ve 0,372 g EDTA
icermektedir. pH 8,0 degerine 1 N NaOH ilavesi ile, pH-metre ile 6lgiilerek

ayarlandu.
0,5 M asetat tampon cozeltisinin hazirlamis1 (ABS, pH 4,8):
Olgiimler sirasinda kullanilan 0,5 M asetat tampon ¢dzeltisinin 1 litresi, 28,9

mL derigik asetik asit ve 1,168 g NaCl icermektedir. pH degerinin 4,8 olmas1 i¢in
1 N NaOH ilavesi yapilarak pH metre ile ayarlandu.

50 mM fosfat tampon c¢ozeltisinin hazirlamis1 (PBS, pH 7,4):

1 litre 50 mM fosfat tampon ¢ozeltisi, 1,36 g KH,PO4, 6,96 g K;HPO,4 ve
1,168 g NaCl icermektedir. Hazirlanan ¢ozeltinin 7,4 pH degerine ayarlanmasi
icin gerekirse 1 N NaOH ile pH ayarlamasi yapildi.

N-hidroksisiiksinimit tampon ¢ozeltisinin hazirlams1 (NHS):

1 mL 50 mM PBS (pH=7,4) ¢ozeltisi igerisinde, 0,05 M NHS ¢ozeltisi
hazirlandi. 1 mL NHS ¢ozeltisi 5,52 mg NHS i¢cermektedir.

0,5 M Glukoz c¢ozeltisinin hazirlamisi:

100 mL 10 mM NaOH c¢ozeltisi igerisinde, 0,5 M glukoz c¢ozeltisi
hazirlandi. 100 mL 0,5 M glukoz ¢ozeltisi, 9,91 g glukoz igermektedir.
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(3-aminopropil)trietoksisilan ¢ozeltisinin hazirlams1 (APTES):
200 mL etanol igerisine 40 nL. APTES eklenerek ¢ozelti hazirlandi.
10 mM fosfat tampon cozeltisinin hazirlams1 (PBwS, pH 7,0 ):

1 litre 10 mM fosfat ¢ozeltisi, 1,74 g K,HPO, icermektedir. Hazirlanan
¢ozeltinin 7,0 pH degerine ayarlanmasi igin gerekirse 1 N NaOH veya 1 N HCl ile
pH ayarlamasi yapildi.

Fosfat-glisin tampon c¢ozeltisinin hazirlams1 (PBG):

10 mM fosfat ¢ozeltisi icerisinde % 0,2 lik glisin tamponu hazirlandi. 100

mL fosfat-glisin tampon ¢ozeltisi, 0,15 g glisin icermektedir.
Fosfat-tween 20 tampon ¢ozeltisinin hazirlamis1 (PBTw):

10 mM fosfat ¢ozeltisi igerisinde % 0,2 lik tween 20 tamponu hazirlandi.

100 mL fosfat-tween 20 tampon ¢ozeltisi, 0,2 mL tween 20 igermektedir.
3.3. Kullanilan Yoéntem

Calisma sirasinda, amino isaretli manyetik nanopartikiil (nano-MP-NH,)
sentez basamaklar1 (Jiang et al., 2011; Yamaura et al., 2004; Morales et al., 2010),
sentezlenen manyetik nanopartikiil ylizeyinde DNA hibridizasyon islem
basamaklar1 (Medley et al., 2011; Karadeniz et al., 2009; Erdem et al., 2007b;
Erdem et al., 2006b; Erdem et al., 2005; Wang et al., 2004; Wang et al., 2002b;
Wang et al., 2001) ve bu hibridin aktivasyonu yapilmis tek kullanimlik kalem
grafit elektrotlarin yiizeyine tutturulma basamaklar1 (Erdem et al., 2005; Erdem et
al., 2006b; Erdem et al., 2007b; Wang et al., 2001; Wang et al., 2002b; Wang et

al., 2004) mevcut literatiirlerden belirlenen yontemlere gore gergeklestirildi.
3.4. Kullanilan Elektrotlarin Hazirlanisi
Calismada kullanilan tek kullanimlik kalem grafit elektrotlar, 0,5 Tombo

HB kalem uglar1 3 cm olacak sekilde kesilerek hazirlandi. Olgiim sirasinda ucun 1

cm lik kismi elektrokimyasal hiicre igerisinde kalacak sekilde kalem igine
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yerlestirildi (Wang et al., 2000; Wang et al., 2001; Ozsoz et al., 2003; Karadeniz
et al., 2009; Erdem et al., 2009;).

Calisma elektrotu olarak kullanilan kalem grafit elektrotlar, 0,05 M ABS
cozeltisinde, + 1,4 V, 30 saniye boyunca uygularak aktive edilerek kullanildi
(Erdem et al., 2009; Erdem et al., 2007b; Erdem et al., 2005; Karadeniz et al.,
2007; Wang et al., 2001).

3.5. Kullanilan Manyetik Nanopartikiillerin Sentezi

Manyetik nanopartikiil yiizeyinde DNA hibridizasyonu i¢in ilk Once
asagidaki prosediir uygulanarak amino isaretli manyetik nanopartikiil (nano-MP-

NH,) sentezi gergeklestirildi:

0,1 g Fe304, 3.2.1.2. de hazirlanis1 anlatilan 40 mL 0,5 M glukoz ¢ozeltisi
icerisinde dagitildi. Fe;Oy4’ iin glukoz ¢ozeltisinde daha iyi dagitilmasini saglamak
icin, 15 dakika ses titresimli temizleyici cihaz ile sonike edildi. 0,5 M glukoz
cozeltisi icerisinde iyice dagitilan Fes;Os, karamelizasyon basamagi, 5 saat
boyunca 130 °C’ de autoclave cihazinda bekletilerek gerceklestirildi.
Karamelizasyon basamagi sonunda, nanopartikiiller ¢ozelti fazindan miknatis
yardimiyla ayrildi. Nanopartikiiller saf su ile 3 kere yikandi. Her yikama
basamaginda, nanopartikiiller saf su icerisinde iyice dagitilip yikanmas1 saglandi.
Yikama isleminden sonra miknatis ile yikama cozeltileri ayrilip atildi. Yikama
basamagindan sonra nanopartikiiller, 3.2.1.2 de hazirlanis1 anlatilan 200 mL
APTES c¢ozeltisi igerisinde dagitildi. 15 dakika ses titresimli temizleyici cihaz ile
sonike edildi. Nanopartikiillerin iyice dagitilmasi saglandi. Bir gece boyunca
APTES ¢ozeltisi icerisinde orbital karistirici cihaz ile karigtirarak silanizasyon
isleminin gerceklesmesi saglandi. APTES ¢dzeltisiyle karistirilmasiyla uglarina
amino grubu baglanan manyetik nanopartikiillerin, son olarak yikama basamagi
gerceklestirildi. Tlk once miknatis ile APTES ¢dzeltisinden ayrilan amino isaretli
manyetik nanopartikiiller (nano-MP-NH;), 100 mL etanol ile yikandu.
Nanopartikiillerin etanol igerisinde daha iyi dagilmasini saglamak i¢in 15 dakika
ses titresimli temizleyici cihaz ile sonike edildi. Daha sonra nanopartikiiller,
miknatis yardimiyla yikama ¢ozeltisinden ayrilip, nanopartikiiller 2.kez saf su ile
yikandi. Ayni islemler uygulandi. Son olarak nanopartikiiller tekrardan etanol ile

yikandi.
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Sekil 3.1. Manyetik nanopartikiillerin sentez basamaklari.

3.5.1. Manyetik nanopartikiillerin karakterizasyonu

3.5.1.1. Manvetik nanopartikiillerin manyetik 6zelliginin incelenmesi

Yontem 3.5 de anlatildigi gibi sentezi gerceklestirilen amino isaretli
manyetik nanopartikiiller, manyetik 6zelliginin incelenmesi i¢in, bir gece boyunca
40 °C de etiivde bekletildi. Bu sayede nanopartikiillerin nem igermemesi,
tamamen kurumasi saglandi. Manyetik nanopartikiillerin manyetik 6zelligi,
elektron spin rezonans (ESR) temeline dayali olarak ESR spektrometresi ile

Hacettepe Universitesi’nde Sn. Prof. Dr. Sinan Akgdl ve ekibi tarafindan yapildi.

3.5.1.2. Manvetik nanopartikiillerin mikroskopik karakterizasyonu

Yontem 3.5 de anlatildigi gibi sentezi gerceklestirilen amino isaretli
manyetik nanopartikiiller, mikroskopik karakterizasyonunun
gergeklestirilebilmesi igin, bir gece boyunca 40 °C de etiivde bekletildi. Bu sayede
nanopartikiillerin nem icermemesi, tamamen kurumasi saglandi. Manyetik
nanopartikiillerin mikroskopik karakterizasyonu, taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile izmir Yiiksek Teknoloji Universitesi’nde Sn. Prof. Dr. Sinan Akgdl ve
ekibi tarafindan yapildi.
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Bir plaka iizerine belli miktarda Ornek alinarak, Ornegin iletkenligini
arttirmak icin 1 dakika boyunca ornek altin ile kaplandi. Olgiime hazirlanan
ornekler farkli boyutlarda biiyiiltilerek goriintiiler alindi. Ayrica manyetik
nanopartikiil i¢cindeki elementlerin yiizdelerini belirleyebilmek icin yar1 kantitatif

olarak enerji dagilimli X-1ginlar1 analizi (EDX) yapildu.

3.5.1.3. Manvetik nanopartikiillerin spektroskopik karakterizasyonu

Yontem 3.5 de anlatildigi gibi sentezi gerceklestirilen amino isaretli
manyetik nanopartikiiller, spekroskopik karakterizasyonunun
gergeklestirilebilmesi igin, bir gece boyunca 40 °C de etiivde bekletildi. Bu sayede
nanopartikiillerin nem igermemesi, tamamen kurumasi saglandi. Manyetik
nanopartikiillerin spektroskopik karakterizasyonu, fourier doniisiimlii kizilGtesi
spektroskopisi (FTIR) ile Ege Universitesi, Kimya Boliim’iinde Sn. Prof. Dr.
Sinan Akgol ve ekibi tarafindan yapildi.

FTIR i¢in, manyetik nanopartikiil 6rnegi, kuru KBr ile % 1 oraninda iyice
karigtirildiktan sonra bir preste birka¢ tonluk basing uygulanarak 0,5 mm
kalinliginda ve 1 cm c¢apinda bir tablet haline getirildi. KBr’ iin infrared
bolgesinde absorpsiyonu olmadigr i¢in kullanildi. Hazirlanan tablet cihaza

yerlestirilip 6l¢iim alindi.
3.5.2. Farkh ¢ozelti ortamlarinin manyetik nanopartikiillere etkisi

Yontem 3.5 deki kosullarda amino isaretli nanopartikiillerin (nano-MP-
NH,) sentezi gerceklestirildi. Sentezlenen nanopartikiiller, 3.2.1.2 de hazirlanisi
aciklanan fosfat tamponu (PBwS), fosfat-glisin tamponu (PBG) ve fosfat-tween
20 tamponu (PBTw) gibi farkli tamponlarda dagitilarak nanopartikiillerin
stabilitesine olan etkisi incelendi. Bunun i¢in asagidaki prosediir uygulanarak

1.giin, 7.giin ve 14.gilin i¢in nanopartikiillerin stabilitesi arastirildi:

PBwS / PBG / PBTw tamponunda hazirlanan nano-MP-NH, ependorf
tiipiine transfer edildi ve 90 uL PBS (pH 7,4) cozeltisi igerisinde 5 dakika
boyunca karigtirmali ortamda 2 kez yikandi. Yikama ¢ozeltisi manyetik platform
sayesinde ortamdan uzaklastirildi. nano-MP-NH,;’ leri 50 uLL NHS ¢ozeltisi ile 15
dakika boyunca kanistirarak aktivasyonlart  gerceklestirildi.  Aktivasyon
basamagindan sonra 90 pL PBS (pH 7,4) ile 5 dakika boyunca karistirmali
ortamda 2 kez yikandi. 30 uL PBS (pH 7,4)’de hazirlanan 100 pg/mL tiyol ile



51

isaretli 12 G prob dizisi nano-MP-NH, 6rneklerine ilave edildi ve oda sicakliginda
1 saat boyunca karistirilarak nano-MP-NH, yiizeyine tutturuldu. Ardindan 90 pL
PBS (pH 7.4) ile 5 dakika boyunca 2 kez yikandi. Yikama ¢ozeltisi manyetik
platform sayesinde ortamdan uzaklastirildi. Alkali muamelesi i¢in 6rnekler 25 pL.
0,05 M NaOH ¢ozeltisine transfer edildi ve 5 dakika boyunca karigtirildi. Her bir
ornek (25 pL), 85 uL. ABS (pH 4,8) igeren viyal i¢ine transfer edildi ve viyaller
vorteks ile karistirildi. Toplam hacmi 110 pL olan 6rnek 1 dakika boyunca
vorteksle karigtirildiktan sonra aktivasyonu yapilmis PGE’ler kullanilarak
orneklerin pasif adsorpsiyon yontemi ile elektrot ylizeyine 15 dakika boyunca
immobilizasyonu gergeklestirildi. Elektrotlar, daha sonra 5 saniye boyunca ABS
(pH 4,8) ile yikandi. DPV teknigi ile 6l¢iim i¢in, yikanan elektrotlar ABS (pH 4,8)
iceren elektrokimyasal hiicrede tiglii elektrot sistemine yerlestirildi. Tiyol isaretli
12 G prob tutturulmasindan sonrasi guanin bazinin yiikseltgenme sinyali, +0,40 V
ile +1,40 V arasinda, 50 mV/s hiziyla 50 mV’ luk puls genliginde DPV teknigiyle

tarama yapilarak ol¢iildii.

3.6. Manyetik Nanopartikiillere Dayal Elektrokimyasal DNA Hibridizasyon
Tayini

PBTw de hazirlanan nano-MP-NH; yiizeyinde 3.2.1.1 de belirtilen HBV
DNA dizileri kullanilarak, PBS (pH= 7,4) tampon ¢ozelti ortaminda hibridizasyon
gerceklestirildi. DPV teknigiyle elektrokimyasal 6l¢iimler gergeklestirildi.

3.6.1. Manyetik nanopartikiil yiizeyinde gerceklestirilen DNA hibridizasyonu

PBTw de hazirlanan nano-MP-NH, yiizeyinde DNA hibridizasyonu,
biyomanyetik ayirma platformu (Sigris MCB-1200) kullanilarak asagidaki
prosediir uygulanarak gergeklestirildi (Medley et al., 2011; Karadeniz et al., 2009;
Erdem et al., 2007b; Erdem et al., 2006b; Erdem et al., 2005; Wang et al., 2004;
Wang et al., 2002b; Wang et al., 2001).

Nano-MP-NH;, ependorf tiipiinde 90 uL. PBS (pH 7,4) ¢ozeltisi igerisinde 5
dakika boyunca karistirmali ortamda 2 kez yikandi. Yikama ¢ozeltisi manyetik
platform sayesinde ortamdan uzaklastirildi. nano-MP-NH,’ ler, 50 uL NHS
cozeltisi ile 15 dakika boyunca karistirarak aktivasyonlar1 gergeklestirildi.
Aktivasyon basamagindan sonra 90 uL PBS (pH 7.4) ile 5 dakika boyunca
karigtirmali ortamda 2 kez yikandi. 30 pL. PBS (pH 7,4)’de hazirlanan 100 pg/mL
tiyol ile isaretli HBV prob dizisi nano-MP-NH, orneklerine ilave edildi ve oda
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sicakliginda 1 saat boyunca karistirilarak nano-MP-NH, yiizeyine tutturuldu.
Ardindan 90 pL PBS (pH 7,4) ile 5 dakika boyunca 2 kez yikandi. Yikama
¢oOzeltisi manyetik platform sayesinde ortamdan uzaklastirildi. 30 uLL. PBS (pH
7,4) igerisinde hazirlanan 100 pg/pL HBV hedef DNA dizisi prob tutturulan MB-
NH, orneklerine ilave edildi ve 30 dakika boyunca oda sicakliginda ve
karigtirmali ortamda hibridizasyon gergeklestirildi. Ardindan 6rnekler 90 pL. PBS
(pH 7,4) ile 5 dakika boyunca 2 kez yikandi. Alkali muamelesi i¢in 6rnekler 25
uL 0,05 M NaOH ¢ozeltisine transfer edildi ve 5 dakika boyunca karistirildi. Her
bir 6rnek (25 pL), 85 uL ABS (pH 4,8) igeren viyal i¢ine transfer edildi ve
viyaller vorteks ile karistirildi. Toplam hacmi 110 pL olan 6rnek 1 dakika
boyunca vorteksle karigtirildiktan sonra aktivasyonu yapilmis PGE’ler
kullanilarak 6rneklerin pasif adsorpsiyon yontemi ile elektrot yiizeyine 15 dakika
boyunca immobilizasyonu gerceklestirildi. Elektrotlar, daha sonra 5 saniye
boyunca ABS (pH 4,8) ile yikandi. DPV teknigi ile 6l¢iim i¢in, yikanan elektrotlar
ABS (pH 4,8) iceren elektrokimyasal hiicrede iiclii elektrot sistemine yerlestirildi.

3.6.2. Manyetik nanopartikiil yiizeyinde gerceklestirilen = DNA

hibridizasyonunun elektrokimyasal tayini

3.6.1 de anlatilan prosediir uygulandi. Hibridizasyon tayini i¢in, +1,037 V

da gozlenen guanin bazina ait yiikseltgenme sinyali incelendi.

Tiyol isaretli HBV prob ve HBV hedef dizi hibridizasyonu sonrasi guanin
bazinin yiikseltgenme sinyali, +0,40 V ile +1,40 V arasinda, 50 mV/s hiziyla 50
mV’ luk puls genliginde DPV teknigiyle tarama yapilarak ol¢iildii.
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Sekil 3.2. Manyetik nanopartikiil yilizeyinde dizi se¢imli DNA hibridizasyonunun elektrokimyasal

tayinin sematik gosterimi.
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3.6.3. Manyetik nanopartikiil yiizeyine immobilize edilen prob
konsantrasyondaki degisimin hibridizasyon varh@inda elde edilen yanitina

etkisinin incelenmesi

Bu ¢alismada, 3.6.1 de anlatilan yontemde PBTw tamponunda hazirlanan
nano-MP-NH, ylizeyine tiyol isaretli HBV prob dizisini tutturma basamaginda, 25
pg/mL ile 125 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda tiyol isaretli HBV
prob dizileri kullanildi. Daha sonraki hibridizasyon basamaklar1 belirtildigi gibi

uygulandi. Bu degisen konsantrasyon araliginin yanita etkisi incelendi.

3.6.4. Manyetik nanopartikiil yiizeyinde gerceklestirilen DNA hibridizasyon
yamitina HBV hedef dizi konsantrasyondaki degisimin etkisinin incelenmesi

Bu ¢alismada, 3.6.1 de anlatilan yontemde PBTw tamponunda hazirlanan
nano-MP-NH, yiizeyinde hibridizasyon basamag: sirasinda, 25 pg/mL ile 125
ng/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda HBV hedef DNA dizisi kullanilarak,

yanita etkisi incelendi.

3.6.5. Manyetik nanopartikiil yiizeyinde gerceklestirilen DNA hibridizasyon

yanitina hibridizasyon siiresindeki degisimin etkisinin incelenmesi

Bu ¢alismada, 3.6.1 de anlatilan yontemde PBTw tamponunda hazirlanan
nano-MP-NH, ylizeyinde hibridizasyon siiresi, 5 dakika ile 60 dakika arasinda

degisen stirelerde caligilarak yanita etkisi incelendi.

3.6.6. Manyetik nanopartikiil yiizeyinde gerceklestirilen @ DNA

hibridizasyonunda secimlilik incelenmesi

Bu calismada, 3.6.1 de anlatilan yontemde hibridizasyon basamaginda,
rastgele dizi (NC), hedef ile rastgele dizi (NC) 1:1 karisimi, tek bazi hedef diziden
farkli dizi, hedef dizi ile tek bazi hedef diziden farkli dizi (MM) 1:1 karigimi
kullanilarak, tiyol isaretli HBV prob dizi ile hibridizasyon ger¢eklestirildi.

Hibridizasyon tayini i¢in guanin bazinin yiikseltgenme sinyali incelendi.
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3.6.7. Manyetik nanopartikiil stabilitesinin incelenmesi

Bu calismada, PBTw tamponunda hazirlanan nano-MP-NH,’ lerin stabilitesinin
incelenmesi i¢in 1., 4., 7., 14., 21., 28. gilinlerde sentezlenen manyetik

nanopartikiillerle ilgili prosediir izlenerek ¢alisma gergeklestirildi.

Nano-MP-NH,, ependorf tiipiinde 90 uL PBS (pH 7,4) ¢6zeltisi igerisinde 5
dakika boyunca karigtirmali ortamda 2 kez yikandi. Yikama ¢ozeltisi manyetik
platform sayesinde ortamdan uzaklastirildi. nano-MP-NHj’ler, 50 pL NHS
cozeltisi ile 15 dakika boyunca karistirarak aktivasyonlar: gerceklestirildi.
Aktivasyon basamagindan sonra 90 uL PBS (pH 7.4) ile 5 dakika boyunca
karigtirmali ortamda 2 kez yikandi. 30 pLL. PBS (pH 7,4)’de hazirlanan 100 pg/mL
tiyol ile isaretli 12 G prob dizisi nano-MP-NH, &rneklerine ilave edildi ve oda
sicakliginda 1 saat boyunca karistirilarak nano-MP-NH, yiizeyine tutturuldu.
Ardindan 90 pL PBS (pH 7,4) ile 5 dakika boyunca 2 kez yikandi. Yikama
cozeltisi manyetik platform sayesinde ortamdan uzaklastirildi. Alkali muamelesi
icin 6rnekler 25 pL 0,05 M NaOH ¢ozeltisine transfer edildi ve 5 dakika boyunca
karigtirildi. Her bir 6rnek (25 pL), 85 uL ABS (pH 4,8) igeren viyal icine transfer
edildi ve viyaller vorteks ile karigtirildi. Toplam hacmi 110 pL olan 6rnek 1
dakika boyunca vorteksle karigtirildiktan sonra aktivasyonu yapilmis PGE’ler
kullanilarak 6rneklerin pasif adsorpsiyon yontemi ile elektrot yiizeyine 15 dakika
boyunca immobilizasyonu gerceklestirildi. Elektrotlar, daha sonra 5 saniye
boyunca ABS (pH 4,8) ile yikandi. DPV teknigi ile 6l¢iim i¢in, yikanan elektrotlar
ABS (pH 4,8) igeren elektrokimyasal hiicrede {i¢lii elektrot sistemine yerlestirildi.
Tiyol isaretli 12 G prob tutturulmasindan sonrasi guanin bazinin yiikseltgenme
sinyali, +0,40 V ile +1,40 V arasinda, 50 mV/s hiztyla 50 mV’ luk puls genliginde
DPV teknigiyle tarama yapilarak ol¢iildii.



56

4. BULGULAR

4.1. Manyetik Nanopartikiillerin Karakterizasyonunda Elde Edilen Bulgular

4.1.1. Manyetik nanopartikiillerin manyetik o6zelliginin incelenmesinde elde

edilen bulgular

Sentezlenen manyetik nanopartikiillerin  manyetik  6zelligi ESR
spektrometresi ile incelendi. Yogunluga karst manyetik alan spektrumu sekil 4.1
de gosterildi. Ayrica hazirlanan manyetik nanopartikiillerin ¢ozelti ortamindan

miknatis yardimi ile ayrimi sekil 4.2 de gosterildi.
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1000 2000 3000 4000 5000

-10000 T

-20000 — MANYETIK ALAN, Gauss

Sekil 4.1. Manyetik nanopartikiillerin ESR spektrumu.

Sekil 4.2. Manyetik nanopartikiillerin ¢zelti ortamindan miknatis yardimiyla
ayrimi.
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4.1.2. Manyetik nanopartikiillerin mikroskopik karakterizasyonunda elde
edilen bulgular

Manyetik nanopartikiillerin mikroskopik karakterizasyonunda SEM cihazi
kullanilarak elde edilen goriintii sekil 4.3 de ve EDX analizi sonucu elde edilen

element yiizde grafigi sekil 4.4 de gosterildi.

HV fspot] WD [ mag OO [det| pressure
7.00 k| 3.0 |92 mm | 200 000 x | ETD | 1.23e-5 mbar YTEMAM

Sekil 4.3. Manyetik nanopartikiillerin SEM goriintiisii (20000 biiyiitme).
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Sekil 4.4. Manyetik nanopartikiillerin EDX analizi elementel yiizde grafigi.
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4.1.3. Manyetik nanopartikiillerin spektroskopik karakterizasyonunda elde
edilen bulgular

Manyetik nanopartikiillerin spektroskopik karakterizasyonu FTIR cihazi
kullanilarak yapildi. Elde edilen sonuglar sekil 4.5 de gosterildi.

% GEGIRGENLIK
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- nano-MP-NH: gj':
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Sekil 4.5. Manyetik nanopartikiillerin FTIR spektrumu.

4.2. Farkh Cozelti Ortamlarindaki Manyetik Nanopartikiillerle Hazirlanan
Orneklerde Elde Edilen Bulgular

PBwS, PBG ve PBTw tamponlarinda hazirlanan nano-MP-NH, ler
kullanilarak partikiil ylizeyine, partikiil sentezinin 1., 7., 14. giinlerinde SH-12 G
prob tutturuldu. 1. giin elde edilen + 1,012 V daki guanin ylikseltgenme
sinyallerini gdsteren voltamogramlar sekil 4.6.A da ve 1., 7. ve 14. giinlerde elde
edilen + 1,012 V daki guanin sinyallerindeki degisimi gosteren histogramlar sekil
4.6.B de gosterildi.
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Sekil 4.6. Farkli ¢ozelti ortamlarinda hazirlanan manyetik nanopartikiiller yiizeyine DNA
immobilizasyonu sonrasinda, partikiil sentezinin 1. giiniinde elde edilen guanin
yiikseltme sinyallerini gosteren (A) voltamogram; (a) PBwS tamponunun, (b)
PBG tamponunun, (¢) PBTw tamponunun kontrolii, (d) PBwS tamponunda
hazirlanan nano-MP-NH,, (¢) PBG tamponunda hazirlanan nano-MP-NH,, (f)
PBTw tamponunda hazirlanan nano-MP-NH, kullanilarak elde edilen guanin
sinyalleri. Farkli tampon c¢ozeltilerinde hazirlanan nano-MP-NH, ler yiizeyine
DNA immobilizasyonu sonrasinda partikiil sentezinin 1., 7., 14. giinlerinde elde

edilen guanin yiikseltme sinyallerini gosteren (B) histogram (n=3).
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4.3. Manyetik  Nanopartikiil Yiizeyinde  Gerceklestirilen @ DNA
Hibridizasyonunun Elektrokimyasal Tayinine Yonelik Bulgular

4.3.1. Manyetik nanopartikiil yiizeyine immobilize edilen prob
konsantrasyondaki degisimin hibridizasyon varhginda elde edilen yanita

etkisine yonelik bulgular

HBYV hedef dizi konsantrasyonu sabit tutularak, tiyol isaretli HBV prob dizi
konsantrasyonu 25-125 pg/mL araliginda degistirilerek ¢alisma gergeklestirildi.
Hibridizasyon varliginda + 1,037 V da o6lgiilen guanin yiikseltgenme sinyallerini
gosteren voltamogramlar sekil 4.7.A da ve histogramlar sekil 4.7.B de gosterildi.
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda probun HBV hedef diziyle hibridizasyon oncesi ve
sonrasi Olgiilen guanin yiikseltgenme sinyallerini gosteren (A) voltamogram, (B)
histogram (n=3). (a) hibridizasyon yoklugunda sadece partikiillerle hazirlanan
ornekle kontrol deneyi, (b) hibridizasyon Oncesinde sadece 100 pug/mL prob
varliginda, farkli prob konsantrasyonlarda 100 ug/mL HBV hedef dizi ile
hibridizasyonda &lgiilen sinyaller; (¢) 25 pg/mL SH-HBV prob, (d) 50 pg/mL SH-
HBV prob, (e) 75 pg/mL SH-HBV prob, (f) 100 ng/mL. SH-HBV prob, (g) 125
pg/mL SH-HBYV prob.
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4.3.2. Manyetik nanopartikiil yiizeyinde gerceklestirilen DNA hibridizasyon
yamitina HBV hedef dizi konsantrasyondaki degisimin etkisine yonelik
bulgular

Optimum HBYV prob konsantrasyonda farklit HBV hedef dizi konsantrasyon
araliginda (25-125 pg/mL) c¢alisilarak, hibridizasyon sonrasi dlgiilen + 1,037 V
daki guanin yiikseltgenme sinyallerini gosteren voltamogramlar sekil 4.8.A da ve

histogramlar sekil 4.8.B de gosterildi.
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Sekil 4.8. 100 ng/mL SH-HBV probun farkli konsantrasyonlardaki HBV hedef diziyle
hibridizasyon sonrast dlgiilen guanin yiikseltgenme sinyallerini gosteren (A)
voltamogram, (B) histogram (n=3). (a) hibridizasyon yoklugunda manyetik
nanopartikiille hazirlanan 6rnekle kontrol deneyi, 100 pg/mL SH-HBV prob ile
farkli HBV hedef konsantrasyonda; (b) 25 pg/mL, (¢) 50 pg/mL, (d) 75
pg/mL, (e) 100 pg/mL, (f) 125 pg/mL. HBV hedef hibridizasyonu sonrasi

o6lgiilen guanin yiikseltgenme sinyalleri.
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4.3.3. Manyetik nanopartikiil yiizeyinde gerceklestirilen DNA hibridizasyon
yanitina hibridizasyon siiresindeki degisimin etkisine yonelik bulgular

100 pg/mL SH-HBV prob ile 100 ng/mL HBV hedef dizi hibridizasyonu, 5
ile 60 dakika araliginda farkli hibridizasyon siirelerinde gerceklestirildi.
Hibridizasyon siiresinin + 1,037 V da 6lgiilen guanin yiikseltgenme sinyallerini

gosteren voltamogramlar sekil 4.9.A ve histogramlar sekil 4.9.B de gosterildi.
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Sekil 4.9. 100 pg/mL SH-HBYV prob ile 100 pg/mL HBV hedef dizisinin farkli hibridizasyon
stirelerinde hibridizasyonu sonrasinda guanin yiikseltgenme sinyallerini gdsteren
(A) voltamogram, (B) histogram (n=3). (a) 5 dakika, (b) 15 dakika, (c¢) 30 dakika,

(d) 60 dakika hibridizasyon sonrasi guanin yiikseltgenme sinyalleri.
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4.3.4. Manyetik nanopartikiil yiizeyinde gerceklestirilen @ DNA
hibridizasyonunda HBV hedef DNA i¢in tayin smir1 incelenmesine yonelik
bulgular

Optimum bulunan konsantrasyondaki SH-HBV prob ile 5-25 pg/mL HBV
hedef dizi hibridizasyon sonrasi 6l¢iilen + 1,037 V daki guanin yiikseltgenme
sinyallerine dayal1 kalibrasyon egrisi sekil 4.10 da gosterildi.
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Sekil 4.10. 5-25 pg/mL konsantrasyon araliginda HBV hedef dizi ile 100 pg/mL
SH-HBV prob hibridizasyonu sonrasi dl¢iilen guanin yiikseltgenme

sinyaline dayal kalibrasyon grafigi.

4.3.5. Manyetik nanopartikiil yiizeyinde gerceklestirilen @ DNA

hibridizasyonunda sec¢imlilik incelenmesine yonelik bulgular

100 pg/mL SH-HBV prob ile 100 ug/mL MM / 100 pg/mL hedef dizi ile
MM karisimi (1:1) / 100 ug/mL NC / 100 ug/mL hedef dizi ile NC karigimi (1:1)
arasinda 30 dakika boyunca ger¢eklesen hibridizasyon sonrasinda + 1,037 V daki
guanin yiikseltgenme sinyalleri lizerindeki % degisimi gosteren histogram sekil
4.11 de gosterildi.
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Sekil 4.11. 100 ug/mL SH-HBV prob ile farklt DNA dizileri arasinda olas1 hibridizasyon
sonrasi guanin yiikseltgenme sinyallerindeki % degisimi gdsteren histogram
(n=3). 100 ug/mL SH-HBV prob ile (a) 100 pg/mL MM dizi, (b) 100 pg/mL
hedef dizi ve MM (1:1) karisim ¢dzeltisi, (¢) 100 pg/mL NC dizi, (d) 100
pg/mL hedef dizi ve NC (1:1) karisim ¢ozeltisi hibridizasyonu sonrasi guanin
yiikseltgenme sinyalindeki % degisimler. 100 ng/mL HBV DNA prob ile 100
pg/mL hedef DNA dizisi arasindaki DNA hibridizasyonu sonrasinda odlgiilen

guanin sinyali 100 olarak kabul edildi ve hesaplamalar buna gore yapildi.

4.3.6. Manyetik nanopartikiillerin stabilitesinin incelenmesine yonelik

bulgular

Manyetik nanopartikiil sentezinin 1., 4., 7., 14., 21. ve 28. giinlerinde
partikiil ylizeyine SH-12 G prob DNA tutturulmasindan sonra + 1,012 V da
Olciilen guanin yiikseltgenme sinyallerindeki degisim sekil 4.12 de gdsterildi.
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Sekil 4.12. Manyetik nanopartikiil sentezinin 1., 4., 7., 14., 21., 28. giinlerinde, DNA
immobilizasyonu sonrasinda 6lgiilen guanin yiikseltme sinyallerini gosteren

histogram (n=3).
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5. TARTISMA

5.1. Manyetik Nanopartikiillerin Karakterizasyonunda Elde Edilen Bulgular
fle Tlgili Tartisma

5.1.1. Manyetik nanopartikiillerin manyetik o6zelliginin incelenmesinde elde

edilen bulgular ile ilgili tartisma

Sekil 4.1 de goriildiigii gibi sentezlenen manyetik nanopartikiiller i¢cin 2200
G civarinda yaklagik 26000 mAU sinyal siddeti elde edildi. Boylece uglart amino
gruplar1 ile isaretlenen nanopartikiillerin manyetik 06zelliklerinde bir kayip
olmadig1 gozlendi. Molekiillerin {izerindeki eslesmemis elektronlarin karakteristik
sayisal bir ifadesi olan g faktoriiniin hesaplanmasi i¢in g=hv/(BH,) esitligi
kullanilmaktadir. Burada h (Planck sabiti) degeri 6,626x10™ erg/s, B (evrensel
sabit) degeri 9,274x107%! erg/G, v (frekans) degeri 9,707x10° Hz dir. H; degeri ise
(manyetik alanin rezonansi) grafikten 2663 G olarak elde edidi. Bu veriler
kullanilarak g faktorii 2,6 olarak hesaplandi. Literatiirde Fe’" icin diisiik-spin ve
yiiksek-spin kompleksleri sirasiyla 1,4-3,1 ve 2,0-9,7 olarak belirlenmistir (Akgol
et al., 2005). Sentezlenen amino isaretli manyetik nanopartikiiller (nano-MP-NH,)
icin g faktor degerinin de literatiirle uyumlu oldugu goriildii ve elde edilen
sonuglara gore sentezlenen manyetik nanopartikiillerin yapilarinda lokal bir

manyetik alana sahip oldugu anlasildi (Corman et al., 2010).

5.1.2. Manyetik nanopartikiillerin mikroskopik karakterizasyonunda elde

edilen bulgular ile ilgili tartisma

SEM goriintiisii ve partikiil biiyiikliigli ol¢limden elde edilen sonuglar
incelendiginde, ¢ogunlukla dairesel oldugu goriilen nanopartikiillerin ortalama
yart ¢apt 28 nm olarak Oolgiildii. Ayrica EDX analizi sonucu, manyetik
nanopartikiil i¢indeki elementlerin yiizde degerleri belirlendi. Analiz sonucunda,
sentez sirasinda kullanilan Fe;O4’ ten beklenen demir ve oksijen elementleri,
karamelizasyon basamagi sonrasi yapiya katilmasi beklenen karbon elementi,
silanizasyon basamagi sonrasi yapiya katilmasi beklenen silisyum, azot ve oksijen

elementleri tespit edildi.
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5.1.3. Manyetik nanopartikiillerin spektroskopik karakterizasyonunda elde

edilen bulgular ile ilgili tartisma

Karakteristik olarak Fe;O4 bandi 600 cm™ civarinda goriiliir. Sentezlenen
manyetik nanopartikiillerde Fe;O4 varligi, 628 cm™ ve 563 cm’ civarinda
gozlenen iki giiclii absorpsiyon bantlar1 olarak goriildii. Literatiirde rapor edilen
diger caligmalarin sonucuna paralel, bu iki pik civarinda Fe;O4 bantlar1 goriildiigi
saptandi (Yamaura et al., 2004; Chen and Chen, 2005).

Silanizasyon basamagi sonrasinda, silika bagi (Fe-O-Si) manyetik
nanopartikiil  ylizeyinde adsorbe edilir. Bu bag FTIR spektrumda
gozilkmemektedir; ¢iinkii silika bag, 584 cm™ civarinda gozikmektedir. Bu
aralikta Fe-O titresim piki ile ortiismektedir. Calismamizda, yapiya silan yapisinin
katildig1, FTIR spektrumunda 1124 cm™, 1064 cm™, 978 cm™ gézlenen Si-O-Si,
SiO-H ve Si-O-H baglarinin bantlariyla dogruland: ve literatiire paralel sonuglar
elde edildigi saptandi (Yamaura et al., 2004; Chen and Chen, 2005). Manyetik
nanopartikiil sentezi sirasinda yapiya glukoz ve APTES molekiillerinin katilmasi,
1400 cm™” de C-H baglarina ait esneme bandmin gozlenmesiyle dogruland:
(Lambert et al., 1987; Silverstein et al., 1981). Ayrica, 3409 cm” ve 1626 cm™ de
gbzlenen iki genis bandin sirasiyla, N-H gerilme titresim ve serbest -NH;
grubundan kaynaklanan -NH, egilme bantlar1 olarak gozlendigine karar verildi
(Yamaura et al., 2004). Silanizasyon basamagi sonras1 manyetik nanopartikiillerin
ucuna amino grubu baglanmasina yonelik sekil 4.5 de gosterilen nano-MP ve
nano-MP-NH, spektrumlari karsilastirildiginda, 3409 cm™ ve 1626 cm™ de

gozlenen bantlarda siddetin artmasiyla dogrulandi.

5.2. Farkh Cozelti Ortamlarindaki Manyetik Nanopartikiillerle Hazirlanan
Orneklerle Elde Edilen Bulgular ile lgili Tartisma

Sekil 4.6 da farkli ¢oOzelti ortamlarinda hazirlanan  manyetik
nanopartikiillerin yiizeyine DNA immobilizasyonu sonrast + 1,012 V da dlgiilem
guanin ylikseltgenme sinyallerinin kiyaslamasi gosterildi. PBwS, PBG ve PBTw
tamponlarinda hazirlanan nano-MP-NH; kullanilarak yontem 3.5.2 de anlatildig:
gibi DNA prob nanopartikiil yiizeyine tutturuldu. Nanopartikiil sentezinin 1.
giiniinde yapilan ¢alisma sonuclart sekil 4.6.A da gosterildi. PBwS tamponunda
hazirlanan nano-MP-NH,; kullanilarak 12650 + 1767,77 nA (%RSD= % 13,97,
n=3), PBG tamponunda hazirlanan nano-MP-NH; kullanilarak 13050 + 636,40 nA
(%RSD= % 4,88; n=3), PBTw tamponunda hazirlanan nano-MP-NH, kullanilarak
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13150 + 212,13 nA (%RSD= % 1,61; n=3) ortalama guanin yiikseltgenme sinyali
elde edildi. Manyetik nanopartikiil sentezinin 1., 7. ve 14. giinlerinde partikiillerin
stabilitesinde farkli ¢ozelti ortamlarmin etkisini incelemek i¢in yapilan ¢aligma
sonuglari sekil 4.6.B de histogram olarak gosterildi. PBwS tamponunda hazirlanan
partikiiller kullanilarak 1. giinde elde edilen guanin yiikseltgenme sinyalinde, 14.
ginde % 63,52 azalis gozlendi. PBG tamponunda hazirlanan partikiiller
kullanilarak 1. giinde elde edilen guanin yiikseltgenme sinyalinde, 14. giinde %
69,51 azalis gozlendi. PBTw tamponunda hazirlanan partikiiller kullanilarak 1.
giinde elde edilen guanin yiikseltgenme sinyalinde, 14. giinde % 62,54 azalis
gozlendi. Tim  sonuglar  degerlendirildiginde, @~ PBTw  tamponunda
nanopartikiillerin daha stabil oldugu ve bu ortam kullanilarak daha yiiksek, daha

tekrarlanabilir guanin yiikseltgenme sinyali elde edildigine karar verildi.

5.3. Manyetik  Nanopartikiil  Yiizeyinde  Gerceklestirilen = DNA
Hibridizasyonunda Elde Edilen Bulgular ile lgili Tartiyma

5.3.1. Manyetik nanopartikiil yiizeyine immobilize edilen prob
konsantrasyondaki degisimin hibridizasyon varhginda elde edilen yanita

etkisine yonelik bulgular ile ilgili tartiyma

Manyetik  nanopartikiil yiizeyinde DNA  hibridizasyonunda  prob
konsantrasyonun etkisini incelemek i¢in yapilan 100 pg/mL HBV hedef dizi ile
25, 50, 75, 100, 125 pg/mL konsantrasyonlarindaki SH-HBV prob dizi
hibridizasyon sonuglart sekil 4.7.A da voltamogram olarak, sekil 4.7.B de
histogram olarak gosterildi. HBV’yi temsil eden prob dizisinin guanin bazi
icermemesi nedeniyle, sadece prob igeren ornekte alian dlglimde, + 1,037 V’da
guanin yiikseltgenme sinyali gbzlenmedi (sekil 4.7.A-b ve sekil 4.7.B-b). HBV
prob dizisinin guanin bazi icermemesine bagli olarak guanin bazinin sentetik
analogu ve pahal1 bir isaretleyici olan inosin bazinin prob dizisinde yer almamasi,
sensOriimiize Ustlinliik kazandirmistir. Boylece, literatiirde daha dnce rapor edilen
inosin ile isaretlenmis DNA dizilerine dayali ¢alismalara kiyasla, ¢aligmamizda
kullandigimiz probun inosin ile isaretlemesine gerek kalmadan (Karadeniz et al.,
2009; Erdem et al., 2006b; Ozsoz et al., 2003; Wang et al., 2004) hibridizasyon

tayini guanin sinyalindeki degisim iizerinden dogrudan yapilmistir.

SH-HBYV prob dizi konsantrasyonundaki degisimin hibridizasyon varliginda
+ 1,037 V da olgiilen guanin yiikseltgenme sinyalleri iizerindeki etkisi
incelendiginde, 100 pg/mL SH-HBV prob konsantrasyonuna kadar guanin
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yiikseltgenme sinyalinin siirekli bir sekilde artis oldugu gozlendi. 125 pg/mL prob
ile hedef dizi hibridizasyon sonrasi guanin sinyalinde bir azalis oldugu go6zlendi.
100 pg/mL hedefi dizi ile 25, 50, 75, 100, 125 pg/mL SH-HBV prob
hibridizasyonu sonrasi ortalama guanin yiikseltgenme sinyalleri (n=3) sirasiyla,
968,5 + 72,83 nA (%RSD= % 7,52); 1480 + 169,71 nA (%RSD= % 11,47); 1730
+ 480,83 nA (%RSD= % 27,79); 2164 + 192,95 nA (%RSD=% 8,92); 2070 +
14,14 nA (%RSD=% 0,68) olarak 0l¢iildii. En yiiksek guanin sinyalinin 100
ug/mL SH-HBYV prob ile hibridizasyon sonrasi elde edildigi i¢in optimum prob
konsantrasyonu 100 pg/mL olarak segildi.

5.3.2. Manyetik nanopartikiil yiizeyinde gerceklestirilen DNA hibridizasyon
yanmitina HBV hedef dizi konsantrasyondaki degisimin etkisine yonelik
bulgular ile ilgili tartisma

Manyetik nanopartikiil yilizeyinde DNA hibridizasyonunda hedef dizi
konsantrasyonunun etkisini incelemek i¢in, yontem 3.6.4 de anlatildigi gibi
optimum prob konsantrasyonu olarak se¢ilen 100 pg/mL SH-HBYV prob ile 5-125
pg/mL aralifinda farkli konsantrasyonlarda HBV hedef dizi hibridizasyonu
gerceklestirildi. Sekil 4.8 de gosterilen hibridizasyon sonrasinda + 1,037 V da
Ol¢iilen guanin yiikseltgenme sinyalleri, 100 pg/mL hedef dizi konsantrasyonuna
kadar asamali olarak arttifi gortldi. 125 pg/mL hedef dizi hibridizasyonu
sonrasinda guanin yiikseltgenme sinyalinde azalis gézlendi. 100 pg/mL SH-HBV
prob ile 25, 50, 75, 100, 125 pg/mL hedef dizi hibridizasyonu sonrasi ortalama
guanin yiikseltgenme sinyalleri (n=3) sirasiyla, 978,83 + 298,98 nA (%RSD=%
30,54); 1240 + 113,14 nA (%RSD= % 9,12); 1635 + 360,62 nA (%RSD=%
22,06); 2164 + 192,95 (%RSD=% 8,92); 1662,5 + 207,10 nA (%RSD=% 12,46)
olarak olgiildii. 100 pg/mL hedef dizi konsantrasyonundan daha yiiksek
konsantrasyonlarda gerceklesen hibridizasyonda, hibridizasyon verimin diistiigii
buna bagli olarakta guanin sinyalinde azalma oldugu saptandi. Bu nedenle

optimum hedef dizi konsantrasyonu olarak 100 pg/mL secildi.

5.3.3. Manyetik nanopartikiil yiizeyinde gerceklestirilen DNA hibridizasyon
yamitina hibridizasyon siiresindeki deg@isimin etkisine yonelik bulgular ile
ilgili tartisma

Manyetik nanopartikiil yiizeyinde gerceklestirilen DNA hibridizasyonunda
hibridizasyon siiresinin etkisini incelemek i¢in, yontem 3.6.5 de anlatildig gibi

optimum prob konsantrasyonu olarak segilen 100 pg/mL SH-HBV prob ile
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optimum hedef dizi konsantrasyonu olarak se¢ilen 100 pg/mL HBV hedef dizi 5,
15, 30, 60 dakika boyunca farkli siirelerde hibridizasyonu gerceklestirildi. Sekil
4.9 da gosterilen 5, 15, 30, 60 dakika hibridizasyon stireleri sonrasinda + 1,037 V
da ortalama guanin yiikseltgenme sinyalleri (n=3) sirasiyla, 1390 + 212,132 nA
(%RSD= % 15,26); 1437 + 205,51 nA (%RSD= % 14,30); 2164 + 192,95 nA
(%RSD= % 8,92); 1082 + 157,69 nA (%RSD= % 14,57) dl¢iildi. 30 dakikadan
uzun hibridizasyon siiresi sonrasinda guanin ylikseltgenme sinyalinde azalma
gozlendi. En yliksek ve en tekrarlanabilir guanin yiikseltgenme sinyali 30 dakika
hibridizasyon varliginda elde edildigi i¢in optimum hibridizasyon siiresi olarak 30
dakika seg¢ildi.

5.3.4. Manyetik nanopartikiil yiizeyinde DNA hibridizasyonunda HBV hedef

DNA i¢in tayin simir1 incelenmesine yonelik bulgular ile ilgili tartiyma

HBYV hedef DNA dizisi i¢in tayin sinirin1 (DL) belirlemek amaciyla, 5-25
pg/mL hedef dizi konsantrasyon araliginda calisildi. Sekil 4.10 da gdsterilen
dogrusal kalibrasyon egrisinden (y=17,77x + 361,35 ve R*= 0,99) tayin sinir1,
Miller ve Miller yontemine gore (Miller and Miller, 2000), tayin smir1 1,15
pg/mL (110 pL 6rnekte 20 pmol) olarak hesaplandi. Literatirde HBV DNA’nin
elektrokimyasal sensdrlerle tayinine iliskin mevcut caligmalarin sonuglar ile
kiyaslandiginda (Caliskan et al., 2009; Muti et al., 2010; Muti et al., 2012; Muti et
al., 2011; Erdem et al., 2012b; Hassen et al., 2008), calismamizda gelistirilen
manyetik nanopartikiillere dayali tek kullanimlik DNA biyosensdriiyle herhangi
bir indikator kullanilmaksizin, daha kisa siirede ve daha se¢imli bir sekilde diisiik
tayin smirinda HBV  DNA  hibridizasyonun elektrokimyasal tayininin
gerceklestirilebildigine karar verildi.

Cizelge 5.1. HBV DNA tayini igin gerceklestirilmis elektrokimyasal ¢aligmalara Grnekler ve
sonuglarin karsilagtirilmasi.

Elektrot Yamt Yontem gﬁil;: Kaynak
SWCNT- . . (Caligkan et
PGE Guanin sinyali ve Ry | DPV ve EIS 210 nM al.. 2009)
STR-
MWCNT- | Guanin sinyali ve Ry, | DPV ve EIS | 145nM | (Erdemet
al., 2010)
PGE
SNP- PVF'- o (Muti et al.,
PGE Guanin sinyali ve Ry | DPV ve EIS 279 nM 2010)
SWCNT- L . (Muti et al.,
PVF'-PGE Guanin sinyali ve Ry | DPV ve EIS 5,14 uM 2012)
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GRPox-PGE | Guanin sinyali ve Ry | DPV ve EIS 2,02 uM (MIZHOIIeIt)aL’
SWCNT- o . (Erdem et
cHIT-pGE | GuaninsinyaliveRe | DPVVe EIS | 2.09uM ) 1515 1)

o . (Hassen et
AuE Guanin sinyali ve R,y | CV ve EIS 25,3 uM al., 2008)
. (Lietal.,
GCE Cd(bzim),(NOs), CV ve DPV 84 nM 2007-a)
floresans (Liu et al
GCE MnL,Cl, spektroskopisi | 6,8 nM v
e CV 2008)
Ag- floresans (Niu et al
MWCNT- C30H13CuOy, spektroskopisi | 0,646 pM 2009) v
GCE ve CV
(Li et al.,
GCE [Cu(dafone),]|Br; DPV 3,18 nM 2008)
Lietal.,
GCE Cu(dmp)(H,0)Cl, CV ve DPV 70 nM 2007-b)
GCE Co(dmp)(H,0)(NO3), cv 19,4 nM (Dlgégo?)al"
(Mashhadiz
CPE Ry EIS 3,1 pM adeh et al.,
2016)
o . (Castro et
GE Guanin sinyali DPV 2,61 nM al. 2014)
o . 1,15 pg/mL tez
n aligmasi
PGE Guanin sinyali DPV (182 nM) | calig

DPV: Diferansiyel EIS:
Elektrokimyasal empedans spektroskopi, PGE: Kalem grafit elektrot, GCE:
Cams1 grafit elektrot, CPE: Karbon pastasi elektrot, AuE: Altin elektrot,
SWCNT: Tek duvarli karbon nanotiip, MWCNT: Cok duvarli karbon nanotiip,
R Transfer edilen yiike karsi direng, STR: Streptavidin, SNP: Kalay oksit
(SnO,) nanopartikiil, PVF': Poli(vinilferrosenyum), GRPox: Grafen oksit,
CHIT: Kitosan.

puls voltametri, CV: Doniisiimlii voltametri,

5.3.5. Manyetik DNA

hibridizasyonunda sec¢imlilik incelenmesine yonelik bulgular ile ilgili tartiyma

nanopartikiill  yiizeyinde  gerceklestirilen

Sekil 4.11 de verilen histogramda 100 pg/mL SH-HBV prob ile 100 pg/mL
MM / hedef dizi ve MM karisimi (1:1) / NC / hedef dizi ve NC karigimu (1:1), 30
dakika hibridizasyon siiresi sonrasinda + 1,037 V da 6l¢iilen guanin yiikseltgenme

sinyallerinin yiizde degisimi gosterildi. En yliksek guanin yiikseltgenme sinyali
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prob ile hedef dizi hibridizasyonundan sonra goézlendi ve HBV DNA prob ile
hedef dizi hibridizasyonu sonrasi Olciilen guanin yiikseltgenme sinyalindeki
degisim % 100 olarak kabul edildi. Buna oranla, probun tek bazi hedef diziden
farkli dizi (MM) ile hibridizasyonu sonrasinda guanin yiikseltgenme sinyalinde %
31,6 degisim oldugu, hedef dizi ile MM (1:1) karisim ¢ozeltisi ile hibridizasyon
sonrasinda guanin yiikseltgenme sinyalinde % 83,1 degisim oldugu gozlend;,
dolayisiyla ortamda hedef DNA’dan tek bazi farkli bir dizinin olmasi durumunda

bile se¢imliligin yliksek olduguna karar verildi.

Prob ile rastgele dizi ile hibridizasyonu sonrasinda guanin yiikseltgenme
sinyalindeki degisim % 2,1 olarak hesaplandi. 1:1 oraninda hedef dizi ile rastgele
dizi igeren karigim ¢ozeltisinde hibridizasyon sonrasinda guanin yiikseltgenme
sinyalindeki  degisim % 74,6 olarak  hesaplandi. Tiim  sonuglar
degerlendirildiginde, MM veya rastgele dizi igceren karisim ortamlarinda prob
dizisinin hedef diziyi se¢imli bir sekilde algiladigi ve etkin manyetik ayirma
sayesinde yiiksek se¢imlilikte DNA hibridizasyon tayinini miimkiin kildigia

karar verildi.

5.3.6. Manyetik nanopartikiillerin stabilitesinin incelenmesine yonelik

bulgular ile ilgili tartisma

Sekil 4.12 de PBTw tampon ¢ozeltisinde hazirlanmis manyetik nanopartikiil
yiizeyine DNA immobilizasyonu sonrast + 1,012 V da dlgiilen guanin
yiikseltgenme sinyalleri gosterildi. Manyetik nanopartikiil kullanilarak yontem
3.6.7 de anlatildign gibi SH-12G prob partikiil yiizeyine tutturuldu. Partikiil
sentezinin 1., 4., 7., 14., 21., 28. giinlerinde stabilitesini incelemek i¢in yapilan
calisma sonuglarinda Olgiilen ortalama guanin yiikseltgenme sinyalleri (n=3)
histogram olarak gosterildi. PBTw tampon ¢ozeltisinde hazirlanmis manyetik
nanopartikiiller kullanilarak 1.giin, 13150 £+ 212,13 nA (%RSD= % 1,61), 4.giin
10005 + 1689,99 nA (%RSD= % 16,89), 7.giin 8370 + 183,85 nA (%RSD= %
2,20), 14.glin 4925 + 106,07 nA (%RSD= % 2,15), 21.glin 2620 + 410,12 nA
(%RSD= % 15,65), 28.giin 1860 + 311,13 nA (%RSD= % 16,73) guanin
yiikseltgenme sinyalleri elde edildi. 28 giin boyunca farkli zaman dilimlerinde
alinan dl¢limler sonucunda guanin yiikseltgenme sinyalinde hesaplanan % azalig

degerleri, cizelge 5.2 de verildi.
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Cizelge 5.2. 28 giin boyunca farkli zaman dilimlerinde alinan Olgiimler sonucunda guanin

yiikseltgenme sinyalinde hesaplanan % azalig degerleri.

guanin sinyalindeki % azahs
4.giin 23,9
7.giin 36,3
14.giin 62,5
21.giin 80,0
28.giin 85,9

Bu sonuglara bakarak, manyetik nanopartikiillerin sentezinden itibaren 28 giin

icerisinde stabilitesini % 85,9 oraninda kaybettigi saptandi.
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6. SONUC ve ONERILER

Manyetik nanopartikiillere dayali elektrokimyasal DNA hibridizasyon
analizlerine yonelik calismamizda, sentezledigimiz amino isaretli manyetik
nanopartikiil yiizeyinde, dizi se¢imli Hepatit B virlisi DNA dizisine dayali

hibridizasyonunun indikatdrsiiz olarak elektrokimyasal tayini gerceklestirildi.

Amino-tiyol gruplarinin etkilesmesi sonucunda manyetik nanopartikiiller
yiizeyinde DNA hibridizasyonu gerceklesmesi ve tek kullanimlik kalem grafit
elektrot (PGE) ile hibridizasyon tayini, guanin sinyalinin DPV teknigi kullanilarak
Ol¢iilmesiyle gerceklestirildi. Manyetik nanopartikiillere dayali elektrokimyasal
HBYV DNA dizisi hibridizasyon tayini, literatiirde ilk defa amino isaretli manyetik
nanopartikiillerle calismamizda gergeklestirildi. Ayrica, tek kullanimlik grafit
elektroda dayal1 gelistirilen sensor teknolojisinde, HBV DNA hibridizasyon tayini
icin DPV teknigiyle 6l¢iilerek izlenen guanin bazina ait yiikseltgenme sinyalleri,
kendi sentezledigimiz manyetik nanopartikiiller ve PGE kullanarak literatiirdeki
manyetik nanopartikiil ¢aligmalarinda elde edilen guanin yiikseltgenme
sinyallerinden daha yiiksek oldugu saptandi (Erdem et al., 2007b; Erdem et al.,
2005). Bu sonuclar, hem sentezlenen manyetik nanopartikiillerin hem de
kullanilan ~ kalem grafit elektrotlarin  duyarhliinin  yiiksek  oldugunu

gostermektedir.

Manyetik nanopartikiillere dayali dizi se¢imli DNA hibridizasyonunda
uygulamalarina yonelik ¢alismalara bakildiginda, herhangi bir elektroaktif
indikator kullanilmaksizin HBV DNA hibridizasyonunun elektrokimyasal tayini,
tek kullanimlik kalem grafit elektrotlar (PGE) ile gergeklestirildi. Caligmamizda,
mikroskopik ve spektroskopik karekterizasyonu gerceklestirilen manyetik
nanopartikiil boyutlar1, literatiirdeki diger sentezlenen manyetik nanopartikiillerin
boyutlar1 ile kiyaslandiginda benzer boyutlarda oldugu goézlendi (Jiang et al.,
2011; Yamaura et al., 2004). Manyetik nanopartikiil ylizeyinde gerceklestirilecek
DNA hibridizasyonunun verimliligi i¢in optimum prob DNA, hedef DNA
konsantrasyonu bulundu ve hibridizasyonda se¢imlilik parametreleri incelendi.
Elde edilen sonuglar, literatiirdeki mevcut ¢caligmalarla kiyaslandiginda (Hassen et
al., 2008; Erdem et al., 2007b), daha duyarli sonuglarin tekrarlanabilir bir sekilde
elde edildigi goriildi. Gelistirilen sensor teknolojisi ile daha tekrarlanabilir ve
daha duyarli sonuglar elde edilmesinin yani sira, yiiksek secimlilik gosteren
yiizeylerin elde edildigi saptandi. Secimlilik ile ilgili yapilan ¢aligmalarda probun

kendi tamamlayicisina  yiiksek  se¢imlilik  derecesiyle hibridizasyonun
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gerceklestigi gozlendi. Hedef DNA-MM ve hedef DNA-NC karisim ¢ozelti
ortamlarinda bile hedef DNA’ y1 se¢ebildigi yapilan ¢aligmalarla gosterildi. 30 uL
gibi ¢cok az miktarda 6rnek ile amino isaretli manyetik nanopartikiil ylizeyinde
gerceklestirilen HBV DNA hibridizasyonunun tayini, guanin yiikseltgenme
sinyalinin DPV teknigi ile Oolgiilmesiyle gerceklestirildi. Literatirde HBV
DNA’nin elektrokimyasal sensorlerle tayinine iliskin mevcut caligmalarin
sonuclari ile kiyaslandiginda (Caliskan et al., 2009; Muti et al., 2010; Muti et al.,
2012; Muti et al., 2011; Erdem et al., 2012b; Hassen et al., 2008), calismamizda
kullanilan tek kullanimlik kalem grafit sensoriiyle herhangi bir indikator
kullanilmadan, diisiik tayin sinirinda sec¢imliligi ve gilivenirliligi yiiksek ayrica
daha kisa siirede ve daha se¢imli bir sekilde HBV DNA hibridizasyonunun

elektrokimyasal tayin edilebildigine karar verildi.

Calisgmamizda gelistirilen manyetik nanopartikiillerin ticari olarak
tiretilmesine engel teskil eden en biiyiik etken, manyetik nanopartikiillerin uzun
stireli stabilizasyon problemi gosterilebilir. Stabilite sorununun ¢dziilmesi igin,
kimya, fizik, malzeme bilimi gibi ilgili alanlarla igbirligi yapilarak yeni ¢ozelti
ortamlarin  gelistirilmesi ve partikiillerin stabilite siiresinin  arttirilmasi

planlanmaktadir.

Elektrokimyasal DNA biyosensdrlerinin, iistiin 6zelliklere sahip manyetik
nanopartikiillerle birlikte kullanimi sonrasinda, duyarlilik agisindan daha diisiik
tayin sinirlarinda ve manyetik ayirim sayesinde daha secimli niikleik asit
analizlerine olanak sagladig1 goriilmiistiir. Bu 6zellikler sayesinde, kalitimsal ve
bulasict hastaliklarin analizlerinde 6zellikle mutasyon analizlerine yonelik yontem
gelistirmede avantajli sonuglar elde edilecegi diisiiniilmektedir. Calismamizdaki
teknigin en onemli 6zelliklerinden biri basit uygulamaya sahip olmasidir. Ayrica,
gelecekte yeni sensoOr tasarimlariyla, analizlere ait sonuglarin daha hizli, daha
secimli bir sekilde elde edilmesine olanak saglamasi ve daha diisiik maliyete sahip

olmasi gibi avantajlar1 beraberinde getirecegi diisiiniilmektedir.
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