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GIRIS

Yiiksek secicilik, yiiksek hassasiyet ve kullanim kolayligr gibi yararh
ozellikleri sayesinde klasik tayin metotlarina (ELISA, jel elektroforezi vb.) alternatif
olarak gelistirilen biyosensorler yakin zamanda rutin analizlerde de kullanilmaya
baslanmistir. Bir damla kan ile kan sekeri Olgebilen cihazlar bu sistemlere
verilebilecek en giizel o6rnektir [20].Clark ve arkadaslarin tasarlamis oldugu bu ilk
biyosensorde biyolojik taniyict molekiil olarak glikoz oksidaz enzimi kullanilmas,
enzimlerin yliksek seciciliginden ve hizli siirede reaksiyonu gerceklestirebilmesinden
yararlanilmistir. Daha sonraki calismalarda taniyict molekiil olarak antikor [115,
77], lipit [123, 125, 83], mikroorganizma [2, 105, 86], doku [57, 124, 143] ve niikleik

asitler [48, 91] gibi biyolojik tanima yiizeyine sahip biyosensorler gelistirilmistir.

1960 yilinda Emil Palacek’in niikleik asitlerin elektroaktif olduklarini
kesfetmesinden [98] 36 yil sonra 1996 yilinda Joseph Wang ve arkadaglari DNA
hibridizasyon tayinini gerceklestirebilecek ilk elektrokimyasal DNA biyonsoriiniin

tasarimini gerceklestirdiler [135].

Genetik biliminde son yillarda meydana gelen 6nemli gelismeler ve insan
genom projesinin tamamlanmasiyla DNA {izerindeki genlerin biiyiik ¢cogunlugunun
gorevleri tanimlanmis oldu [129]. Bu bilgiler 1s181nda niikleik asitlerin molekiiler
tanida kullanilmasia yonelik c¢alismalar da hiz kazandi. Bu alandaki bir diger
gelisme ise istenilen gen bolgesinin, 6zgiil primer DNA dizileri kullanilarak in vitro

kosullarda ¢ogaltilabilmesi islemidir (Polimer zincir reaksiyonu (PCR).



Niikleik asitlerin molekiiler taniyici olarak kullanildig: hibridizasyona dayali
biyosensor sistemleri ile mutasyon analizleri [3, 29, 94, 95, 103, 130, 132], gidalarda
bakteri tayinleri [25, 47, 122], yeni sentezlenen ilaglarin molekiiler etki
mekanizmalarinin aydinlatilmas: [8, 78, 96, 100, 130, 131], DNA hasar1 olusturan
maddelerin tespiti [26, 50, 96, 99, 130], adli tipta analizleri ve ¢evresel analizler [30,
61, 67] gibi pek c¢ok alanda uygulamalar ve projeler gergeklestirilmeye devam

etmektedir.

Bu teknolojilerle birlikte daha se¢imli biyosensorler iiretilmekte ve diisiik
tayin  sinirlarinda  analizler  gercgeklestirilebilmektedir.  Ayrica  tasarlanan
biyosensorlerin boyutlart kiigiiltiilmekte boylece ¢ip teknolojisine uyarlanabilecek
tasarimlar yapilmaktadir. Lab-on-a-chip sistemleri ile tek bir ¢ip ile binlerce analizin
tek seferde gerceklestirilmesinin saglanmasi tasarimdaki amagclar arasindadir. 1994
yilinda American Clinic Micro Sensors Inc. (CMS) firmas: tarafindan kalitsal
hastaliklarin DNA biyosensorleriyle tayinine yonelik tasarlanan sensér bu konudaki
ilk calismadir [74] Biyosensor teknolojisi ile gelistirilmis ve klinikte kullanima hazir
hale getirilmis mikrogip cihazlarina 6rnek olarak Affymetrix ve nanogen firmalarinin

tiriinleri gosterilebilir [23].

1996 yilinda Joseph Wang’in calismasindan sonra elektrokimyasal DNA
biyosensor tasarlama ¢alismalarinin sayisi hizla artimigtir. 2000 yilinda bu konuda 72
makale yaymlanmigken 2011 yilinda ise yayinlanan makale sayis1t 916’ya ¢ikmustir.
Elektrokimyasal yontemlerin hizli ve hassas yanit veriyor olmasi bu saymin neden bu

kadar hizla arttiginin yanitidir. DNA hibridizasyonuna dayali elektrokimyasal



tayinler ile 6zellikle biyomedikal ve ¢evresel arastirmalarda biiyiik onem kazanmistir

[97, 45, 88, 62, 67, 10, 92, 73, 91].

Tezin elektrokimyasal kisminda Katekol-O-Metil transferaz (COMT)
enziminin translasyonundan sorumlu gen iizerinde gerceklesen polimorfimizmi tayin
edebilecek elektrokimyasal DNA biyosensorii  gelistirmesi  ve  gelistirilen
biyosensoriin kullanilabilirlik siiresinin belirlemesi hedeflemistir.

Polimorfizimin kelime anlami cesitliliktir, bir populasyonun genetik
yapisinda gozlenen ¢esitlilik genetik polimorfizim olarak adlandirilir. Tek niikleotid
polimorfizmi kisaca SNP olarak tanimlanir, insanlar arasindaki genetik varyasyonun
en yaygin tipidir. DNA dizisindeki bazlardan birinin yerine farkli bir bazin gegmesi
olarak tanimlanir. Ornek olarak DNA dizisinde bir sitozin (C) yerine bir guanin (G)
bazinin gegmesi vb. verilebilir. Popiilasyondaki tek baz degisimin frekansi %1’den
kiigiik ise tek nokta mutasyonu olarak adlandirilir, %1°den fazla ise bu degisim SNP
olarak adlandirilir. SNP’ler insan DNA’sinda ortalama her 300 bazda 1 bulunabilir,
bu da insan genomunda yaklasik 10 milyon SNP oldugu anlamina gelir. Bu
varyasyonlar genellikle genom igerigindeki genler arasinda yer alir. Bu nedenle
birgok SNP rahatsizliga sebep olmaz. Eger SNP, bir gen iizerinde yer aliyor ise genin
fonksiyonunu etkileyerek rahatsizliklarmn olusmasma sebep olabilir. Insan
genomundaki degisimlerin %85°1 tek niikleotid polimorfizmden kaynaklanmaktadir.
SNP’lerin taminlanmasi genetik hastaliklarin belirlenmesinde, genetik haritalamada,
belirli hastaliklarin kisilerde ortaya ¢ikma riskinin bilinmesi ve ilaglarin o kisiye nasil
etki edeceklerinin bilinmesini saglayarak kisiye 0zgii tedavi gelistirilmesinde ¢ok

Oonemli bir yer tutar [55, 126, 43].



Katekol-O-Metil transferaz enzimi bir  metil grubunun S-
adenozilmetiyoninden, katekolaminlere ( dopamin, epinefrin ve norepinefrin gibi
norotransmitter vb.) transferini katalizler. Bu O-metilasyon islemi katekolamin
transmitterlerinin yikiminda c¢cok en oOnemli bir yikim yolagidir. Ayni1 zamanda
hipertansiyon, astim ve Parkinson hastaliklarinda kullanilan katekol igerikli ilaglarin
metabolize edilmesinde de COMT enzimi 6nem tasir [44, 28] COMT enzimini
kodlayan gen iizerindeki SNP ( G — A; VallS8MET ) enzim aktivitesinde yaklasik 4
kat kadar degisiklige sebep olmaktadir. Fonksiyonel polmorfizimlerine gore yiiksek
aktiviteli (Val/Val), orta seviyede aktiviteli (Val/Met) ve en disiikk aktiviteli
(Met/Met) olmak tizere 3 gruba ayrilmislaridir. Bu polimorfizmin, sizofrenide,
bipolar duygu bozuklularinda, migrende, davranig bozukluklarinda ve Parkinson
hastaliginin patogenizinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir [28].

Calismada tasarimi yapilan elektrokimyasal biyosensor ylizeyine (kalem grafit
elektrot, PGE), amino (-NH,) grubu isaretli ve guanin bazi icermeyen DNA
oligoniikleotidleri kovalent olarak tutturuldu. Sonra yiizeydeki bosluklar etanolamin
(ETA) ile kaplandi. Bu asamadan sonra modifiye edilmis elektrotlar farkli saklama
kosullarinda belirli siire bekletildi. Daha sonra hedef DNA c¢ozeltisiyle
gerceklestirilen hibridizasyonun ardindan diferansiyel puls voltametri (DPV) teknigi
ile guanin yiikseltgenme yanitlart Slgiildii. Prob dizi guanin bazi igermedigi i¢in
yiikseltgenme sirasinda yanit vermezken, hibridizasyon sonrasinda hedef DNA’dan
kaynaklanan guaninlerin yiikseltgenmesi sonucunda sinyal elde edildi. Sentetik DNA
dizileri ile en uygun tayin kosullar1 belirlendikten sonra gercek hasta drnekleri (PCR

tiriinleri ) ile analizler gerceklestirildi.



Tez caligmasinin optik biyosensorler ile patojen tayini boliimiinde yiizey
plazmon rezonans (SPR) sisteminin kullanildigi DNA biyosensorii tasarlanmasi
amaclanmistir. Calismada 6rnek patojen olarak Influenza B viriisii secilmistir.

Influenza viriisleri Orthomyxoviridae ailesinden, zarfli, tek zincirli RNA
viriisleridirler. Insanlar kuslar ve birgok memelide hastalik yapmaktadirlar. Halk
saglig1 i¢in takip edilmeleri ¢ok onemlidir. En sik goriilen semptomlar1 genellikle
bogaz, bas ve kas agrisi ile birlikte yiiksek ates ile titremedir. 20. yiizy1l boyunca ii¢
defa pandemik influenza salgin1 ger¢eklesmis ve milyonlarca insan bu pandemilerde
hayatin1 kaybetmistir. 1918-1919 yillar1 arasina “Ispanyol Gribi” olarak bilinen
pandemide diinya genelinde yaklasik 100 milyon insan hayatini kaybetmistir [63, 90,
109]. Antijenik farkliliklarma goére A, B ve C alt tiplerine ayrilirlar. Influenza
viriislerinin yapisinda zarf glikoproteinleri hemaglutinin (H) ve neuraminidaz (N)
vardir. H proteini, virlisin hedef hiicreye baglanmasindan, N proteini ise
baglanmanin kolaylastirilmasindan sorumludur. Influenza A viriisleri H ve N
glikoproteinlerine gore alt gruplara ayrilir. Hemaglutinin den kaynaklanan 16 (H1-
H16) ve Neuraminidaz’dan kaynaklan 9 (N1-N9) alt grubu vardir [34]. Influenza B
ve C viriislerinde H ve N alt tipleri yoktur. Influenza B viriisleri Yamagata ve
Victoria olmak {tizere iki alt grubu vardir. Victoria viriisleri siklikla bati Asya’da
etkili iken Yamagata alt tiirii tlim diinyada bulunabilir [13].

Yiizey plazmon rezonans gevirici sistemini igeren SPR sensorlerinin temeli,
ince metal film lizerindeki elektronlarin iizerlerine tam yansima agist ile gonderilen
1s1iktaki enerjinin bir kismini absorbe ederek yiizey plazmonlari durumuna gegmesi
ve bu durumdayken yiizeydeki ¢evreye karsi asirt duyarli olmalarina dayanmaktadir.
Yiizey plazmonalarinin osilasyon yaptiklar yiizeydeki degisimlere bagl olarak tam

yansima agisida degismektedir [40].



Tez calismasmmin bu boliimiinde hibdiridizasyon analizi {izerinden Influenza B
virlisliniin tayini, tasarimi yapilan optik biyosensor ile gergeklestirildi. Tayin, altin
¢cip ylizeyinde degil ¢ozelti ortaminda gercgeklestirilmistir. Sentetik hedef DNA
coOzeltisi ile tiyol (-SH ) grubu isaretli prob DNA ¢o6zeltisi oda sicakliginda
hibritlestirilerek SPR ¢ip yiizeyine gonderilmistir. Hibrit DNA’lar prob dizideki —SH
grubu kismindan altin yilizeye kovalent olarak baglanmis ve sensor yanitini
arttirmigtir. Elde edilen yanitlar ve 6l¢limler hibridizasyon Oncesinde ve sonrasinda

hesaplanarak degerlendirilmistir.



BOLUM I

1 GENEL BIiLGILER

1.1 Biyosensorler

Biyosensorler (biyo-algilayicilar), biyolojik kaynakli bir tanima yiizeyi,
fizikokimyasal c¢evirici ve goriintiileyici sistemden olusan, biyolojik molekiiller
kullanilarak diger biyolojik molekiilleri, direkt veya indirekt olarak saptayabilen
cihazlardir. Diger bir tanimla, biyoaktif materyaller iceren ve biyolojik ortamlarda
bulunan ¢esitli maddelerin  analizi icin kullanilan analitik cihazlardir.
Elektrokimyasal sensorler Analitik Kimya’da olduk¢a yaygin kullanilan cihazlardir.
Bu cihazlara IUPAC tarafindan literatiirde getirilen tanim ise su sekildedir:
“Kimyasal bilesiklere ya da iyonlara segici ve tersinir bir sekilde cevap veren ve
konsantrasyona bagimli elektriksel sinyaller olusturan kiigiiltiilmiis cihazlara
elektrokimyasal sensorler denir ” [14]. Bu sensdrlerde algilayici olarak enzim, hiicre,
doku, antikor, DNA, vb. biyolojik yapilarin kullamlmasiyla BIYOSENSOR adini
almiglardir [127]. Bir biyosensoriin kisaca anlatimi su sekilde yapilabilir; analizi
yapilacak olacak molekiil ile kuvvetli ve segici olarak baglanabilen taniyici biyolojik
molekiil ile analit etkilestigi zaman transducer (cevirici sistemi) bu etkilesimi fiziksel
bir sinyal doniistiirlir ve sinyaller bilgisayar gibi cihazlarla anlamli degerler olarak

kullanicrya aktarilir. [6, 16, 21, 106]



SUBSTRAT Bz

Enzim
. : . reaksiyonlari
WRUL \

/.

Antijen-

- A= B

ORNEK Sinyal

AITOER AlI"NOR

 pNA

S 11111 /ﬂhridizasyou/

FEDEFDIA

Sekil 1: Biyosensoriin yapisi

1.1.1  Biyosensorlerin Simiflandirilmasi

Biyolojik sensor sistemlerinde siniflandirma,

a) Cevirici sistemin tiirline gore.
b) Algilayict olarak kullanilan biyomolekiiliin tiirline gore
yapilabilmektedir
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Sekil 2 Biyosensdrlerin Cevirici Sisteme Gore Siniflandirilmasi



Sekil 3: Biyosensorlerin algilayic biriminde kullanilan biyomolekiillerin tiirlerine
gore smiflandirilmast

1.1.1.1 Kullanilan Cevirici Tiiriine Gore Simiflandirma

Piezoelektrik Sensorler

Piezoelektrik etki ilk defa 1880'de Jaques ve Pierre Curie tarafindan Rochelle
tuzunda kesfedilmistir [38]. Temel etki, mekanik basing altinda birakilan bazi
kristallerin bir yiiziinde pozitif, kars1 yiiziinde ise negatif elektrik ytiklerinin ortaya

cikmasi seklinde tanimlanmaktadir.

Kuvars Kristal Mikrobalans (QCM)
Piezoelektrik bir kristalin ylizeyine fiziksel bir kuvvet uygulandiginda yiizeyler
arasinda bir elektriksel potansiyel farki olustugu gozlenmektedir. Olusan elektriksel

potansiyelin siddetinin, uygulanan fiziksel kuvvet ile dogru orantili oldugu bu etkiye

“Piezoelektrik Etki" ad1 verilmektedir [39].



Piezoelektrik sensorler en genel anlamda karakteristik rezonans frekansindaki
farklanmay1 belirleyerek bir piezoelektrik kristal yiizeyinde toplanan Ornegin
kiitlesinin Olgiilmesi esasina gore calisan, gravimetrik aygitlardir. QCM’in aktif
elementi iki kosesine metal elektrotlar yerlestirilmis ince kuvars kristal plakasidir.
Sistemde metal yiizeyindeki kiitle degisimi, kuvarsin frekansinda degisime neden
olur. Yiizeyde kiitle degisimi ile frekans degisimi arasinda dogru orant1 vardir. Kiitle

baskisina kars1 frekans degisimi ‘Saurbery’ esitligi ile tanimlanmistir [60].

Optik Sensorler

Optik biyosensorler iletici sistem olarak optik lifler tizerine uygun bir yontemle
uygun bir biyomolekiiliin ylizeye tutturularak hazirlanigr Ol¢iim aygitlardir.
Fotometri, florumetri ve biyoliiminesansa dayali optik sistemler vardir. Etkilesim
sonucu meydana gelen sinyal, 151k yansimasi, sagilimini yada agisindaki degisimin

Ol¢limiinii esas alinir.

Yiizey Plazmon Rezonans (SPR)

Kritik bir aginin iizerinde gonderilen polarize 151k, daha yiiksek kirilma indisli
bir ortama girdiginde (havadan cama gibi) toplam i¢ yansimaya (TIR) ugrar. Bu
kosullarda kendiliginden soniimlii dalga (evanescent wave) adi verilen 151k, metal
filmin i¢ine dogru niifuz eder. Belirli bir kirilma agisinda bu dalga, metal yiizeydeki
serbest elektronlarin yiizey plazmonlar1 olusturmasina sebep olur ve yansiyan 1s18in
yogunlugu diiser. Bu olaya yiizey plazmon rezonans denir ve sadece rezonans agisi
denilen belirli bir acgida gergeklesir. Rezonans agisi, ylizeyde gergeklesen
modifikasyonlarla ve etkilesimlerle degisir. Bu da SPR biyosensorlerin temelini

olusturmaktadir.
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Etkilesime girecek organik molekiillerden biri, sensérdeki ince metal film
ylizeyine tutturulur. Analit ¢6zeltisi modifiye edilmis yiizeye pm capindaki tiipler
yardimiyla gonderilir. Sensor ylizeyindeki etkilesim ¢ozeltilerin belirli sartlar altinda
15181 kirma giiclerinin sabit olmasi prensibinden hareketle bir organik tabakanin
metal ylizeye baglanmasiyla degisen refraktif indeksin Ol¢limiine dayali bir
yontemdir. Yizeyde gerceklesen etkilesim gercek zamanli olarak cihaz sayesinde

bilgisayarda sensogram grafigi seklinde goriintiilenir.

Genellikle SPR cihazlarinda metal film olarak 50nm kalinliginda altin veya
glimiis kullanilir. Altinin tercih edilmesinin sebebi ylikseltgenmeye, diger atmosferik

kontaminantlara direngli olmasi ve biyouyumlu olmasindan dolayidir.

Ag Au

Yansiyan Isigin Parlakhg

A

Aci B

Sekil 4: Ince film olarak iki farkli metalde (Giimiis ve Altin) gézlenen SPR

minimumlari
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Yiizey Plazmon Rezonansin Teorisi

Bu teori enerji yiiklii 151k fotonunun metalin elektronlar1 ile birlesmesi veya
enerji transferi ilkesine dayanmaktadir. Enerji transferinin gergeklestigi 1s18in gelis
acis1 ylizeydeki metalin tiirline ve metalin yiizeyindeki ortama bagli olarak
degismektedir. Belirli dalga boyunda salinim yapan enerji yiiklii 1s1k fotonlar1 ve
metal yiizeyindeki serbest elektronlar arasinda bir eslesme veya rezonans
yakalandiginda enerji transferi gerceklesir. Transfer edilen enerjinin buytkligi
yilizeyden yansiyan 1s18in miktarinin 6lgiilmesi ile tayin edilir. Rezonansin yiizeye ve
yiizeydeki degismelere bagli olarak sadece tek bir ac¢i ile gonderilen 1sikta

gergeklesir.

SPR hazirlanmasinda kullanilan prizma yapist Kretschmann prizma yapisidir.
Sekil 5’de gorildigi gibi, metal film yiizeyindeki elektron bulutunun salinimini
uyaran 151k demetinin toplam i¢ kirtlmasi ile olugan kendiliginden soniimli dalganin
kullanildig1 bir yaklagim vardir. Bu elektron salimimlari, yiizey plazmonlart olarak
adlandirilmaktadir. Gegici alanin girisim derinligi 15181 dalgaboyuna, 15181 geldigi
ortam ile g¢evresinin kirinim agis1 indekslerinin oranina ve fotonun parlakligina
baglhidir. Enerji alan1 yilizeyden uzaklastikca iistel olarak azalmaktadir. Bundan

dolay1, girisim derinligi aniden diismektedir.
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Girigim
derinligi (1/e?)

|

ince metal film
(altin, giimas)
Ortam 2

Gegici dalga

Yiksek indeks
(cam, epoksi)
Ortam 1

Gelen 151k Yansiyan igik

Sekil 5: Toplam i¢ kirinimin yapisi

Metal yiizeyi cevresindeki en ufak degisikliklerin rezonans agisinda degisime
olmasi ylizey plazmon rezonansin analitik bir cihaz olarak kullanilabiliyor olmasinin
asil sebebidir. Metal yiizeye herhangi bir yolla tutturulmus olan molekiil rezonans
i¢cin gerekli olan 1s1nin gelis agisin1 degistirir, bu degisiklikler yiizeye tutunan madde
miktar1 ile orantilidir. Dana sonra yiizeye tutturulan molekiille etkilesime gececek
herhangi bir madde yilizeye enjekte edilirse rezonans agisi tekrar degisecektir.
SPR’de ac1 degisimi ylizeyden gecen ¢dzeltiden bagimsiz, metal yiizeye tutunabilen
molekiillerden kaynaklidir. Bu baglanmalar uzaklastirildiginda rezonans agisi1 eski

derecesine geri doner.
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N\NNN/ Au clektrot

ylzoyi

0

Prizma
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kaynagi

SPR yansimasininyogunlugu (%)

Acl

Sekil 6: SPR minimumunun olusumunu sematik gosterimi

Yansima agisindaki 0 acgist rezonans acist olarak tanimlanir. Bu aginin
degismesi yiizeydeki ¢evre ile iligkillir. A¢inin degismesi ile dedektore giden 1s1k
yogunluklar1 degisir. Dedektdr lizerinde 151k yogunlugunun en diisiik oldugu noktaya
SPR minimumu denir. 8 agis1 degisimi SPR minimumunu da yer degismesine neden

olur.
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SPR Biyosensorleri ve Uygulama Alanlar1

Higbir isaretci geregi duymadan molekiillerin etkilesimlerinin ger¢ek zamanl
olarak izlenmesine olanak veren bir sistem olan SPR biyosensorleri ¢ok genis
uygulama alanlarina sahiptir. Klinik tani, milli savunma ve ila¢ arastirmalarina kadar
bircok alanda SPR biyosensdrlerin gelistirilmistir. Bu ¢calismalarda biyolojik molekiil
olarak proteinler, karbohidratlar, hiicreler, niikleik asitler ve reseptorler gibi cesitli

biyolojik materyallerin etkilesimleri incelenmistir.

Simdiye kadar SPR biyosensér uygulamalari igin gelistirilen dort farkl
uygulama formati bulunmaktadir, bunlar; direk metod, sandvi¢ metodu, yarismali
metod ve inhibisyon formatlaridir. Sekil 7 (a)’da gosterilen indirek ydntemde,
tantyict molekiil SPR ¢ip ylizeyine tutturulur, ve 6rnek tutturulumus taniyict molekiil
ile yakalanir. Bu yontem genellikle orta ve biiyiik molekiile agirlikli (>10,000 D)
analitler i¢in kullanilir [40]. Yarismali yontem [113], sandvi¢ yontem [76], ve
inhibisyon yontemi [80] genellikle diisik molekiiler agirlikli analitler igin
kullanilmaktadir. Yarigsmali yontemde sekil 7 (b) SPR ¢ip yiizeyine tutturulmus
taniyict molekiil ile baglanan iki farkli 6rnek kullanilir. Bu 6rneklerden biri serbest
iken diger ornek sigir serum albumin (BSA) gibi biiyiik bir proteinle isaretlenir.
Yarigma sirasinda sinyalde gerceklesen diislis hedef 6rnek miktar1 ile orantilidir.
Sandvi¢ yontemi sekil 7 (¢) ¢ok bilindik bir yontemdir. Yiizeye tutturulmus taniyict
molekiil tarafindan yakalanmig 6rnek ile baglanabilecek ikincil bir tantyict molekiil
yiizeye gonderilir. Ikincil taniyicinin avantaji taymn smirim diisiirmesi ve analit ile
baglanarak dogrulugu arttirmasidir. inhibisyon methodu sekil 7 (d)’de gosterilmistir.
Tiirelerden biri sensor ylizeyine tutturulur, genellikle biiyiik bir protein ile igaretli

olarak kullanilir. Analizlenmis Ornek, derisimi bilinen miktardaki antikor ile

15



etkilestirilir ve SPR sensor yiizeyine gonderilir. Etkilestirilmemis antikorlarin 6rnek
tirevi ile baglanmalari dlgtiliir. SPR yanit1 inkiibasyon ¢oeltisindeki hedef derisimi

ile ters orantilidir.

R -
IO VOO GP |
¢ VA 4

(a) (b) (c) (d)
Sekil 7 SPR temelli analizin dort farkli yonteminin sematik gosterimi; (a) direk

yontem ile analizi; (b) yarismali yontem ile analiz; (c) sandvi¢ yontemi ile analizi:

(d) inhibisyon yontemi kullanilarak analiz

Asagidaki tablolarda farkli SPR temelli biyosensor uygulamalarina ornekler
yer almaktadir. Hangi yontemin kullanildigi, tayin sinir1 ve taniyict molekiil olarak

nelerin kullanildig1 da belirtilmistir.
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- Pestisit Analizi icin Gelistirilmis Bazi1 SPR biyosensorleri

Tablo 1: Baz1 pestisitlerin analizi i¢in tasatlanms SPR biyosensorleri

Tayin Simir1 ve

Pestisit Yontem Taniyic1 molekiil Referans
tayin siiresi
Inhibisyon 0,05-1ng/mL
Altrazin Monoklonal Antikor 76
yontemi 15 dakika
Inhibisyon 0,2 g/L
Simazin Poliklonal Antikor 80
yontemi 22 dk
Yarismali
yontem- HRP 5 ng/mL
Altrazin Poliklonal Antikor 113
isaretli Altrazin 15 dk
kullanilmis
Saccharomicet
1 ng/mL Cerevisia’dan 6zel 58
Altrazin Direk Yontem
15dk olarak eksprese edilen
mRNA
indirek 117
2,4-
inhibisyon 10-250ppb Antikor
Diklorofenol
yontemi
) Asetilkolinesteraz
Paraoxon Indirek yontem 1-100ppb 59
enzimi
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- Patlayic1 Madde Analizi icin Gelistirilmis Bazi1 SPR biyosensorleri

Tablo 2: Baz1 patlayict maddelerin tayini i¢in tasarlanmis SPR biyosensorleri

Patlayicinin Tayin Smur1 ve tayin
Yontem Referans
Tiird stiresi
Trinitrofenil-alanin (Tph-
8 ppt - 30 ppb
Trinitrolen (TNT) alanin) kullanilarak 49
4 dk
Indirek yarismali yontem
BSA isaretli TNP
2,4,6-Trinitrophenol
kullanilarak Indirek 10ppt — 100ppb 111
(TNP)
yarigmall yontem
TNT Inhibisyon Yéntemi 1 g/mL 119

- Kirletici Madde Analizi icin Gelistirilmis Bazi1 SPR biyosensorleri

Tablo 3: Bazi kirletici maddelerin tayini i¢in tasarlanmis SPR biyosensorleri

Tayin Sinir1 ve Taniyici
Yontem Referans
Kirletici tayin siiresi molekiil
4-Nonilfenol Inhibisyon 2 ng/mL 3 min Monoklonal 108
yOntemi Antikor
Fenol Direk yontem 5 g/mL E.coli 17
Kadmiyum, nikel, Direk tayin 0,1g/mL Metallothionein 139
¢inko hiicresel
proteinler
Bakir Iyonlar Direk Tayin 0,063pg/mL — Squaylium 85
6,3 g/mL boyast
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- Bakteri Tayini icin Gelistirilmis Baz1 SPR biyosensorleri

Tablo 4: Baz1 bakterilerin tayini i¢in gelistirilmis SPR biyosensorleri

Tayin Simir1 ve
Bakteri Tiirii Yontem Referans
tayin sliresi

Escherichia coli

Sandvig¢ yontemi 5-7.10" cfu/mL 35
O157:H7
Escherichia coli
Direk Yontem 8:7 10° cfu/mL 72
O157:H7
Salmonella
Direk Yontem 10%-10° cfu/mL 87
typhimurium
Listeria
Inhibisyon Yontemi 10’ cfu/mL 30dk 56
monocytogenes
Staphylococcus
Direk Yontem 10* cfu/mL 7
aureus

- Viriis Tayini icin Gelistirilmis Baz1 SPR biyosensorleri

Tablo 5: Baz viriislerin tayini i¢in tasarlanmig SPR biyosensorleri

Tayin Sinir1 ve tayin

Viriis tiirii Yontem Referans
siiresi
Epstein-Barr virus Direk Yontem 0,2 ng/mL 128
9,2 nM direk,
Hepatit B virus Direk ve sadvig
4,39 nM sandvig 18
(hHBV) yontemleri

yontemi igin
Human immun-
odeficiency virus Direk yontem 12

type 1 (HIV-1)
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- Zehirli Madde Tayini icin Gelistirilmis Baz1 SPR Biyosensoleri

Tablo 6: Baz1 zehirli maddelerin tayini i¢in tasarlanmis SPR biyosensorleri

Tayin St ve tayin
Analit Yontem Referans
suiresi

5 ng/mL direk,

Staphylococcal Direk ve Sandvig
0,5 ng/mL sandvig 40
enterotoxin B (SEB) Yontemleri
Yontemi i¢in
Tampondan analizde
0,78 ng/ml -50ng/ml,
SEB Yarismali Yontem Siitten analizde 71
0,312ng/ml-
25ng/mL
Aflatoksin B1 Inhibisyon Yéntemi 3 -100 ng/mL 24
Clostridium
Direk Yontem 42
perfringens-toksin
Domoic acid Inhibisyon Yontemi 0,1-1000 ng/mL 141
Yer Fistig1 Proteinleri Direk Yo6ntem 0,7 ng /mL 79
Kazein Sandvi¢ Y Ontemi 85 ng/mL 10 dk 81
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- Biyomedikal Analit Tayinleri icin Gelistirilmis Baz1 SPR Biyosensoleri

Tablo 7: Biyomedikal uygulamalar i¢in tasarlanmig baz1 SPR biyosensorleri

Tayin Smur1 ve tayin

Analit Yontem Referans
stiresi
Miyokardiyal hasar
markorleri,
Direk yontem 3 ng/mL 68
Miyoglobin ve
Tropionin I
Insan serumundan
Tropinin T 0,01 ng/mL 27
Direk Ydntem
2,5-40 ng/mL direk,
Serumdan Direk ve
Tropionin [ 0,5-20 ng/mL 137
sandvi¢ yontem ile
sandvi¢ yontemde
Kanser Markorleri;
Direk ve Sandvig 0,15 ng/mL ve
Prostat-6zgiil antijen 11
Yontem 2,4 ng/mL
(PSA)
Inteldkin-8 (IL-8) Sandi¢ Yontem 2,5 pM (0,02 ng/mL) 140
Hormonlar; Estrone
Inhibisyon yéntemi 0,01 — 3000 ng/mL 20
ve Estradiol
0,1 — 10 ng/mL
Morfin Inhibisyon yéntem 107

idrarda




- Niikleik Asitler Kullanmilarak Gelistirilmis Baz1 SPR biyosensorleri

Tablo 8: Tan1yic1t molekiil olarak niikleik asitlerin kullanildig1 baz1 SPR
biyosensorleri

Analit Yontem Tayin Sinir1 ve tayin siiresi Referans

0,03nM P. aeruginosa, 0,02

nM S. Aureus, 0,01 nM C.

Bakteri Analizi  Direk Yontem 129
tetani 0.02 nM for C.
perfringens.
Insan
immiinoglobilin  Direk Yontem 2 nM 60dk 104
E.
Tek nokta
mutasyon Direk Yontem 50 nM 20dk 15
analizi
flag
Direk yontem 0,5uM 10dk 75
Gorlintiileme

Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimyasal sistemlerin temelinde kimyasal bir reaksiyonun sonucu olarak
gerceklesen elektron transferlerinin incelenmesi, elektrik alanin etkileri ve
iletkenlikte degisimler vardir. Bu sistemler hakkinda detayl bilgi boliim 2’de yer

almaktadir.
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1.1.1.2 Biyosensorlerin Kullanilan Biyolojik Molekiiliin  Tiiriine

Siniflandirilmasi

Enzimler

Canli hiicrelerdeki metabolik olaylarin tamaminda diizenleyici rolii olan ve
substratlarina kars1 yiiksek derecede secicilige sahip genellikle protein yapili
katalizorlere enzim denilmektedir. Hedeflerine karsi yiiksek afinite gosterirler ve
hizla reaksiyonun gergeklesmesini saglamaktadirlar. Bu da enzimlerin canlh
hiicrelerden izole edilerek biyolojik tanima yiizeyi olarak cesitli biyosensorlerde
kullanimi1 yoniindeki ¢aligmalar1 6n plana ¢ikarmistir. Enzim temelli biyosensorlerin
kullanimi 1960’11 yillarda glukoz tayinin yapilmasina iliskin ¢alismalarla baglamistir.
Biyosensor ¢alismarmin ilki 1962 yilinda Clark ve Lyons ‘un Glukoz Oksidaz
(GOD) enzimini O, elektrodu ile kombine ederek kanin glukoz diizeyini dlgmeyi
basardiklar1 ¢alismadir. Enzimlerin kullanilmasi uygun sicaklik ve pH kosullarina
bagli oldugundan ve enzimlerin kararliliklarimin diisiik olmasi nedeniyle zordur.
Ayrica enzimin elektrot ylizeyine tutuklanmasinin ve tutuklanma sonrasinda
kararliligini degismeden siirdiirmesinin de zorlugu tasarimi yapilacak biyosensorde
dikkate alinmas1 gereken en 6nemli unsurlardir [54]. Uygun sartlar altinda sicakliga
kars1 kararlilik gosteren enzim biyosensorleri de yapilmistir [37]. Enzimle isaretli

immunosensorler de glinlimiiz bilim diinyasinda yerlerini almislardir [97].

Antikorlar

Canli organizmalarin bagisiklik sistemlerinde viicuda giren yabanci maddelere

kars1 iiretilen glikoprotein (karbohidrat ve aminoasit yapili) yapisinda molekiillere
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antikor (immiinoglobulin) denilmektedir. Bagisiklik sisteminin 6zgiil hiicreleri olan
B-hiicreleri tarafindan iiretilirler. Genellikle iki kisa (L zinciri), iki uzun (H zinciri)
olmak tizere dort polipeptid zincirinden olusmuslardir, Y harfi sekline sahiptirler ve
polipeptid zincirler disiilfit baglar1 ile bir arada tutulmaktadir. Y'nin kollar1 antijen
baglama 6zelligindedir. Her antikor-antijen etkilesimi 6zgiil oldugu icin biyosensor
calismalarinda kullanilirlar fakat antikor iiretimi zorlu ve multidisipliner ¢alisma
gerektiren bir konudur. Bu nedenle biyosensor ¢alismalart i¢in kullanimi sinirlidir.
Antikorlar makro molekiiller olduklart i¢in 6zellikle SPR ve QCM sistemlerinde
reseptor katmani olarak kullanilmaktadir [102]. Cip yiizeyine tutturulmus antikorlar
ilgili antijenle etkilesirler ve etkilesimin 0zgiil tayini cihaz Slglimiiyle tespit edilir.

Bu tip immunosensor ¢alismalari halen devam etmektedir.

Niikleik Asitler (DNA ve RNA)

Canli  viicudunun kalitm materyali olan niikleik asitler DNA
(Deoksiriboniikleik asit) ve RNA (Riboniikleik asit) yapisinda olmak {izere iki farkl
tiirdedir. Her iki tiir de tekrarlayan niikleotid birimlerinden olusan polimerdir. Bir
niikleotid de; seker, fosfat ve baz olmak iizere 3 farkli 6geden olusur. Sekerin 2
numarali karbonunda —OH gurubu olup (RNA) ve olmamasi (DNA) durumuna gore

nikleik asidin tiri belirlenir.
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Sekil 8: RNA ve DNA’nin yapilarindaki sekerler

NUKLEOTID YAPISI
NHE Baz

OH H Seker

Sekil 9: Niikleotidin yapis1

Baz 2-deoksiriboz sekerine B-N glikozidik bagi ile baglanir. Bu yapiya
niikleosit denir. Fosfat sekeri 3’ ya da 5° C atomuna baglanir. Fosforile olmus
niikleosit niikleotid adini alir. Iki niikleotid birincisinin —OH grubu ile digerinin
fosfat grubu arasinda olusan kovalent fosfodiester bagi ile baglanir. Fosfodiester bagi
sekerlerin 5 ve 3° C atomlarimi bagladigi i¢in yap1 5°—3’ fosfodiester bag1 olarak

adlandirilir. iki DNA zinciri Eslesen bazlar arasindaki ikili veya iiclii hidrojen baglari
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ile baglanarak cift zincirli DNA’y1 olusturur. RNA viicutta genellikle cift zincir
olarak bulunmaz.

Cift zincirli sarmalda bazlar i¢ kisimda, fosfat ve seker omurgasi ise dis
kisimda yer alir. Pilirin ve pirimidin niikleotidleri arasindaki eslesmeler adenin
karsisinda timin, guanin karsisinda sitozin seklinde 6zgiildiir. Bu nedenle bir dizisi

bilinen DNA’nin diger zincire ait dizisi de belirlenebilir.

Timin Sitozin Urasil

Sekil 10: Niikleik asitte bulunan organik bazlarin kimyasal yapis1 ve

siiflandirilmasi

DNA zincirindeki Guanin-Sitozin eslesmesi arasinda 3’li Hidrojen bagi
olusur, Adenin-Timin eslesmesinde 2’li hidrojen bag1 olusur. Hidrojen baglar1 zayif
etkilesimler olduklar igin sicaklikla denatiire edilebilirler. Dizideki Guanin-Sitozin
oran1 yiikseldik¢e bag sayisi da arttig1 i¢in denatiirasyon i¢in gerekli olan sicakligin
arttirtlmas1 gerekir. Denatiire olan bir DNA zinciri tekrar sogutularak renatiire

edilebilir. DNA’nin bu 6zelligi polimer zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilan temel
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Ozelliktir. Bu yontemle herhangi bir DNA dizisinden istenilen sayida kopya DNA
elde edilir.
DNA fosfodiester baglar1 enzimler ve kimyasal hidroliz sonucu kesilebilir.

Bu islemi gergeklestiren enzimlere niikleazlar denir. DNA’y1 uglarindan kesen
enzimler ekzoniikleaz, i¢ kisimlarindan kesen enzimler ise endoniikleaz adini alirlar.

Niikleik asit Sensorleri ile ilgili baz terimler

Oligoniikleotid: Birden fazla niikleotidin yan yana gelmesiyle olusan dizi.

Diniikleotidler: Iki niikleotidin yan yana gelmesiyle olusan dizi

Tekrarlayan oligoniikleotidler: Niikleik Asit dizisi i¢indeki tekrarlayan
oligoniikleotidler, tekrarlayan tek bir bazi, tekrarlayan ikili bazi veya iiclii baz1 ifade
eder. Tekrarlayan mononiikleotid poly (A), diniikleotide poly (AT), triniikleotid

poly (GAT) gibi.

Baz cifti: Birbirinin karsilig1 olan iki bazi ifade eder ve gosterilirken nokta ile

ayrilir. Ornegin, A.T veya G.C baz ¢iftleri gibi.

Prob : Baz dizisi belli olan hedefi yakalayici olarak kullanilan oligoniikleotit.

Hedef dizi (Target): Prob dizisinin karsiligini igeren oligoniikleotit.
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Yanhs eslesen dizi (Mismatch): Bir baz1 veya birden fazla bazi hedef diziden

farkl1 olan oligoniikleotit.

Rastgele dizi (Non complementary): Hedef diziden tamamen farkli baz

dizilimine sahip oligoniikleotit.

Interkalasyon: Diizlemsel bir halka sistemine sahip olan bazi maddelerin
DNA baz giftleri arasina yerleserek, giiclii bir sekilde baglanmasi olayidir [130, 132].
Maddenin yapisina bagli olarak, bu etkilesim tersinir ya da tersinmez sekilde
gerceklesmektedir. Interkalasyon, DNA' da zincir kirilmasina yol agarak ve DNA
senteziyle DNA' ya bagimlt RNA sentezini bozmaktadir. Bu maddeler genellikle

Topoizomeraz (II) enzimini inhibe ederler.

Mutasyon: Niikleik asitlerdeki baz dizilerinde tabii yollarla yada kimyasal
veya radyoaktif herhangi bir mutajen ajan vasitasiyla meydana gelen degisimlere
mutasyon adi verilir. Mutasyonlar silent mutasyon (etkisiz mutasyon) olup saglik
acisindan hig etki gostermeyebilecegi gibi bazi proteinlerin sentezinin durdurulmasi
veya yanlis sentezlenmesine yol agabilir. DNA tamir mekanizmasindan eger

mutasyon tamir edilmeden ¢ogaltilirsa kalitsal hastaliklara da sebep olabilir.

DNA’daki bir yada birkag baz ile ortaya ¢ikan mutasyona nokta mutasyonu adi
verilir. Tek bir bazda olusan nokta mutasyonu en yaygin goriilen tiirtidiir. Bu durum
herhangi bir bazin kendi tamamlayicist olan baz disindaki bir baz ile eslesmesine

sebep olur fakat bu iki baz arasinda hidrojen baglar1 kurulamaz.
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Gen: Canlilarin normal hayatlarimi siirdiirebilmek i¢in ve ozelliklerini bir
sonraki kusaklara aktarmak ic¢in kullanilan kalitim materyali DNA’dir. Kalitimin
temel, fiziksel ve islevsel birimidir. Ortalama 1500 niikleotidten olusmus canlinin
kalitsal 6zelliklerinden herhangi birini tasir. Her gen, protein veya RNA molekiilii
gibi 0zel bir islev tasiyan kromozomlarin belli bir noktasindaki niikleotid

dizilerinden olusur.

Niikleik asit (DNA) hibridizasyonu: Birbirinin esi olan iki niikleotid dizisinin

eslesmesi olayidir.
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Sekil 11: Niikleik asit hibridizasyonu
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1.2 ELEKTROKIMYA

Kimyasal enerji ile elektrik enerjisi arasindaki etkilesmeyi, etkilesim
sonucunda olusan kimyasal doniistimleri ve kimyasal reaksiyonalrida gerceklesen

elektron transferi olaylarini inceleyen, bilim dali olarak tanimlanmaktadir.

Elektrokimyasal sisteminin olusturulmasi i¢in bir elektron alicis1 (katot), bir
elektron vericisi (anot) ve iki ug¢ arasindaki elektron transferine saglayacak elektrolit
cozeltisi gerekmektedir. Elektrokimyasal tepkimenin ger¢eklestigi ortama
elektrokimyasal hiicre adi verilir. Analizlenecek maddenin elektrokimyasal
ozelliklerine dayali olarak gerceklestirilen kantitatif tayinler “elektroanalitik kimya”
olarak adlandirilir. Elektroanalitik teknikler kisa siirede, yiiksek hassasiyetli sonuglar

elde edilmesine ve diisiik tayin sinirlarina ulasilabilinmesine izin verirler. [116].

Elektrokimyasal ¢aligmalarda genellikle kullanilan sistem 3’li elektrot
sistemidir. Bu sistemde bir ¢alisma elektrodu, bir referans elektrot ve bir de karsit
elektrot bulunmaktadir. Elektrotlar arasinda elektrokimyasal hiicre igerisinde
gerceklesen reaksiyon ¢evirici sistemler yardimiyla analizlenir. Elektriksel iletkenligi
saglamak amaciyla elektolit ¢ozeltileri kullanilir. Analizlerde kullanilan cesitli
elektroanalitik yontemler vardir, Diferansiyel Puls voltametri (DPV), Kare Dalga
voltametri (SWV) ve Doniisiimlii  Voltametri (CV) siklikla kullanilan
tekniklerdendir. Belirli potansiyel araliginda tarama yapilarak bu esnada olusan akim
stirekli olarak olgiiliir. Akim, Diflizyona bagl olarak olustugundan burada dSlgiilen
akim difiizyon akimidir bu nedenle difiizyon hiz1 ile akim dogru orantilidir. Difiizyon

elektrot yiizeyindeki difiizyon tabakasinda gerceklesir.
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1.2.1  Faradayik ve Faradayik Olmayan Akimlar [116, 134]

Elektrot ¢ozelti ara yiizeyinden akim iki tip islemle iletilir. Birincisinde
elektrotlardan birinde yiikseltgenme indirgenme reaksiyonu gerceklesirken
elektronlarin dogrudan aktarimi ile akim iletilir. Bu tip islemlere bir elektrottaki
kimyasal reaksiyon miktarinin gegen akimla orantili oldugunu ifade eden Faraday
yasalarina uygun olmasi nedeniyle faradayik islemler ad1 verilir, bu sekilde olusan
akimlara faradayik akimlar (if) denir. Fardayik olmayan (kapasitif) akimlar ise;
elektrot / ¢ozelti ara yiizeyindeki yiiklii bir ¢ift tabakadan olusan yiikleme akimidir.
Bir elektrodun bir yiikleme ¢ozeltisine daldirilmasi ve negatif yiikle yiiklenmesi ile
cozeltideki pozitif yiiklii iyonlar elektroda dogru cekilir. Bdylece ara ylizeyde bir
gerilim farki olusur. Ters isaretli yiiklerin araylizeyde sirali olarak dizilmesi ile bu
bolgede bir kapasitdor gibi davranan bir elektriksel ¢ift tabaka olusur. Olusan
kapasitoriin yliklenmesi i¢in ortamda herhangi bir reaksiyon olamasa bile bir akim
olusur. Reaksiyona bagli olmayip, sistemden kaynaklanan bu akima faradayik

olmayan kapasitif akim (ic) denir.

1.2.2 Polarizasyon [116]

Metalik iletkenler gibi elektrokimyasal hiicrelerde yiik akisina kars1 direng
gosterirler. Ohm kanuna gdre bir hiicreden gegen akim ile hiicrenin direncinin
carpimi, hiicrenin ohmik potansiyeli ( /R diisiisli ) olarak ifade edilir. Hiicrede I
amperlik bir akim olusturmak i¢in hiicreye —/R volt kadar negatif potansiyel (E

uygulanan ) uygulanmalidir.

E§ltllk lEuygulanan = Ekatot - Eanot —IR
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Exatot Ve Eanot Nerst esitligi ile hesaplanan elektrot potansiyelleridir.
Elektrokimyasal bir hiicrede uygulanan potansiyele karsi akim grafigi
cizildiginde diisiik akimlarda dogrusal bir grafik elde edilir ¢iink IR diisiisii fazla

olmaz. Belli bir potansiyelden uygulamasindan sonra ile potansiyel artis1 ile akim

dogrusalliktan sapmaya baglar.

A

Polarizasyon Baslangici

AKIM(A)

>

POTANSIYEL( V)

Sekil 12: Asir1 gerilim ve polarizasyon

1.2.3  Elektrot Yiizeyindeki Tabakalar
Karigtirllan bir ¢6zelti ile elektrokimyasal analizde derisimin etkisinin

incelenmesi i¢in yiizeydeki tabakalarin nasil olduklar1 incelenmelidir. Genel olarak

karistirilan bir sistemdeki tabakalar sekil 13’deki gibi goriilmektedir.
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Sekil 13: Elektrot ylizeyindeki heterojen tabakalar

Tiirbiilent akis tabakasi: Calisma elektrodunun ylizeyinden uzakta bulunan
yi1g1in ¢ozeltide gozlenen akistir.

Laminer akis bolgesi: Elektrot yiizeyine yaklasildiginda ayni yonde diizenli
bir akis gecisi olur. Laminer akista s1vi tabakalar1 elektrot yiizeyine paralel bir yonde
birbiri iizerine kayarlar.

Nernst difiizyon tabakasi: Elektrot yiizeyinin hemen {izerinde, laminer
akiminin hiz1 siv1 ile elektrot arasindaki siirtiinmeden dolayi sifira yaklasir ve bunun
sonucunda elektrot ¢evresinde, durgun bir ¢dzelti tabakasi olusur. Genellikle bu
tabakas1, stvimin karistirilma etkinligine ve viskozitesine bagl olarak 107 —10™ cm
kalinliginda olmaktadir. Analit ve iirlinlerin derisimleri yalnizca bu tabaka icerisinde
elektrot yiizeyinden uzakligin bir fonksiyonu olarak degisir. Elektrot yiizeyinde

reaksiyona giren tiirler bu tabakaya ulasabilen molekiillerdir.



1.2.4  Elektrot Yiizeyine Kiitle Aktarim Yollari

Elektrot ylizeyindeki reaksiyona katilacak tiirlerin y18in ¢ozeltiden nerst

difuzyon tabakasina ulagsmasi i¢in ti¢ fakli kiitle aktarim yolu vardir.

Difiizyon

Derisim farkindan dolay1 kendiliginden gergeklesen difiizyon ile elektrot
ylizeyindeki derisimi elektrokimyasal reaksiyon siiresince azalan molekiil yada iyon
y1gin ¢ozeltiden elektrot yiizeyine tasinir. Ayni sekilde reaksiyon siiresince derisimi
artan molekiillerde elektrot yilizeyinden derisimi az olan y18in ¢6zeltiye dogru tasinir.

Diflizyon hiz1 derisim farki ile orantili olarak degisir.

Goc¢

(Cozeltideki katyon ve anyonlarin yiiklerinden dolay1 elektrotlara dogru
elektrostatik ¢cekim kuvvetleri ile taginmasidir. Yiikiin bu hareketi ile potansiyel ile

artan bir akim meydana getirmektedir.

Konveksiyon

Karistirma, sarsma veya sicaklik gibi mekanik etmenlerle iyon ve molekiillerin

elektrotlara tasinimdir. Konveksiyon etkisi nerst difiizyon tabakasini inceltir.
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1.2.5 Elektroanalitik Yontemler

Voltametri

Calisma elektrodunun polarize oldugu sartlar altinda, uygulanan potansiyelin
bir fonksiyonu olarak akimin Olciilmesinden faydalanarak analit hakkinda bilgi
edilinen bir grup elektroanalitik yonteme voltametri denir. Voltametride bir
maddenin elektrokimyasal davranisini incelemek icin elektroda uygulanabilecek
potansiyel araligi, kullanilan calisma elektroduna, ¢ozeltiye ve elektrolitin tiirlerine

baghdir.

Elektroanalitik yontemlerin en ¢ok tercih edilen yontemi olan voltametrik
teknikler, analitik kimya, inorganik kimya, organik kimya ve biyokimya

arastirmalarinda hizli bir analiz yontemi olmasindan dolayi siklikla kullanilmaktadir.

Voltametrik analizlerin sonucunda potansiyele kars1 akim grafigi olarak elde

edilen grafige voltamogram denir.

Voltametri Yonteminde Kullanilan Elektrotlar [116]

Referans Elektrot

Referans elektrot, analit ¢ozeltisinin bilesiminden bagimsiz sabit elektrot
potansiyeline sahip bir yar1 hiicredir. Elektrokimyasal reaksiyon siiresince dis
ortamdan etkilenmeden i¢ potansiyellerini korurlar. Referans elektrotlar potansiyeli
oOl¢iilmek istenin sistemin mutlak potansiyelini 6lgemez, ilgilenilen potansiyel ile yar1
hiice arasindaki potansiyel farki 6lger. Uclii elektrot sistemlerinde anot olarak gorev

alir. Ag/AgCl ve Kalomel (Hg,Cl) referans elektrotlar yaygin olarak kullanilir.
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Ideal bir referans elektrodun 6zellikleri;

o] Kolay hazirlanabilir olmali

o] Tersinir olmali

o] Nerst esitligine uymali

o] Zamanla potansiyeli degismemeli ve sicaklikla potansiyel degisim

katsayis1 diisiik olmali

o] Direnci yliksek olmali tizerinden akim gegisi olmamal

Karsit Elektrotlar

Calisma elektrodunda gerceklesen reaksiyona veya Ol¢lime bir etkisi yoktur.
Calisma elektrodunu elektronlarla beslemek ve istenmeyen akimlarin sistemden
uzaklagtirilmasini saglamakla gorevlidir. I¢ direnci “0” kabul edilir istenmeyen
akimlarin sonucu etkilemesini engeller. Yaygt olarak kullanilan karsit elektrotlar

platin veya tungsten tel ve grafittir.

Calisma Elektrotlar:

Analit ile reaksiyonun gergeklestigi yer calisma elektrodunun yiizeyidir,
potansiyeli analitin zamanla degisen derisimine bagli olarak degisir.
Gergeklestirilecek olan ¢aligmalara gore segilecek cesitli mikro ve makro boyutta,
sekillerde karbon, altin, platin ve bizmut kat1 elektrotlar ve damlayan civa gibi sivi

elektrotlar yaygin olarak kullanilan ¢aligma elektrotlarindandir.
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Voltametrik Teknikler

Potantiostat ~ cihazlar1  yardimiyla istenilen  potansiyel ayarlanarak

elektrokimyasal hiicre uyarilir. Bu uyarma sinyallerine karsilik olarak, akim

cevaplari olusur. Bu analizler i¢in en sik kullanilan ii¢ sistem; dongiisel taramali,

diferansiyel puls, kare dalga sistemleridir [116]

Doniisiimlii Voltametri (CV)
Durgun iiglii elektrot sistemi ile potansiyelin bir fonksiyonu olarak akimin
Olctilmesi ile gerceklestirilir. Uyarimin yonii analize bagh olarak once pozitif sonra

negatif yonde olabilecegi gibi tam tersi olarak da gergeklestirilebilir

Epa
A
o
< 3
@O
z &
2 E
ot
g =
(=]
Zaman (s)
HE8 HE 4 02 00 02
Potansive (V)

Sekil 14: Dontistimlii voltametride uyarim ve voltamogram sonucu

Sekil 14’de 6 mM potasyum ferrisiyaniir (K;Fe(CN)g) ve 1 M potasyum nitrat

(KNO3) ¢ozeltisinin doniisiimlii uyarma sinyaline verdigi akim cevabi goriilmektedir.
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+0,8 V - -0.1 V potansiyel araligi taranan voltamogramda indirgenme ve
yiikseltgenme sinyalleri yaklasik +0,2 V’ da elde edilmistir.
Katodik pik E,., anodik pik potansiyeli Ep,, katodik pik akimi i, ve anodik

pik akiminin i,, hesaplanmasi sekil 14’de gosterilmistir.

Yan dalga potansiyeli Ei, = (Epa + Epc ) / 2 olarak hesaplanmaktadir.
Tersinir bir elektrot reaksiyonu i¢in anodik ve katodik pik akimlar1 mutlak deger
olarak yaklasik esittir, fakat zit isaretlidir ve pik potansiyellerinin farki 0,0592/n’dir.
Burada n, yari-reaksiyonda transfer edilen elektron sayisidir.

Bu yontemin tayin alt s 10° M’a kadar diismektedir. Yontem alt s
yuksek oldugu icin kantitatif tayinlerde sik kullanilmaz fakat analizlenecek maddenin
hangi potansiyelde nasil bir reaksiyon gergeklestirdigini izlemek siklikla kullanilir.

Bir doniisiimlii voltamogramdaki indirgenme ve ylikseltgenme arasindaki

gerilim farki AEp ile ifade edilir ve su esitlikle hesaplanir.

q
AE = imff

P 1

AEp bu degere ne kadar yakin ise, reversible (doniisiimlii); ne kadar uzaksa

irreversible (doniisiimsiiz) olarak adlandirilir.

Diferansiyel Puls Voltametri (DPV)

Bu teknikle, yari-dalga potansiyelleri 0,04 V - 0,05 V kadar farkli olan
maddeler i¢in bile pik maksimumlart elde edilebilmektedir. Diferansiyel puls

voltametresi, cok hassas bir yontemdir ve tayin sir1 107 M - 10°® M arasindadr.
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Sekil 15: Analog cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi i¢in kullanilan uyarma

sinyali.

Puls potansiyelininy uyenlama zamana

<>
F "I: S0-100man
<>

-
I ===—==

Puls potansiyelinin buyiildiisi

1- Dk dletnzamam
2 ilanei ol zoaanam

-l

:
|

1 Diferansiyel p ulsperiyodu
Baslangig 1-2sm
Poransiveli
I ;
F F,

Sekil 16: Dijital cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi i¢in kullanilan uyarma
sinyali [5]
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Her iki sistemde de akim 6l¢iimii iki bolgede yapilmaktadir. Dijital sistemde
Olctimlerden birinci dogru akim (dc) puls uygulamasindan 16,7 ms once (1), digeri
ise pulsun sonundan 16,7 ms sonra (2) yapilir. Puls basina akimdaki fark (Alp)
dogrusal olarak artan potansiyelin bir fonksiyonudur. Elde edilen diferansiyel
egrideki pikin yliksekligi reaksiyona giren molekiillerin derisimleri ile orantilidir.
Tayin simri bu yontemde 10™® M’dir. Faradayik akimin artmasi, faradayik olmayan
yiikleme akimiin ise azalmasi bu yiiksek duyarliligin sebebidir. Puls uygulandigi
anda faradayik olmayan akimda goriilen ilk dalgalanmanin 6lgiime etkisini en aza
indirmek i¢in iki fakli zamanda akim 6l¢iimii alinir. Boylece sinyal/giiriiltii oran1 ve

duyarlilik artar.

Kare Dalga Voltametri (SWYV)

Tiim Ol¢limiin yaklagik 10 ms kadar siirmesinden dolay1 son derece hizli ve
tayin simrmin 107 M — 10® M arasinda olmasindan dolay: da duyarli bir yontemdir.
Ileri puls bir katodik akimini ( i; ) ve geri puls bir anodik akim ( i, ) olusturur. iki
akim arasindaki fark alinarak Ai degerleri bulunur ve bu sonuglarla voltamogram
grafigi ¢izilir. Akimlar arasindaki bu fark reaksiyona giren molekiillerin derisimleri

ile orantilidir. [89]
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1.3 Tez Kapsaminda Tayini Gergceklestirilen Genetik Hastahk ve

Mikroorganizma Hakkinda Genel Bilgi

Tez c¢alismasiin elektrokimyasal DNA biyosensorii tasarimi yapilan 1.
boliimiinde EC.2.1.1.6. Katekol-O-Metil Transferaz (COMT) enziminden sorumlu
gen lzerindeki tek niikleotid polimorfizminin (SNP) tayini hedeflenmis. COMT
enzimin dopamin, adrenalin ve noradrenalinin yikimmdan sorumlu oldugu

tanimlanmaistir.

HN == C == -
H, H,

Dopamin Norepinefrin Adrenalin

Sekil 17: Baz1 katekolaminlerin molekiilleri

158. kodon iizerinde, exon 4’deki iki es baskin allelin (G ve A) amino asit
yapisinda degisiklige (valine veya metiyonin) sebep oldugu bilimektedir. Bu
degisiklige bagli olarak COMT enzim aktivitesinin genetik olarak polimorfik oldugu
bilinmektedir. En yliksek aktiviteyi Val/Val genotipi, orta seviyede aktiviteyi
Val/Met genotipi ve en diisiikk aktiviteyi Met/Met genotipi gostermektedir [41].
COMT Vall58Met polimorfiziminin psikoz ¢aligmalarinda en ¢ok kullanilan gendir,
¢linkii sizofreni, bipolar bozukluklar ve sizoaffektif bozukluklarda da bu poliorfizmin

etkili oldugu bilinmektedir. [22] .
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Tez ¢alismasimin 2. Boliimiinde influenza B viriisiiniin tayinine yonelik optik
(SPR) biyosensér tasarimi yapilmistir. Influenza viriisleri Orthomyxoviridae smifina
air RNA viriisleridirler. Memeli ve kuslara etki ederler. Influenza viriisleri
hemaglutinin (H) ve néraminidaz (N) olmak iizere 2 farkli antijenik yiizey proteinleri
tasirlar ve bu proteinlerdeki degisimlere gére alt tipleri vardir [1]. influenza B ve C
tiplerinini genellikle insanlar etkilemektedir fakat nadir de olsa diger memelileri de
etkilemektedirler. influenza A viriisii birgok tiirii etkilemesine karsin genellikle
hedefleri kuslardir. Su kuslari, kus gribi viriisii i¢in konak¢1 konumundadir bu kus
popiilasyonlarinda viriis asemptomik etki gosterir [118].

Influenza en ¢ok geng insanlari bulasmakta, en yiiksek mortaliteyi ise yash
insanlarda gostermektedir. Zayif bagisiklik sistemi bulunan hastalarda veya
bagisiklik sistemini zayiflatacak ilag kullanan hastalarda yagina bakmaksizin mortal

etkisi artmaktadir [1].
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BOLUM 11

2 GEREC VE YONTEM

2.1 Analitik Tayin Sistemleri

2.1.1 Elektrokimyasal sistemler

Bu c¢alismada elektrokimyasal sistemler i¢in Autolab PGSTAT 12 (Eco.
Chemie, Hollanda) cihazi kullanilmigtir. Cihazin bilgisayarli kontrolii i¢in GPES 4,9
yazilimi kullanilmaktadir.

Uclii elektrot sistemini kurmak icin kullanilan elektrotlar sirasi ile; referans
elektrot olarak Ag/AgCl elektrod, karsit elektrot olarak platin tel ve c¢alisma
elektrodu olarak kalem grafit elektrottan (PGE) olusmaktadir. Sistemde elektrotlar
arasindaki elektriksel baglant1 elektrokimyasal hiicre igerisindeki 4 mL elektrolit
¢ozeltisi saglanmaktadir.

PGE’ler 6 cm uzunlugunda, 0,5 mm c¢apindaki kalem uglarinin (Tombo,
Japonya) 3 cm olacak sekilde kesilmesi ile elde edilmektedir. Elektrokimyasal
sistemle baglantiy1 saglamak adina tutucu olarak elektrotla temas eden ucuna bir

kablo lehimlenmis uglu kalem (Rotring, Almanya) kullanilmistir.
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‘ Elektrodu (PGE
Platin tel

X

| Elektrkimyasal Hiicre

Sekil 18: Elektrokimyasal tayin sisteminin goriintiisiine ait fotograf; elektrokimyasal
hiicre icerisindeki elektrolit ¢ozeltisine daldirilmis referans elektrot, ¢alisma

elektrodu ve platin tel(yardimci elektrot).

2.1.2 SPR sistemi

Optik tayin sistemi SPR cihazi (spreeta Texas ins. ABD) ve peristaltik siringa
pompasindan (Goldman, Tiirkiye) olusmaktadir. Bu sistemde 1 ve Sml’lik siringalar,

istenilen ¢ozeltileri elektrot yiizeyine gondermek i¢in kullanilmaktadir.
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SPR Sensor

Sekil 19: SPR sistemine ait fotograf goriintiisii; siringa pompasi, siringadan ¢ikan

Ornepin gectigi kapiler borular, sensore ait ¢ipi igeren kisimdan olugmaktadir.

Diger Cihazlar

Terazi ( A&D company, Japonya)
pH metre (Inolab, Almanya)
Vorteks (IKA Genius 3, USA)

Manyetik karistirici (IKA Yellowline big squid, USA)

2.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 9: Kullanilan kimyasallar ve iiretici firmalar

Madde Adi Uretici Firma

Glasiyel Asetik Asit Merck, Almanya
Hidroklorik Asit Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum Klortir Riedel-de Haen, Almanya
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Etanol Sigma, Almanya

Di potasyum hidrojen fosfat (K,HPO,) Merck, Almanya
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) Merck, Almanya
N-Hidroksisiiksinimid (NHS) Fluka, Almanya

Etilkarbodiimid 1-etil -3-(3-dimetil aminopropil) Thermo, ABD
karbodiimid hidrokloriir (EDC)

Etanolamin Sigma, Almanya

Tiim caligmalarda su saflagtirma sistemiyle (ELGASTAT Maxima ultrapure
water- Ingiltere) elde edilen yiiksek saflikta deiyonize (18-mega ohm ) su kullanild

ve ¢alismalar oda sicakliginda gergeklestirildi.

2.3 Kullamilan Tamponlar ve icerikleri

Tablo 10: Kullanilan tamponlar ve icerikleri

Tampon Ad1 Icerigi
Asetat tamponu (ACB) 20mM NaCl, 0,5M glasiyel asetik asit, pH 4,8
Fosfat tamponu (PBS) 20mM NaCl, 50mM fosfat (KH,PO, ve K,HPOy,), pH: 7,4
Fosfat tamponu (PBS) 500mM NaCl, 50mM fosfat (KH,PO4 ve K;HPOy), pH: 7,4
Etanolamin Cozeltisi 200mM NaCl i¢eren PBS tamponu i¢inde 10mM Etanolamin
Sodyum Sitrat (20xSSC) 3,0M NaCl, 0,3M C¢HsNa3.2H,O, pH:7,0
24 Kullamilan Oligoniikleotid Dizileri

Tablo 11: Tez Calismasinin Elektrokimyasal Boliimiinde Katekol - O - metil
Transferaz (COMT) Nokta Mutasyonu Analizinde Kullanilan Oligoniikleotidler

Dizinin Ad1 Sekansi
Prob 1 (Saglikli tip CP) 5°-NH2-TTI TCC TTC ACI CCA ICI AA-3°
Hedef 1 (Saglikli tip CT) 5’-TTC GCT GGC GTG AAG GAC AA-3’
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Prob 2 (Mutant tip MTP) 5’-NH2-TTI TCC TTC ATI CCA ICI AA-3’

Hedef 2 (Mutant tip MTT) 5’-TTC GCT GGC ATG AAG GAC AA-3

Bu oligoniikleotidlerin  dizileri gen haritasinda COMT enziminin
sentezlenmesinde sorumlu oldugu bilinen gen bolgesi incelenerek belirli bir bolge
secilmistir. I simgesi dizilerdeki inozin bazini gostermektedir. Prob dizilerde guanin
bazlar1 yerine onlarin es degeri olan, sitozin ile bag yapabilen inozin igeren diziler

kullanilmastir.

Tablo 12: Tez ¢alismasimin Optik béliimiinde Influenza-B Tayininde Kullanilan
Oligoniikleotidler

Dizinin Adi Sekansi

Prob Influenza-A 5’- SH-CTG CAG CGT AGA CGC TTT GTC CAA AAT G-3’
Hedef Influenza-A 5’-CAT TTT GGA CAA AGC GTC TAC GCT GCA G-3°
Prob influenza-B 5’- SH- ACC TTC GGC AAA AGC TTC AAT ACT CCA-¥’

Hedef Influenza-B 5°-TGG AGT ATT GAA GCT TTT GCC GAA GGT-3’

Prob DNA dizileri Schweiger ve arkadaslar1 tarafindan belirlenmistir [110].
Dizayn edilen sensorlerin se¢imliliginin anlasilabilmesi i¢in hedef dizilerinden farkl
diziler prob diziler ile etkilestirilmek ve 06zgiilliik calismalar1 yapilmas: amaciyla

sentezlettirildi.

Liyofilize Oligoniikleotidlerin Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Liyofilize halde +4° C de saklanan oligoniikleotidlerin son derigimleri 1000
png/mL olacak sekilde Ultra saf su (18 mQ) ile hazirlandi. 50’ser uL olacak sekilde

steril viyallere dagitildi ve kullanilana kadar -20°C’de muhafaza edildi. Calismalar
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sirasinda seyreltilerek kullanildi. Prob oligoniikleotidler ABS (pH 4,8) tamponunda,

hedef oligoniikleotidler PBS tamponunda hazirlandi.

2.5 Kullanilan Yontemler

2.5.1 COMT Dizisinin Tayininde Kullamlan Elektrokimyasal Yontem

DNA dizisindeki mutasyonun tayini i¢in elektrot yiizeyinde yapilan islemler
Sema-1’de Ozetlenmistir. Elektrot yilizeyinin aktivasyonu, kovalent baglanma
kimyasallarmin modifikasyonu, prob DNA dizisinin tutturulmasi, yiizeydeki

bosluklarin kaplanmasi, hedef DNA dizisi ile hibridizasyon ve 6l¢iim olmak tizere

alt1 basamaktan olusmaktadir.
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Sekil 20: COMT dizisi tayininde kullanilan yonteme ait sema.
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Gelistirilen biyosensor sisteminde hibridizasyon tayinleri ilk 6nce sentetik

diziler kullanilarak ger¢eklestirildi daha sonra PCR {iriinleri ile tayin gerceklestirildi.

Aktivasyon

Elektrot ylizeyi 0,5 M asetat tampon ¢ozeltisi ( pH: 4,8 ) i¢ine daldirilarak 30
sn siiresince +1,4 V gerilim uygulandi. Bdylece elektrokimyasal olarak aktivasyon
islemi gerceklestirildi ve ylizeyin elektrokimyasal olarak temizligi +0,75 V - +1,4 V

potansiyel araliginda DPV metodu ile taranarak kontrol edildi.

Elektrot Yiizeyinin Kovalent Ajanla Kaplanmasi

PBS tamponu igerisine 5,2 mM derisimde hazirlana EDC ve 8,68 mM NHS

cozeltisine ylizeyi aktive edilmis elektrotlar daldirilarak 60 dakika bekletildi.

Elektrot Yiizeyine Prob Tutturulmasi

7 pg/mL derisimde saglikli veya mutasyonlu 6zellige sahip problar kullanilarak
hazirlanan ¢ozeltiler, 0,2 mL’lik tiipler igerisinde 25 pL’ser olacak sekilde dagitildi

ve kovalent ajan kapli PGE’ler bu tiiplere daldirildi. 30 dakika bekletildi.

Etanolamin ile Etkilesim

10 mM dersimde olacak sekilde hazirlanan ETA ¢ozeltisi, prob kapl

yiizeylerle 30dk etkilestirildi. Yiizeydeki bosluklar kaplandi.

Sensoriin Kullanim Siiresinin Belirlenmesi

Kovalent yolla prob tutturulmus ve etanolamin ile etkilestirilmis elektrotlar, {i¢

farkli saklama kosulunda (hibridizasyon oncesi) bekletildi. Bu kosullar;
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1) buzlukta (-20°C),
2) oda sicakliginda (+25°C)

3) buzdolabinda (+4°C),

Hibridizasyon

Sentetik Dizilerle Hibridizasyon

Belirli kosullar altinda belirtilen elektrotlar, guanin bazi iceren ve derigimi
12pg/mL olan sentetik hedef DNA c¢ozeltisine daldirilarak 30 dakika siireyle
etkilestirildi. Daha sonra elektrot ylizeyi PBS tamponuyla karistirmali olarak yikand,

baglanmamis olan hedef diziler yiizeyden uzaklastirildi.

PCR Uriinleriyle Hibiridazyon

Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Boliimiinden saglanan, ( 1:40 )
oraninda seyreltilen gercek COMT PCR firiinleri hibridizasyon dncesinde denatiire
edildi (97°C 6 dk, 0°C 2 dk). Daha sonra prob kapli elektrotlarla 30 dk hibridizasyon
icin etkilestirildi. Etkilesim sonrasinda 5 dk siireyle PBS tamponu ile karistirilarak
yikandi. Ayrica hedefe 6zgii hibridizasyon analizi rastgele ve tek baz1 hedeften farkl

diziyle de gergeklestirildi. Boylece sensor se¢imliligi kontrol edildi.

Ol¢iim

Differansiyel Puls Voltametri teknigi ile +0,75V - +1,40V potansiyel aralig1 ve

100mV/sn tarama hizinda dl¢iim gergeklestirildi. Hibridizasyon 6ncesi ve sonrasinda
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alinan yanitlar karsilastirilarak hibridizasyonun gerceklesip gereklesmedigi izlendi.
Prob dizide guanin bazlar1 yerine inozin bazlar1 bulundugu icin prob Ol¢limlerinde
voltamogramda herhangi bir yanit gozlenmemesi, hibridizasyon sonrasinda hedef
diziden kaynaklanan guanin bazlarinin yiikseltgenmesi sayesinde yiiksek yanit

alinmasi (hibridizasyon) beklendi.

2,52 Yiizey Plazmon Rezonans Sistemiyle (SPR) influenza B

Viriisiiniin Tayini Calismasinda Kullanilan Yotem

SPR sistemiyle gerceklestirilen tayinde kullanilan yonteme ait basamaklar
sema 2’de gosterilmistir. Yontem, sirasiyla ultra saf su, tampon, DNA ve tekrar
tampon c¢ozeltilerinin akigskan sistemde yiizeyden gecirilmesi olmak iizere 4 ana

basamaktan olugsmaktadir.
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Sekil 21 : Influenza B viriisiiniin tayinine yonelik gelistirilen optik biyosensdrde

kullanilan yontem.

Tasarim1 yapilan biyosensorde analizler, hedef PCR iirlinleri kullanilarak

gerceklestirildi. Hedef dizi olarak Influenza B PCR iiriinii, rastgele PCR {iriinii olarak

ise Influenza A PCR iiriinii kullanilmistir.

Ultra Saf Su Enjeksiyonu

SPR cihazinin kalibrasyonu igin siringa pompast yardimiyla ylizeden 100

uL/dk hiz ile 5 dakika boyunca su gegirildi.
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Tampon (5xSSC) Enjeksiyonu

30 dakika boyunca 100 pL/dk hizla yiizeye 5xSSC tamponu enjekte edildi.

Yanitta kararlilik elde edilene kadar beklendi.

DNA Enjeksiyonu

Tiyol (-SH) isaretli prob DNA, SPR sistemine gonderilmeden dnce hedef DNA
ile ¢ozelti ortaminda hibritlestirilerek tiyol isaretli hibrit DNA elde edildi ve altin
elektrot ylizeyine siringa pompasiyla 1 saat boyunca 10 uL/dk hizla gonderildi.
Hibrit DNA, 6 ug/mL derisimdeki 400 uL prob DNA ve 1s1 ile denatiire edilmis
1:40 oraninda seyreltilmis 400 pL hedef veya hedeften farkli PCR iiriinii bir tiip
icerisinde hafifge karistirilarak elde edildi. Oda kosullarinda 20 dakika

hibridizasyonun gerceklesmesi igin bekletildikten sonra elektrot yiizeyine gonderildi.

Istenmeyen Baglanmalarin Tampon ile Yikanarak Uzaklastirilmasi
Hibrit DNA sisteme gonderildikten sonra sensor yiizeyi 50 pL/dk hizla
5xSSC tamponu ile yikandi (15 dakika siireyle). Bu islem yiizeye kovalent olarak

tutunmayan dizileri uzaklastimak amaciyla yapildi.

Ol¢iim

SPR sistemine yapilan enjeksiyonlarin oncesinde ve sonrasinda elde edilen

yanitlar Olciilerek aralarindaki fark hesaplandi ve net yanit olarak degerlendirildi.
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BOLUM III

3 BULGULAR

3.1 Elektrokimyasal Tayin ile COMT Dizisinde SNP Tayini

Cahismasinda Elde edilen Bulgular

Calismalarda elde edilen bulgular en az 3’er 6l¢im sonucu degerlendirilerek

sunulmustur.

3.1.1 Sentetik Dizilerle Hibridizasyon ve Biyosensor Secimliliginin

Tayini

(Calismada hibridizasyon oOncesi ve sonrasinda voltamogramda yaklasik
+1,0V potansiyelde guanine 6zgii oldugu bilinen yiikseltgenme yanitlar1 incelendi.
Se¢imliligin incelenmesi amaciyla hedef dizi disinda hedeften farkli (rastgele)
dizilerle de hibridizasyon deneyleri yapildi. Biyosensoriin hedef diziyle en yiiksek
hibridizasyon yanitin1 vermesi, diger dizilerle ise istenmeyen baglanmalardan

kaynaklanan diisiik yanitlar vermesi beklendi.
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Sekil 22: Diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak saglikli tip prob (P1)
tutturulmus elektrot ile hibridizasyon oOncesi ve sonrasinda elde edilen guanin
sinyalleri; , a) ylizeyde sadece prob varken (hibridizasyon oncesi), b) prob ile tim
baz dizilimi hedeften farkl: ikinci dizi ile arasindaki etkilesim sonrasinda, c¢) prob ile
tiim baz dizilimi hedeften farkli bir dizi ile arasinda etkilesim sonrasinda, d) prob ile
tek baz dizilimi hedeften farkli bir dizi (SNP) ile arasinda etkilesim sonrasinda, e)

prob-hedef hibridizasyonu sonrasinda elde edilen guanin sinyalleri.

Guanin yiikseltgenme yanitlarinin elde edilmesi ile hibridizasyon tayini
gerceklestirildi. Tki farkli rastgele DNA dizisi 6l¢iimii gerceklestirilerek biyosensoriin
secimliligi gosterildi. Guanin icermeyen prob DNA kullanildigi i¢in guanin
yiikseltgenme yaniti gézlenmemistir (Sekil 22d). Sekil 22b ve 22c¢’deki sinyaller
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rastgele DNA’larin PGE ylizeyine 6zgiil olmayan etkilesimlerle tutunmalardindan
kaynaklanmaktadir. Sekil 22a da gosterilen sinyal hedef DNA dizisi ile etkilesim
sonucu elde edilen guanin yiikseltgenme yanitidir. Rastgele dizilerle elde edilen
yanitlardan yaklasik 6-7 kat daha yiiksektir. Bu veriler kullanilarak sekil 22’de
hibridizasyonun tayin edildigi ve biyosensoriin sec¢imliligi gdosterilmistir. Hibrit
Olctimii ile elde edilen yanit %6,12 bagil standart sapma ile ortalama olarak 273nA
olarak oOlg¢ilmiistiir. SNP igeren hedef ile etkilesim sonrasinda alman yanit %7,05
bagil standart sapma ile ortalama 248,1 nA’dir. Tiim baz dizilimi farkli hedefler ile
etkilestirilmis sensor elektrotlarda alinan yanitlar sirasi ile %15,9 ve %9,84 bagil

standart sapma ile ortalama 16 nA ve 56 nA olarak 6l¢iilmiistiir.

3.1.2  Sensor Yiizeyinin En Iyi Saklanma Kosullarimn Bulunmasi ve

Kullanim Siiresinin Tayin

PGE yiizeyine kovalent yolla tutturulan prob DNA’nin bu sekilde hasar
gérmeden saklanabilecegi en uygun ortam ve en uzun siirenin bulunmasi amaciyla
gerceklestirilen ¢alismada, prob kapli sensor ylizeyleri farkli ortam kosullarinda
belirli siirelerde saklandi ve siire sonunda hibridizasyon deneyleri tekrarlandi (sensor

ylizeyinin stabilite kontrolleri yapildi).

Kontroller sonrasinda PGE’lere prob tutturulmasi sirasinda yiizey
bosluklarina ETA kaplanmasinin hibridizasyon analizi {izerine olan etkisi de
incelendi. ETA ile kaplanan ve kaplanmayan sensor elektrotlar, -20°C’de saklandi

ve belirlenen giinlerde hibridizasyonun kontrolii yapildi.
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Sekil 23: -20°C’ de saklanan elektrotlarin zamanla ve ETA kaplanmasina bagh
olarak stabilitelerinin degisimini gosteren histogram. ETA ile etkilestirilmeden
bekletilen elektrotlardan elde edilen yanitlar (a), etkilesimden sonra elde edilen

yanitlar (b).

57



Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde ETA ile kaplanarak bekletilen

elektrotlar daha uzun stireyle analizlerde kullanilabilmektedir.

Burada, PGE yiizeyine kovalent baglayicilar kullanilarak tutturulan prob
DNA'’lar yiizeye dik olarak baglanmaktadir. PGE yiizeyinde doygunluk saglayacak
derigsimde (7pg/mL) prob DNA kullanilarak ylizey kaplandi. Fakat ylizeydeki tek
sarmal haldeki prob DNA’lar zamanla kendi Tzerlerine katlanmalar
gergeklestirebilmektedir. Elde edilen bulgulardan hareketle bu sonuca ulasilmaktadir.
Katlanmalar hibridizasyonu engellemekte ve sensoriin etkili bir tayin yapamamasina
neden olmaktadir (Sekil 23a 15.giinden sonra, Sekil 23b 30.glinden sonraki
sonuglar). Bu etkiyi ortadan kaldirmak amaciyla yiizeydeki bosluklar ETA ile

kaplandi.
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Sekil 24: +25°C’ de saklanan elektrotlarla gergeklestirilen hibridizasyon analizlerine

ait histogram.

Sema 1’de gosterilen basamaklar takip edilerek sensor eletrotlar hazirlandi ve
+25°C’de saklandi. Planlanan giinlerde elektrotlar 12 pg/mL hedef DNA ¢ozeltisi ile
etkilestirilerek hibridizasyon tayini gergeklestirildi. 20. giine kadar hibridizasyon
tayini gerceklestirilebildi. 30. giinden itibaren yanitlarin tekrarlanabilirliginin

diistiigii ve biyosensor se¢imliliginin azaldig1 gézlendi.

59



B Prob
B Hibrit

0,50 -

0,40 4 O Prob -rastgele dizi baglanmasi
i 0,30 - { {
‘g i
s 0,20 -
<

o LUl b L (B 1F L

0,00 v v v v Y v
1 2 5 10 20 30 150

0,10 -
Zaman (gin)

Sekil 25: +4°C’ de saklanan elektrotlarla gerceklestirilen hibridizasyon analizlerine

ait histogram.

+4°C’ de belirlenen siire bekletilen sensor elektrotlar, hedef DNA ¢ozeltisine
daldirilarak hibridizasyon tayini gerceklestirildi. Tasarlanan sensor elektrotlardan

150 giin bekletilmis olanlardan dahi segici ve tekrarlanabilir yanitlar elde edildi.

SNP tayini gerceklestirmek {lizere tasarlanan biyosensor i¢in en uygun saklama
kosulunun +4°C oldugunu goézlendi.

Farkli sicakliklarda belirli giinlerden sonra seciciligin kayboldugu gozlendi.
PGE yiizeyindeki probun uzun siireli beklemeden dolay1 hasar gordiigii soylenebilir.
Hasar gérmiis problar hedef ile etkilestirildiklerinde ylizeyde rasgele baglanmalar

oldugu gozlendi.
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3.1.3  Gerg¢ek Orneklerle (PCR iiriinleri) Hibridizasyon ve Biyosensor
Secimliliginin Tayini
Bu c¢aligmada, prob DNA kapli elektrot yiizeyleri, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile iiretilen ve COMT gen bolgesini igeren liriinlerle hibridize edilmistir.
PCR iirlinleri hibridizasyon oncesinde 1s1 ile denatiire edilerek tek sarmal
haline getirilmistir. Calismalar hedef DNA bdlgesini iceren ve farkli PCR iiriinleri ve

hedeften farkli dizilime sahip PCR {iriinleri ile ger¢eklestirilmistir.

o I
0 T T T

hedef SNP  rastgele did

prob

25nA

/

076 08 096 106  1.16
POTANSIYEL (V)

Sekil 26: Diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak saglikli tip prob (P1)
tuturulmus elektrotlarin PCR iirlinlerinin etkilestrilmesi ile eldilen yanitlar; a) prob
dizi (hibridizasyon 6ncesi), b) prob- tiim baz dizilimi hedeften farkli PCR iiriinii, c)
prob- bir bazi hedeften farkli PCR iiriinii, d) Prob-hedef PCR iiriinii guanin
yanitlarinin 6l¢limii
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Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji béliimii tarafindan hazirlanan
gercek ornekler, PCR ile ¢ogaltilarak elde edildi. Hedef PCR iiriinleri tasarlanan
biyosensorde tayin edildi. Boylece sensoriin gergcek orneklerde de SNP analizini
gergeklestirebildigi gosterildi. Pozitif PCR 6rnegi ile elde edilen hibrit yanit1 %23,72
bagil standart sapma ile ortalama olarak 137nA olarak 6l¢iilmiistiir. SNP i¢eren PCR
ornegi ile etkilesim sonrasinda alinan yanit %31,524 bagil standart sapma ile
ortalama 86,04 nA’dir. Tiim baz dizilimi farkli PCR 6rnegi ile etkilestirilmis sensor
elektrotlarda alinan yanit %3,64 bagil standart sapma ile ortalama 25 nA olarak

Olclilmiistiir.

3.2 SPR ile influenza B Viriisii Tayini Calismasindan Elde Edilen

Bulgular

Yiizey plazmon rezonans (SPR) biyosensor ¢aligsmalarinda kullanilan altin ¢ip
elektrotlarin temizligi deney oncesinde kontrol edilmis ve ultra saf su ile SPR

kalibrasyonu gerceklestirilmistir.

3.2.1  Prob DNA’ya Ait Yamtin Ol¢iimii

Ultra saf su ile kalibrasyon sonrasinda yiizeye 5xSSC tamponu gonderildi.
Zemin sinyalinin gozlenmesi ve bu sinyalin sabitlenmesinden sonra prob DNA
¢ozeltisi siringa pompasi yardimiyla 10puL/dk hizla ylizeye gonderildi (60dk siireyle).
Prob DNA dizisi igerdigi —SH ( tiyol ) gruplar1 sayesinde altin ¢ip yiizeyine kovalent

olarak baglandi. Yiizeyde gerceklesen zayif etkilesimleri uzaklastirmak i¢in tampon
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cozeltisi 50uL/dk hizla bir kez daha ¢ip ylizeyine gonderildi (15dk siireyle) ve

aradaki fark ARu olarak hesaplandi. (ortalama response unit = 533Ru, n=6)

[
a - 1‘
3 LinfB b
”g{m ”:i pro 5xSSC enjeksiyonu
enjeksiyonu
A
5x55C enjeksivonu

b | T b—i 5x55C enjcksiyonu
15dk
510 Ru ¢
|
\.
L | S

ARu=510.114

/-‘-—-—-"'Dq'! ___________ —
A

3pug/mL inf.B prob
enjeksiyonu

Sekil 27: Akiskan sistemde influenza B prob DNA yanitinin gozlenmesine ait
sensogramlar. (a) tiim deneye ait sensogram, (b) degerlendirilmenin yapildigi kismi

gosteren sensogram.
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Tiyol (-SH) grubu iceren 3pg/mL prob DNA, ¢ip ylizeyindeki altin filme
kovalent bag ile tutunmustur. Daha sonra yiizeye 5xSSC tamponu gondererek
yikanmistir. Yiizeydeki bu degisimler, SPR ac¢isinda degisikliklere sebep olmustur.
SPR yaniti Response Unit (Ru) cinsinden Sl¢lilmiis ve aradaki fark hesaplanarak

prob DNA yanit1 olarak kaydedilmistir.

3.2.2  Hibrit Yamt1 Ol¢iimii

Ultra saf su ile kalibrasyon gerceklestirildikten ve ylizeye 5xSSC tamponu
gonderilerek zemin sinyali elde edildikten sonra hibrit DNA c¢ozeltisi siringa
pompast yardimiyla yiizeye gonderildi ( 10puL/min ). Hibrit DNA ¢0zeltisi igin
pozitif oldugu bilinen PCR 06rnegi sicaklikla denatiire edildi ve —SH isaretli prob
DNA ile 2 mL’lik tiip igerisinde hibritlesmesi i¢in 20dk bekletildi. Yiizeydeki zayif
etkilesimlerden kaynaklanan yanitlarin uzaklastirilmasi i¢in 5xSSC tamponu ile
yikandi. Aradaki fark Ol¢iilerek ARu olarak kaydedildi. (ortalama response unit =

1020Ru, n=3)

ra—__ e *
T 5xSSC enjeksiyenu

hibrid enjeksiyonu

——

)

5xSSC enjeksiyonu
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1163Ru|  15dk v
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Sekil 28: Akiskan sistemde influenza B prob — hedef PCR {iriinii karigiminin ylizeye
gonderilmesini gosteren sensogramlar a) genis sensogram, b) Ol¢limiin yapilan

boliimiin biyiiltiilmis sekli.

Tiyol (-SH) grubu igeren 3pug/mL prob DNA ile denatiire edilmis hedef PCR
iriinii bir tiip igerisinde 20dk bekletilmis ve ¢ip yiizeyine gonderilmistir. Prob
DNA’daki —SH gruplar1 sayesinde hibrit DNA altin ylizeye kovalent olarak
baglanmistir. Sonrasinda yilizeye 5xSSC tamponu gondererek yiizey yikanmis 6zgiil
olmayan baglanmalar uzaklastirilmigtir. SPR yanit1 (Response Unit, Ru) cinsinden

Ol¢iilmiis ve aradaki fark hesaplanarak Hibrit DNA yaniti olarak kaydedilmistir.

3.2.3  Prob ile Rastgele PCR Uriinii Etkilesiminin Ol¢iimii (istenmeyen

baglanma)

Rastgele DNA ¢ozeltisi baz dizisinin hedef baz dizsinden tamemen farkli
oldugu bilinen PCR iirliniidiir. Rastgele PCR iiriinii sicaklikla denatiire edildi ve —SH
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isaretli prob DNA ile 2 mL’lik tiip igerisinde etkilesmesi i¢cin 20dk bekletildi. Ultra
saf su ile kalibrasyon yapildi. Sonra yilizeye 5xSSC tamponu gonderilerek zemin
sinyali elde edildi. Daha sonra prob DNA ve rastgele PCR f{irlinii karigim1 siringa
pompasi yardimiyla yiizeye gonderildi (10pL/min). Yiizeydeki zayif etkilesimlerden
kaynaklanan baglanmalarin uzaklastirilmasi i¢in 5xSSC tamponu ile yikama yapildi.
Enjeksiyon O6ncesi ve sonrasinda alinan yanitlar arasindaki fark ol¢iilerek ARu olarak
kaydedildi. Rastgele PCR iirtinii ile prob DNA arasinda hibridizasyon
gerceklesmedigi i¢in elde edilen yanitlar da beklendigi gibi prob DNA’nin yalniz

Olctimii ile elde edilen degerle uyumluluk gostermektedir (613 Ru, n=3).

I
( 2 t

inf.B prob + rastgele 5xSSC enjeksiyonu

PCR drinua
enjeksiyonu

S
4

5xS$S5C enjeksiyonu
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Sekil 29: Negatif oldugu bilinen PCR iiriinii ile probun etkilestirilmesi ile elde edilen

sensogram; a) tiim sensogram, b) 6l¢iimii yapilan boliimiin biiytiltiilmiis sekli.

Tiyol (-SH) grubu iceren 3ug/mL prob DNA ile denatiire edilmis rastgele PCR
tiriinii bir tiip igerisinde 20dk bekletildi ve ¢ip yiizeyine gonderildi. Sonrasinda 6zgiil
olmayan baglanmalar1 uzaklagtirmak amaciyla yilizeye 5xSSC tamponu gondererek
ylizey yikandi istenmeyen baglanmalar uzaklastirildi. SPR yanit1 Ru 6lgiildii ve
enjeksiyon Oncesi ve sonrasi yanitlar aradaki fark hesaplanarak rastgele PCR iiriinii
yanit1 olarak kaydedildi. Ratgele PCR iiriinii hedef diziden farkli bir baz dizilimine
oldugu i¢in hibridizasyon ger¢eklesmedi. Sonuglarin sadece prob DNA o6l¢limiinde

elde edilen yanitlarla uyumlu oldugu gozlendi.
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Sekil 30: PCR iiriinleri ile gergeklestirilen ¢alismalara ait histogram.

PCR firiinleri ile gergeklestirilen tayinlerin sonuglart histogram grafigine
aktarildiginda beklenildigi {lizere prob ve prob-rastgele PCR {iriinii karistminin
Olctimleri ile elde edilen yanitlarin birbirlerine yakin oldugu gosterildi. Prob-hedef
PCR iiriinii karigiminin yanitlari, prob yanitlarindan yaklasik 2 kat kadar daha yiiksek
olgugu gozlendi. Prob 6lciimii ile elde edilen sinyallerin Ru degeri %14,7 bagil
sapma ile yaklasik 533Ru olarak bulundu (n=6). Hibrit DNA yanitlar1 %22 bagil
sapma ile yaklasik 1020Ru olarak bulundu (n=3). Prob ve rastgele PCR {iriinii
(Influenza A) yamtlarinin Ru degeri %21 bagil standart sapma ile 613 Ru olarak
bulundu (n=3). Hibrit DNA’larin ylizeye tutunmasi ile elde edilen SPR yanitinin
sadece prob DNA’nin ylizeye tutunmasindan ¢ok daha ytiksek oldugu gozlendi. Bu

farklanma hibridizasyonun gerceklestigini gostermektedir. Prob DNA -Ratgele PCR
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irlinli etkilesiminde hibridizasyon gerceklesmedigi i¢in elde edilen yanitlar prob

DNA’ya yakin degerlerdedir.
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BOLUM IV

4 TARTISMA

4.1 COMT Gen Dizisindeki Mutasyonun Tayini Calismasinda Elde

Edilen Bulgularin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada COMT enziminin sentezlenmesinden sorumlu gen bdlgesindeki
SNP’nin tayinini saglayabilecek bir elektrokimyasal DNA biyosensorii tasarlanmasi
hedef alindi. Calismada, tasarlanan sensor elektrotlarin farkli sicakliklarda zamana
kars1 dayanikliliklar1 ve ETA’nin hibridizasyona ve sensor dayanikliligina olan etkisi
incelendi. Daha 6nceden yapilmis diger caligsmalar incelendiginde COMT genindeki
polimorfizmin tayini i¢in gelistirilmis sadece bir elektrokimyasal biyosensor
calismast bulunmaktadir [93]. Guanin bazinin karbon elektrot ve DPV metodu
kulanilarak +1,0V potansiyelde yiikseltgenme yaniti verdigi bilmektedir. Guanin
icermeyen prob DNA’da +1,0V potansiyelde yanit gdézlenmezken hibridizasyon
sonrast hedeften gelen guaninlerin yiikseltgenme sinyallerinin 6lgiilmesi ile
hibridizasyon analizi gergeklestirildi. Guanin igeremeyen prob DNA’lar kullanilarak
hibridizasyon tayininin elektrokimyasal olarak yapildigi biyosensor caligmalarina

ornekler literatiirde mevcuttur [93, 32, 136].

Calismada kullanilan prob DNA (7pg/mL) ve hedef DNA (12ug/mL)
derisimleri Ozkan-Ariksoysal ve arkadaslarinin daha once yapti1 ¢aligmadan en
uygun derisimler olarak secildi [93]. Ozkan-Ariksoysal ve arkadaslarmin yaptig
calismada PGE ylizeyine prob DNA absorbsiyon yontemi ile tutturulmustur. Bu tez

kapsaminda gerceklestirilen calismada, uygun kosullarda saklanabilen, DNA-
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modifiye edilmis sensor ylizeyleri tasarlandi ve bu sensorlerin kit olarak kullanilip
kullanilamayacagi incelendi. Uzun siire bekletilecek olan yiizeylere prob DNA
kovalent yolla tutturuldu. Prob DNA tutturulduktan sonra PGE, ETA ile
etkilestirilerek ylizeydeki bosluklar kapatildi. Boylece biyosensor se¢imliligi arttirildi
ve DNA’nin daha uzun siire kendi {izerine katlanmadan durabilmesi saglandi. ETA
kullanimu, literatiirde Kim ve arkadaslar1 tarafindan kullanilmistir. Calismalarinda
gelistirdikleri sensorde yiizeye aptamer tutturduktan sonra ETA ile etkilestirmis ve
bosluklar1 kapladiktan sonra hedef molekiil ile etkilestirmislerdir [53]. Bagka bir
calismada Arya ve arkadaslart elektrot yiizeyini antikor tutturduktan sonra bosuklari

ETA ile kaplamis bdylece analizdeki se¢imliligi arttirmiglardir [4].

Tasarlanan biyosensoriin  kolay hazirlanabilme, tek kullanimlik olma ve
ucuzluk gibi yararlara sahip olan PGE’lerin kullanilmasi, en uygun saklama
kosulunun +4°C olmasi, hibridizasyon siiresinin kisa olmasi, 6l¢iimiin 1dk gibi kisa
bir slirede yapilabiliyor olmas1 ve tasarimda kullanilan metodun insan sagligina zarar
verebilecek herhangi bir indikatér madde icermemesi, klasik tayin yontemlerine ve
onceki biyosensOr tasarimlarina bir alternatif olmasini saglamaktadir. Tasarimi
yapilan bu biyosensor, kit benzeri kullanimi olabilecek altyapiya sahip literatiirdeki

ilk biyosensordiir.

Literatiirdeki diger calismalara bakildiginda, SNP tayini i¢in Zhang ve
arkadaslarinin gelistirdigi elektrokimyasal sensorde altin elektrotlar kullanmiglar ve
hibridizasyon tayini i¢in metilen mavisi indikatorii kullanmiglardir [142]. Baska bir
calismada SnO, nanopartikiiller ve poli(vinilferosen) ile modifiye edilmis PGE’ler

kullanilarak gergeklestirilmistir [82]. Kerman ve arkadaslarinin SNP analizi igin
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tasarladig1r biyosensorde altin elektrot kullanilmis, hibridizasyon indikat6rii olarak
metilen mavisi kullanilmis kullamilmstir [51]. Ozsoz ve arkadaslar1 kan pihtilasma
faktorii olan faktor V genindeki tek nokta mutasyonu altin nanopartikiiller kullanarak
gerceklestirmistir [94]. Literatiirde yer almis olan bu biyosensérler, tez kapsamindaki
calismayla karsilastirildiginda, sensor yiizeylerinin hazirlanma zorlugu ve yiiksek
maliyetleri nedeniyle iirline doniistirme durumunda bazi giigliiklerle karsilasacagi

aciktir.

4.2 SPR ile influenza B Viriisiiniin Tayini I¢in Gelistirilen Sensére ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

Bakteri ve viriislerin tayin edilmesi ¢ok uzun yillardir gerceklestirilen bir
analizdir. Bu analizin i¢in tasarlanmig mevcut bir¢ok analiz yontemi vardir, daha
hassas ve hizli yontemlerin gelistirilmesi i¢in arastirmacilar calismalar ve projelere
devam etmektedirler. Kiiltiir yonteminde mikroorganizma tiiriinii en az 2 giin
inkiibatorde tutulmasi gerekir ki bu c¢ok uzun bir siiredir, enzim immunoassay
yontemler pahalidir ve =2-6 saatlik tayin siiresine sahiptir. Ayrica analiz i¢in
yetismis eleman ihtiyaci vardir. Real-time PCR yontemi hizli bir yontem (= 45dk)
olmasina karsin kullanilan florasan boyalar ¢ok pahalidir ve yine analizi

gergeklestirecek uzmana ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tez caligmasmin ikinci béliimiinde Influenza B tiir tayininin, DNA
hibridizasyonu esasina dayali olarak analizlenmesi hedeflenmis ve bu amagla SPR
biyosensorii tasarlanmistir. Once yiizeye prob tutturup daha sonra hedef gonderilmesi

cok klasik bir yontemdir. Ayrica bu yontemin PCR {iriinlerine uygulanmasinda bazi
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sorunlarla karsilasilmaktadir. Bu nedenle tez caligmasi kapsaminda hibrit DNA

¢Ozelti fazinda elde edildi ve ¢ip yiizeyine gonderildi.

Kim ve arkadaslarmin tasarladigi SPR biyosensériinde Influenza A viriisii
DNA hibridizasyon yontemi ile tayin edilmistir bu amacgla hedef DNA’lar florasan
olarak isaretlenmistir. Bu ¢alismada ger¢ek drneklerin analizi ger¢eklesmemis sadece
sentetik hedef DNA’lar kullanilmistir [52]. Parab ve arkadaslarinin Chlamydia
trachomatis tayini icin tasarladiklart SPR biyosensorii hibridizasyon sistemine dayali
olarak calismaktadir, sensor tasariminda iki farkli prob DNA ve altin nanogubuklar
kullanilmigtir [101]. Florasan isaretli DNA’lar ve altin nanogubuklarin kullanilmasi
yanitlarin zenginlestirmesi saglarlar, iki farkli prob kullanilmasi segiciligi arttirir
buna karsilik, altin nanogubuklarin hazirlanmalar1 uzun islemler gerektirir, florasan
isaretli DNA kullanilmasi veya ikinci bir prob DNA kullanilmasi1 maliyeti arttirir. Bu
nedenle ideal bir biyosensorde olmasi gereken ucuzluk, hizli ve kolay hazirlanim

ozelliklerini saglamazlar.

Bir ¢alismada yiizey glikoproteini hemaglutinin (H) analizi ile influenza tayini
yapilmistir. Bu ¢alismada influenza tiirlerini ayrilamamistir [64]. Nilson ve
arkadaslarinin gelistirdigi baska bir ¢alismada yine H proteini {izerinden influenza
tayini gerceklestirilerek diisiik tayin sinirina inilebilmistir [84]. Subramanian ve
arkadaslarinin E.coli tayini ic¢in gelistirdikleri SPR biyosensoriinde saflagtirilmig
monoklonal ve poliklonal antikorlar kullanarak tayin saglanmistir [121].

Tez calismasi kapsaminda hazirlanan SPR biyosensoriiniin tayin siiresi bu
caligmalara gore daha uzundur fakat kullanim kolayligi ve maliyet bakiminda bu

caligsmalara gore Ustiinliik saglar. Ayrica analiz DNA diizeyinde gerceklestirilmistir.
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Bolim V

5 .Sonuc ve Oneriler

Tez ¢alismasinin elektrokimyasal boliimiinde COMT geni tlizerindeki SNP hem
sentetik dizilerle hemde PCR iiriinleri ile se¢imli olarak analizlenmistir. SNP icin
tasarlanan sensoOriin hangi kosullar altinda uzun siire prob DNA bozunmadan
saklanabilecegi tayin edildi. Tez ¢alismasinin optik sensor boliimiinde bir patojen

olan Influenza B viriisiiniin tayini de ger¢ek ornekler (PCR iiriinleri) kullanilarak

gerceklestirildi.
Saklama Kosulu Prob Kapli Sensoriin En Uzun Saklanabilme Stiresi
-20°C 30 giin
+4°C 150 giin
+25°C 20 glin

Tablo 13: Farkli saklama kosullarinda sensoriin bekletilebilme siireleri.

Bu c¢alisma ilk defa uzun siire saklanabilen elektrokimyasal DNA biyosensorii
tasariminin yapilmasi agisindan énem tagimaktadir. Ayrica COMT geni tizerindeki
SNP analizi gergek orneklerle(PCR) gergeklestirildi. Elektrokimyasal yanit +1,0V
potansiyelde guanin bazlarmin yiikseltgenme yanitlarinin 6l¢iilmesi ile edildi. Bu
sistem kullanilarak biyosensoriin hazirlanmasi yaklasik 2 saat olarak tespit edildi.
Hazirlanan sensor elektrotlar 20 dakika hedef ile etkilestirildikten sonra yaklasik 1

dakikada 6l¢iim gereceklesmektedir.
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Gelistirilen biyosensoriin tayin sinir1 sentetik Orneklerde 1,184pmol/30uL
olarak hesaplandi. Hedef PCR orneklerinin analizinde ise tayin simir1 yaklasik
6,09);105 molekiil olarak belirlendi.

Tek kullanimlik PGE’lerin kullanilmasi biyosensore yenilenebilirlik, ucuzluk
ve kolay kullanilabilirlik 6zellikleri saglandi. Ayrica tayinin kisa siirede (21dk),
secimli olarak yapilabiliyor olmasi ve uzun siire saklanabiliyor olmasi bu tasarimin
ideal bir biyosensor oldugunu gdstermistir.

Bu tez kapsaminda, gelecekte hastanin kendisinin kullanabilecegi kolaylikta
(seker olglim gubuklart gibi) cihaz tasarimlari amaclandigindan, gergcek Orneklerle
analizde PCR iirliniiniin tazeliginini arastirilmasi ve PCR’s1z dogrudan analizlerin
yapilmasi i¢in yakin gelecekte yeni ¢caligsmalar planlanmistir.

Tasarlanan bu uzun Omiirlii elektrokimyasal DNA biyosensor sisteminin, farkl
genlerde bulunan mutasyonlarin  saptanmasi i¢in de modifiye edilerek
kullanilabilecegi agiktir.

SPR sensoriinde hibridizasyon analizi {izerinden viriis tayini gerceklestirildi.
Y 6ntemin secicililiginin tayini i¢in hedef PCR iiriinii yerine rastgele PCR iiriinleri ile
etkilestirilmis prob DNA’larda yiizeye gonderilerek 6lgiildii. Olgiimiin tamam
yaklagik olarak 110 dakikada gerceklestirildi. Tayin smur1 yaklasik olarak 6,88x10°

molekiil olarak hesaplandi.

Kullanim kolaylig1, pratikligi, gercek zamanli olarak analizin saglanmasi ve
analizin oldukg¢a sec¢imli olmasi tasarlanan bu sensdriin en Onemli yararlaridir.
Kullanilan prob DNA’daki baz dizilimi degistirilerek farkli patojenlerin analizinin de

miimkiin olabilecegi diigiiniilmektedir.
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Biyoloji, kimya ve miihendislik bilimlerindeki gelismeler ve ihtiyaglar
dogrultusunda biyosensor teknolojileride ¢ok hizli bir sekilde gelismektedir. Mevcut
tayin yontemlerine gore daha secici, diisiik maliyetli, daha pratik ve hassas analizler
yapabilmek iizere tasarlanan biyosensorler gelecek vaat eden biyoanalitik
sistemlerdir. Uzun siire kullanilabilir olacak sekilde gelistirilmeleri seri liretime
donistiiriilmeleri gelecekte tayin yontemlerinde ¢ok daha fazla kullanilabileceklerini
gostermektedir.

Sonug olarak yapilan tez ¢aligmasinda COMT genindeki SNP tayini i¢in uzun
siire saklanabilecek elektrokimyasal DNA biyosensorii tasarimi ve Influenza B viriis
tayini i¢in optik DNA biyosensorii (SPR) gelistirildi. Her iki sistem de fabrikasyona
uygundur. Gelecekte seri liretim yapilabilmesi i¢in sanayi-liniversite is birligi

gerekmektedir.
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OZET

OPTIiK VE ELEKTROKIMYASAL DNA BiYOSENSORLERININ GENETIK
HASTALIK VE MiKROORGANIZMA TAYININE YONELIK TASARIMI

VE UYGULAMALARI

DNA’de meydana gelen mutasyonlarin tayinini yapabilecek ve uzun siire
boyunca kullanima hazir bir sekilde saklanabilecek bir elektrokimyasal DNA
biyosensor tasarimi, DNA hibridizasyon esasiyle patojen tayinine yonelik SPR
biyosensor tasarimi gereklestirildi.

DNA’nin yapisi aydinlatildiktan ve O6nemi anlasildigindan bu yana DNA
anazlizleri i¢in yeni yontemler gelistirilmesi, molekiiler biyoloji ve nanoteknoloji
alanindaki gelismelere paralel olarak ilerlemektedir. Bu gelismelerle birlikte analiz
sistemlerinin boyutlar1 giderek kiigiiltiillmekte, hassasiyet ve Ozgiilliikkleri giderek

arttirtlmaktadir.

Tez calismasi kapsaminda DNA’da mutasyon tayinine yonelik bir
elektrokimyasal DNA biyosensdr, ve patojen tayinine yonelik yilizey plazmon

rezonans (SPR) DNA biyosensor tasarimi gerceklestirildi.

Tez ¢alismasinin ilk boliimiinde sizofreni, alzehmir gibi psikolojik
rahatsizliklardan sorumlu oldugu bilinen bir enzim olan katekol-o-metil transferaz
(E.C.2.1.1.6.) sentezinden sorumlu gende gergeklesen tek nokta polimorfizm (SNP)
tayini yapildi. Kalem grafit elektroda (PGE) tutturulan inozin isaretli prob DNA’lar

kullanilarak, sentetik oligoniikleotidlerde ve polimer zincir reaksiyonu (PCR) ile
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tiretilen irilinlerde hibridizasyonun tayini gergeklestirildi. Hibridizasyon tayini
guanin yiikseltgenme sinyallerinin diferansiyel puls voltametri (DPV) teknigi
kullanilarak olgiilmesi ile gergeklestirildi. Biyosensor tasarimdan etanolaminin
(ETA) hibridizasyona olan etkisi zamana bagli olarak incelendi. En uygun saklama
kosullarinda ( -20°C, +4°C, +25°C) nekadar siire ile saklanabilecekleri inceledi.
Olgiimler asetat tamponu (pH: 4,8) igersinde gergeklestirildi. Hibridizasyondan 6nce
elektrot yiizeyinden guanin yiikseltgenme yanitt alinmazken, hedef dizi ile
hibritlesme sonrasinda elde edilen yanitin yiiksek oldugu gozlendi. Probun hedef dizi
ile hibridizasyonunun yani sira prob, hedef diziden bir baz farkli dizilime sahip ve
bazlar1 tamamen farkli olan iki ayr hedef ile de etkilestirildi. Hibridizasyon sonrasi
alinan guanin sinyalleri, ongdriildiigii tizere, hedef ile hibridizasyon durumunda en
yiiksek iken, tek bazi farkli olan hedefle hibridizasyonda biraz daha diisiik, rastgele
diziyle yapilan hibridizasyonda ise en distliktiir. ETA’nin yilizeydeki bosuklari
kapladigin1 boylece sensor elektrotun uzun siire saklanabilmesine olanak verdigi
buna karsin, elektron transferini zorlastirdigi i¢in yanitlarda diisiise neden oldugu
gozlendi. Belirli sicakliklarda (-20°C, +4°C, +25°C) saklanarak, planlanan
zamanlarda hedef ile etkilestirilerek hibridizasyon analizi gergeklestirilen
elektrotlarin, +4°C’de 150 giin siiresince segiciligini kaybetmeden saklanabildigi
goriildii. Tasarlanan sensérde kullanilan PGE’lerin tek kullanimlik ve ucuz olmast,
hazirlanan sensor elektrotlarin uzun siire bozulmadan bekleyebilir olmasi
fabrikasyona ve seri iiretime uygun olabilecegi fikrini diisindiirmiistiir. COMT geni
tizerindeki SNP’nin enzim aktivitesinde 4 kata kadar etkili olmasi ve enzimdeki
bozukluklarin psikolojik rahatsizliklardan sorumlu oldugunun disiiniilmesi, bu
SNP’nin tayininin gerceklestirilmesini gerekli kilmistir. Tasarlanan biyosensor ile

kisa stirede (21dk) yapilan mutasyon tayini klasik yontemlere farkli giiglii bir
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alternatif getirmistir. Hesaplanan tayin smir1 sentetik hedeflerde 1,184pmol/30uL,
PCR iiriinlerinde ise 6,09x10° molekiildiir. Bu biyosensédr yanlizca hizli, ucuz ve

kolay analiz saglamakla kalmayip ayni1 zamanda uzun bir kullanim siiresine sahiptir.

Tez caligmasinin ikinci kisminda insan, kus ve bazi memelilerde hastaliga
sebep olan Influenza B viriisiiniin tayinine yonelik SPR biyosensorii tasarim
gerceklestirildi. Influenza B viriisiinii tamimlayan, tiyol grubu isaretli 21-mer
oligoniikleotit prob olarak kullanildi. ik énce prob DNA ¢ip yiizeyine enjekte edildi.
Oligoniikleotitler tiyol gruplarindan ince altim filmle kovalent olarak baglandi. Bu
etkilesim SPR sensoriinde yanita sebep oldu. Yanit hesaplandi ve prob DNA’nin
yanit1 olarak kaydedildi. Daha sonra prob DNA ve hedef PCR iiriinii (Influenza B
PCR iiriinii) ile etkilestirildi ve Prob DNA-hedef PCR (hibrit DNA) ¢ip ylizeyine
gonderilerek yiizey plazmon rezonans yanitlar1 hesaplandi. Hibrit DNA ile elde
edilen yanitlarin, prob DNA ile elde edilen yanitlardan yaklagik 2 kat kadar daha
yiiksek oldugu gozlendi. Hedef PCR iiriinii yerine rastgele PCR iiriinii (Influenza A
PCR firiinil) prob DNA ile etkilestirildikten sonra ¢ip yiizeyine gonderilmesi ile elde

edilen yanitlarin prob DNA yanitlar1 kadar oldugu gozlendi.

Gelistirilen bu biyosensor ile segilecek 6zgiil prop dizilerle kolayca ve gergek
zamanl olarak tiir tayini yapilmasina saglamistir. Klasik tayin yontemlerine yeni bir

alternatif getirmistir. Tayin sinir1 6,88x10° molekiil olarak hesaplanmustir.

Tez ¢aligmas1 kapsaminda gelistirilen her iki biyosensor de hazirlama kolayligi,
kullanim kolaylig1 ve diisiik maliyetleri gibi 6zellikleri sayesinde fabrikasyona

gecirilebilmeye uygundur.
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ABSTRACT

THE DESIGN AND APPLICATIONS OF OPTICAL AND
ELECTROCHEMICAL BIOSENSORS FOR GENETIC DISEASES AND

MICROORGANISM DETECTION

In this study, by the principle of DNA hybridization, a SPR biosensor that is
capable of detecting patogens and an electrochemical DNA biosensor, ready to use
for a long time, that will detect the mutations exist in DNA a were designed.

After the enlightening the structure of DNA and understanding its importance,
for DNA analysis, new metods have been developed parellel to the developments of
molecular biology and nanotechnology. By these advancements, the dimensions of
analysis systems have been gradually decreased while the sensitivity and specifity
have been gradually increased.

In this dissertation study, an electrochemical DNA biosensor for detection of
DNA mutation and a surface plasmon resonance (SPR) DNA biosensor for detection
of pathogens were developed.

In the first part of the study, an electrochemical DNA sensor designed to
detect single nucleotid polimorphism (SNP) on COMT gene. The gene is responsible
for the enzyme, cathecol-o-methyl transferaz enzyme, which causes the psycological
diseases like schizophrenia and alzhemier. By the usage of inosine substituted probes
that were immobilized on to the surface of pencil graphite electrode (PGE),
hybridization between the probe and synthetic target oligonucleotides and polimer
chain reaction (PCR) amplicons was achieved. The detection of hybridization was

done by evaluation of guanine oxidation signals recorded by differential pulse
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voltammetry. The effect of ethanolamine on hybridization was examined with
respect to time. Also, the maximum duration of the electrodes at the optimum storage
conditions ( -20°C, +4°C, +25°C) was specified. The measurements were done in
acetate buffer solutions (pH : 4.8). Before hybridization, no guanine oxidation signal
was recorded, after the hybridization of immobilized probe with target sequence, the
recorded oxidation signal of guanine was relatively high. In addition to the
hybridization of probe with its complementary target, probe was hybridized with a
non-complementary target and a mismatch target. The purpose of doing this is, to
prove the nonexistence of hybridization between probe and target that is not fully
complementary to the probe. As expected, the guanine oxidation signals recorded
after hybridization was seen to be highest in the case of full complementarity and
decreasing from mismatch to noncomplementary. It was observed that, the usage of
ETA enables the storage of electrode for a long time due to its covarage of electrode
surface, although, the signals were seemed to be lowered since it makes difficult the
electron transfer. Also, it was proved that, it is possible to store the electrodes for 150
days at +4 °C according to the tests repeated at different temperatures for specific
duration periods. The idea of fabrication and mass production of PGEs due to their
disposiblity, cheapness and long shell life was supposed as a future aspect. It makes
necessary to detect the Single nucleotide polimorphism (SNP) due to the fact that,
the SNP on COMT gene, affects the enzyme activity up to 4 fold and this failure of
enzymes are responsible for psycological diseases. By the designed biosensor, a new
powerful alternative to the classical mutation methods was brought in. This biosensor
not only rapid (21dk), cheap and enables easy analysis, but also has a long shell life.
Detection limit calculated 1,184pmol/30uL for synthetic target and 6,09x10°

molecules for PCR products.

81



In the second part of the dissertation study, a design of a SPR biosensor that is
capable of detecting influenza B virus that causes the disease in human beings, birds
and some mammals were done.

Thiol attached 21mer oligonucleotid which, represents the Influenza B virus
was used as probe DNA. Firstly probe DNA enjected to the chip surface. The
oligonucleotid attached covalently with gold thin metal film on chip surface. This
interaction caused a response from SPR sensor. The response calculated and saved as
probe response. After that probe DNA and target PCR product (influenza B PCR
product) interacted than, probe DNA-target PCR product (hybrid DNA) was send to
the chip surface and the responses of plasmon resonance were calculated. The
response belonging to hybrid DNA was seen to be approximately two times higher
than the responses of probe DNA. It was observed that, the signal recorded after
sending the interacted probe with non-complementary PCR product (influenza A
PCR product) instead of target PCR product to the chip surface, was as much as the
signal of probe.

This developed biosensor enabled the detection of specimen by specific probe
sequences and is an alternative method to classical detection methods. Detection
limit calculated as 6,88x10° molecules.

Both biosensors developed throughout this study are suitable for fabrication

due to their ease of use and low cost features.
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