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OZET

ANAPLASMA PHAGOCYTOPHILUM‘UN TAYIiNIiNE YONELIiK
ELEKTROKIMYASAL DNA SENSORU GELISTiRiLMESi VE
UYGULAMALARI

Cagdas CEYLAN

Yiiksek Lisans Tezi

Kimya Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Adil ELIK
II. Damisman: Doc. Dr. Giiltekin GOKCE
2015, 55+xv sayfa

Bu calisma, oldukca genis bir konak¢1 grubunda enfeksiyona yol agan bir patojen
olan A. phagocytophilum dizi se¢imli DNA hibridizasyonunun voltametrik yontemle
tayin edildigi tek kullanimlik elektrokimyasal DNA biyosensorii gelistirilmesine

yoneliktir.

Herhangi bir etiketlemenin yapilmadigr bu elektrokimyasal ¢alismanin esasint DNA
hibridizasyonu sonrasinda Guanin bazinin yiikseltgenme sinyalinin 6lgiilmesi ile bir
ikili olusumunun izlenmesi olusturur. S6z konusu biyosensor tasarimi inozin
modifiye (guanin i¢ermeyen) probun, kalem grafit elektroda (PGE) immobilize
edilmesi ve diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ile guaninin yiikseltgenme

sinyalinin Olgiilerek, ikili olusumunun tayinini igerir.

Bu ¢alismanin ilk asamasinda, A. phagocytophilum temsil eden prob dizisi, aktive
edilmis, kalem grafit elektrot (PGE) yiizeyine yas adsorbsiyon (wet adsorbtion)

yontemi ile immobilize edilmis ve daha sonra prob ve hedefi arasindaki

vii



hibridizasyonun varligi 1000 mV’da gozlenen guanin yiikseltgenme sinyali ile tespit

edilmistir.

Yapilan optimizasyon ¢alismasinda prob derisiminin 25 pg/mL, prob
immobilizasyon siiresi 6 dakika; hibridizasyon ig¢in hedef derisimi 40 pug/mL ve
hibridizasyon siiresinin 10 dakika oldugu gozlenmistir. Gelistirilen elektrokimyasal
biyosensoriin spesifikligi; baz sirasindan bir bazinin yeri (MM) ve tiim bazlarinin

yerleri farkli (NC) olan hedef diziler kullanilarak test edilmistir.

Ferri/Ferro siyaniir redoks sistemi altinda elektrokimyasal empedans yoOntemi
kullanilarak ~ yapilan empedimetrik Ol¢iimler ile DNA hibridizasyonunun
gercgeklestirildigi ayrica teyit edilmistir. Tayin sinirini (DL) belirlemek i¢in hedef
derigimi 0,78 - 3,90 uM arasinda degisen hedef diziler kullanilmis ve tayin siniri
0,244 uM olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Elektrokimyasal DNA sensorii; Grafit Kalem Elektrot,

Anaplasma phagocytophilum, Diferansiyel Puls VVoltametrisi.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL DNA SENSOR FOR THE
DETERMINATION OF ANAPLASMA PHAGOCYTOPHILUM AND IT’S
APPLICATIONS

Cagdas CEYLAN

Master of Science Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Yrd. Do¢. Dr. Adil ELIK
II. Supervisor: Doc. Dr. Giiltekin GOKCE
2015, 55+xv pages

This study was intended to enhance the disposable electrochemical DNA biosensor
through which A. phagocytophilum, a pathogen causing infection in a considerably
wide host group, sequence selective DNA hybridization was detected with a
voltametric method. Monitoring the formation of a duplex by measuring the
oxidation signal of guanine base after DNA hybridization forms the basis of this
study in which no labeling is done. The biosensor design contains immobilizing
inosine modified (guanine-free) probe to the pencil graphite electrode (PGE) and
detecting duplex formation by measuring guanine oxidation signal with differential
pulse voltammetry (DPV).

In the first stage of this study, probe sequence representing A. phagocytophilum was
immobilized to the activated surface of pencil graphite electrode (PGE) by wet
adsorption method, and then the hybridization between probe and its target was
confirmed with guanine oxidation signal observed at 1000 mV. In the optimization
study, it has been observed that probe concentration is 25 pg/mL, immobilization
time is 6 minutes; for the hybridization, target concentration was 40 pg/mL and
hybridization time is 10 minutes. Respectively of the developed biochemical



biosensor was tested by using mismatch and non complementary target sequences. It
has been also confirmed that DNA hybridization is carried out with impedimetric
measurements by using electrochemical impedance method under the ferri/ferro
cyanide redox system. To estimate the detection limit (DL), target sequences whose
concentrations varied in range of 0, 78 - 3,90 uM were chosen and it was to be 0,244
uM.

Key Words: Electrochemical DNA sensor, Pencil Graphite Electrode, Anaplasma

phagocytophilum, Differential Pulse VVoltammetry.
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1. GIRIS

Canli genomunun yapist ve islevi hakkinda bilgi edinildik¢e son yillarda bu alandaki
calismalarda artmistir. Canliya 6zgii DNA dizileri ile ¢alismalar, DNA dizilerindeki
baz dizilimlerinin analizi ile klinik tanilar, ilag gelistirme, salgin Onleme ve
biyomiihendislik hiz kazanmistir [1]. Gen teknolojisindeki hizli ilerlemeler, tibbi ve
biyoteknolojik uygulamalarmin yani sira biiylik uluslararast projelere de konu
olmaktadir. Kalitsal hastaliklar, bulasici hastaliklar, DNA mutasyonlari, bir besi
ortamindaki bakteri cinsi ve miktar tayinine kadar bircok alanda etkin olarak
kullanilan, elektrokimyasal sensdrlerin yapilarina enzim, hiicre, doku, antikor,

niikleik asit vb. biyolojik maddeler eklendigi zaman “biyosensor” adini almaktadir
[2].

Bilinen geleneksel yontemlere alternatif olmak tizere elektrokimyasal DNA
biyosensorlerinin  (genosensor) kullanimi giindeme gelmistir. Son 10 yilda
biyosensor tasariminda niikleik asitlerden olusan tanima yiizeylerinin kullanilmasi
yayginlagmis ve Analitik Kimya alaninda ¢ip teknolojisine yonelik genosensor
tasarimi ¢alismalar1 olduk¢a hizlanmistir [3-5]. Bu ¢alismalar, gerek Analitik Kimya
gerekse diger bilimlere yeni ve ender boyutlarda 6zellikler ekleyerek gelecekte hasta
basinda ve doktor gozetimindeki analizlerde ¢ok onemli rol oynayacaktir [6 - 8].
DNA tanima yiizeyleri igeren genosensorler, dizisi belli genlerin hibridizasyon
tayininde bu dizilere iliskin kalitsal ve enfeksiyon hastaliklarin tayininde ve bu
yiizeyle etkilesime giren analizlenecek maddelerin (kanserojenik maddeler, ilaglar
vs) tayininde kullanilabilir [9 - 11]. Tayinler, DNA bazlarimin birinin yiikseltgenme
sinyalindeki (indikatorsiiz yontem) ya da bu bazlardan en az biriyle etkilesen bir
hibridizasyon indikatoriiniin veya intenedate ozellikteki bir hibridizasyon
indikatoriiniin  yiikseltgenme veya indirgenme sinyalindeki degisikliklerden

(indikatorlii yontem) yola ¢ikarak yapilir [12 -15].

Son yillarda elektrokimyasal DNA biyosensorlerinde, herhangi bir indikator
kullanmadan DNA bazlarindan biri olan Guanin ve Adeninin yiikseltgenme
sinyallerinden yararlanarak hibridizasyon tayini caligmalar1 baslamis ve hizla

ilerlemistir. Indikatdrsiiz DNA hibridizasyon tayini ydntemi ile bazi enfeksiyon ve

1



kalitsal hastaliklarin tanisina yonelik ¢alismalar yapilmaktadir [16 - 20]. Niikleik asit
tanima yontemlerine dayanan elektrokimyasal DNA biyosensorleri, kalitsal ve
enfeksiyon hastaliklarin tanisinda bilinen rutin analiz yontemlerine alternatif olarak

daha hizli, ucuz ve kolay bir yontemdir.

1.1 Elektrokimya
Elektrokimya; elektrik enerjisiyle etkilesim sonucunda maddelerin kimyasal enerjiye,
kimyasal enerjisinin de yeniden elektrik enerjisine doniisiimiinii inceleyen bilimdir.

Elektrokimyasal deneyler genellikle hiicre ad1 verilen kaplarda gergeklestirilir.

Hiicre, elektrokimyasal tepkimelerin olusmasi i¢in analizi yapilacak maddeyi igeren
bir ¢ozelti, maddenin kimyasal doniisiime ugradigi bir elektrot sistemi ve bu sistemi

okuyan yani ¢eviren bir sistemden ibarettir.

1.2 Elektrokimyasal Bir Olayda Kiitle Aktarim Yollar1
Elektrokimyasal hiicredeki analit ii¢ yolla elektrot yiizeyine aktarilir (Sekil 1.1).

a) Kanistirma (Konveksiyon): Tampon ¢ozeltide bulunan indirgen ya da yiikseltgen
analitin karigtirma, titresim gibi fiziksel etkilerle elektrot ylizeyine tasinmasi
yontemidir.

b) Difiizyon (Derisim farki ile): Difiizyon, maddelerin ¢ok yogun ortamdan az
yogun ortama enerji harcanmadan gecisidir. Hiicrelerde bir film ya da zar yardimi ile
tampon c¢oOzeltideki analitin derisim farkindan dolayr elektroda dogru hareket
etmesidir. Derigimler esitlendiginde difiizyon da durur.

¢) Gog (Migrasyon): Yiikli molekiil ya da atomlarin elektriksel alan kuvvetinin
etkisiyle hareket etmesidir.
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Sekil 1.1 Elektrokimyasal bir olayda kiitle aktarim yollar1
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1.3 Elektroanalitik Yontemler

Cok cesitli elektroanalitik yontemler Onerilmektedir [21]. Bunlardan en yaygin
kullanilanlar, Cizelge 1.1°de gosterilmektedir. Bu yontemler ara yiizeyde gerceklesen

yontemler ve tiim analiz ortaminda gergeklesen yontemler olarak ikiye ayrilirlar.

Ara ylizeylerde gergeklestirilen yontemlerin daha genel bir kullanim alani vardir. Ara
yilizey yontemleri, elektrot ylizeyleri ve bu yiizeylere hemen bitisik olan ince ¢ozelti
tabakasi arasindaki ara ylizeyde olusan olaylara dayanmaktadir. Tiim analiz ortami
yontemleri aksine ¢ozeltinin tamaminda olusan olaylara dayalidir ve ara yiizey

etkilerinden kaginmak icin her yola bagvurulur.

Ara yiizey yontemleri, elektrokimyasal hiicrelerin akim varliginda veya yoklugunda

isleyisine gore statik ve dinamik olmak iizere iki ana sinifa ayrilirlar.



Cizelge 1.1 Elektroanalitik yontemlerin siniflandirilmasi

Elektroanalitik Yontemler

Ara Yilizey Analiz Ortaminin
Ydntemleri TamamindakiYédntemler
[ |
I ] | |
Statik Yontemler Dinamik Yontemler Konduktometri Konduktometrik

| Titrasyonlar

Potansiyometri Potansiyometrik
Titrasyonlar

Kontroll(i Sabit Akim
Potansiyel

Sabit elektrot  vgltametrj Amperometrik Elektrogravimetri

potansiyel Titrasyonlar
kulometrisi | |
Kulometrik Elektrogravimetri
Titrasyolar
1.4 Voltametri

Calisma elektrotunun ya da bir indikatoriin polarize olmus bir ortama uygulanan
potasiyelin olusturdugu akimin OSlgiilmesiyle elde edilen degerden yola ¢ikilarak,
caligilan analitin incelendigi sisteme verilen isimdir. Voltametri, ¢esitli ortamlarda
meydana gelen yiikseltgenme-indirgenme olaylarinin, yiizeylerdeki adsorpsiyon
olaylarimin ve kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot yilizeylerindeki elektron
aktarim mekanizmalarinin temel ¢alismalarin1 kapsayan ve ¢ok basvurulan duyarlh ve
glivenilir bir yontemdir. Voltametrik analizde kullanilacak hiicreler, elektrokimyasal
hiicre, analit ve destek elektrolit adi verilen bir elektrolitin asirisini igeren ¢ozeltiye

daldirilmis ¢ elektrottan olusur (Sekil 1.2)



POTANSIYOSTAT

karsii elekirot +

T
Referans elekirot

*‘—b Cabhsma elekirodu

Tampon Cizeld

Sekil 1.2 Uglii elektrot sistemi

Ug elektrottan birisi zamanla potansiyeli degistirilen ¢alisma elektrotu veya indikator
elektrottur. Voltametride ¢alisma elektrotu olarak, karbon elektrot (grafit, karbon
pasta, camsi karbon, perde baskili karbon elektrot), civa, platin, altin, paladyum gibi
elektrotlarin yaygin kullanimlar1 vardir. Elektrot sistemindeki diger -elektrot,
potansiyeli deney siiresince sabit kalan referans elektrottur. Referans elektrot
genellikle Ag/AgCl veya doymus kalomel elektrottur. Elektrot sistemindeki {igiincii
elektrot ise karsit veya yardimci elektrottur. Karsit elektrot olarak ise genellikle
platin tel kullanilir [21 - 24].

1.4.1 Voltametrik elektrokimyasal analizlerde kullanilan elektrotlar
Genellikle tclii elektrot sistemi kullanilir. Bu sistem calisma elektrotu, referans

elektrotu ve karsit elektrottan meydana gelir.

1.4.1.1 Calisma elektrotlar: (indikator elektrotlar)

a) Karbon pasta elektrot (CPE)

%70 grafit, %30 Nujol (mineral yag), parafin yagi, silikon yagi ve bir baglayici
maddenin homojen olarak karistirilmasi ve karisimin 2—4 mm ¢apindaki cam ya da
teflon Ozellikteki borulara sikistirilmasiyla hazirlanir (Sekil 1.3). Pasta bilesimi
elektrot aktivitesi lizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir. Elektriksel iletkenlik, bu

borunun 2/3’iine kadar uzatilan iletken bir tel araciligi ile saglanmaktadir. Grafit



tozunda bulunan karbon atomlar1 diizlemsel ve aromatik halkalar halinde birbirlerine
zayif m bagi ile baglanirlar. Bu tabakalar arasinda hizli bir elektron aligverisi
olabilmekte ve bdylece iletkenlik saglanmaktadir. Elektron transfer hizi, baglayici
organik sivi oraniyla ters orantilidir. Ucuz olmasi, yiizey yenilenme isleminin kolay

olmasi ve diisiik artik akimlar olusturmasi nedeniyle tercih edilmektedir [25, 26].

fletken Tel

Teflon / Cam Bom

Karbon Pastas:

Karbon Pasta Elektrot

Sekil 1.3 Karbon pasta elektrotunun sematik olarak gosterimi

b) Camsi karbon elektrot

Cams1 Kkarbon elektrot, mikrometre boyutlu grafit tozu partikiillerinin, sert ve
yapistirict madde ile inert malzemeden yapilmis elektrot gdvdesi igerisine
sikistirilmasiyla elde edilir. Tekrarlanabilir yiizeyler saglanir. Kimyasal tepkimelere
girmezler. Genis bir potansiyel araliginda c¢alisilmasina olanak saglar. Karbon pasta

elektrotlarina gore daha diizgiin ve piiriizsiiz elektrot yiizeyleri elde edilir. Fiziksel

dayaniklilig1 daha fazladir [27, 28].

c) Kalem grafit elektrot
Calismalarda kullanilan kalem grafit elektrot (Sekil 1.4) grafitten olusmus olup,

Tombo 0,5 mm HB kalem uglarinin 3 cm’lik esit iki parcaya kesilmesiyle hazirlanir
[27 - 30].



Kalem grafit elektrotlar hem hazirlanma siiresi olarak hem de maliyet olarak
ekonomiktir. Hazirlanan kalem diizenegi ile seri olarak deneyler yapilabilmektedir.
Genel olarak diger elektrotlarda da oldugu gibi spesifik bir sonug¢ elde etmek icin
elektrot yiizeyleri hicbir madde ve yiizeyle etkilesime girmeden kullanilmalidir.

Dikkat edilecek en 6nemli husus budur.

fi l—-iletken baglanti teli

——selektrot tutacagi

—skalem ucu

Sekil 1.4 Kalem grafit elektrotun sematik gosterimi

d) Perde baskili karbon elektrotlar

DNA mikrogip teknolojisinde ve biyosensor sistemlerinde kullanilan, tek kullanimlik
olan bu elektrotlar gelecegin elektrotlar1 olarak adlandirilmaktadir. Tek kullanimlik
bu elektrotlarin tekrarlanabilirlige sahip olmasi ve 20 - 40 uL gibi ¢ok diisiik
miktarlarda ornek kullanilmasi gibi avantajlarinin yaninda, diger elektrotlara kiyasla
uzun fabrikasyon siiresi ve yiiksek maliyete sahip olmasi gibi dezavantajlari
bulunmaktadir. [31].
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Sekil 1.5 Perde baskili karbon elektrot

e) Civa elektrotlar

Elektrokimyasal analizde olduk¢a yaygin kullanilmaktadir. Biiyiik negatif potansiyel
araliklarinda calisilmasina imkan salar. Bunun yaninda civa kolayca yiikseltgenebilir.
Bu 6zelliginden dolay1r anot olarak kullanilabildigi potansiyel araligi oldukga
diistiktiir. En biiyiik tstiinliiklerinden bir tanesi her seferinde yeni bir elektrot ytizeyi
Olusturabilmesidir. Bunun yaninda civa toksik bir metal oldugu i¢in kullanimi
tehlikelidir. Civa elektrotunun; disk elektrot, asili civa damla elektrot, damlayan civa

elektrot, statik civa damla elektrot gibi gesitleri vardir [27, 32].

Diger elektrotlar ise metal elektrotlar, ultramikro elektrotlar, nano elektrotlar karbon
fiber elektrotlardir.

1.4.1.2 Referans elektrotlar

a) Standart hidrojen elektrot (SHE)

Elektrokimyasal c¢alismalarda ilk olarak kullanilan referans elektrottur. Bir tuz
kopriisii araciligiyla birlestigi yari-hiicreye bagh olarak anot veya katot olarak
davranir. Elektrot anot oldugunda hidrojen, hidrojen iyonlarma yiikseltgenir;
elektrotun katot olmasi durumunda ters reaksiyon olusur. Uygun sartlar altinda
hidrojen elektrot elektrokimyasal olarak tersinirdir. Geleneksel olarak bu elektrotun
potansiyeli tiim sicakliklarda sifir volt olarak kabul edilir. Hidrojen gaz elektrotlar,
eskiden beri elektrokimyasal calismalarda sadece referans elektrotlar olarak degil,
aynt zamanda pH tayinlerinde indikator elektrotlar olarak da yaygin bigimde

kullanilmistir. Hazirlanmasi zor bir elektrot oldugundan fazla kullanish degildir.
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b) Kalomel referans elektrot (Hg/Hg.Cl,)

Laboratuvarda hazirlanmasi kolaydir. Kullanim1 bu ylizden yaygindir. Kalomel
(Hg2Cl,) ve civadan (Hg) olusan bir karisim, potasyum kloriir (KCI) ve metalik civa
cozeltisinden olusur. Elektrotun potansiyeli kloriir iyonlarmin (Cl") derisimine
baghdir. I¢inde doygun potasyum kloriir ¢ozeltisi bulunan en yaygin olan, doygun
kalomel elektrottur.

Hg.Cl, + 26" <> 2Hg + 2CI

Standart Hidrojen elektroduna (SHE) gore potansiyeli 25°C de + 0.244 V olarak
bulunmustur. Diger kalomel elektrotlara oranla sicaklik katsayisi daha biyiiktiir [21,
33, 34].

¢) Giimiis — giimiis Kloriir referans elektrot (Ag/AgCl)
Doygun kalomel referans elektrot gibi kullanimi yaygindir. Kalomel elektrotlara gére
daha yiiksek sicakliklarda kullanilabilir. Giimiis iyonlarinin civa iyonlarina oranla

analitlerle daha az tepkimeye girmesi diger bir avantajidir.
AgCl+e «— Ag+CI

Gimiis bir telin, elektrolitik yoldan giimiis kloriir ile kaplanarak, CI" iyonlar i¢eren

¢ozeltiye temasindan olusur [35].

d) Civa — civa siilfat referans elektrot
Siilfat iyonlarinin aktifligi ile elektrot potansiyeli hesaplanir. Doygun kalomel

elektrot ile benzerlik gosterir [21, 35].

1.4.1.3 Yardima (karsit) elektrot

Ikili elektrot sistemindeki polarlanmamis elektrot iizerinden akim gectigi igin,
yiiksek akimlarda bu elektrotlar polarlanir. Ayrica eger ¢ozelti direnci yiiksek ise bu
direnci yenmek i¢in gerekli olan potansiyel 6nemli bir diizeye ulasir. Bu iki nedenle
caligma elektrodunun polarizasyon potansiyelinin algilanmasinda hataya disiiliir. Bu
sorunun ¢0zliimil i¢in sistemde {igiincii bir elektrot kullanimina gidilir. Bu elektrotlara

Karsit Elektrot denir.



Platin tel ya da civa havuzu yardime elektrot olarak sik¢a kullanilir. Grafit, tungsten
ve tantal ise diger yardimci elektrotlardir. Calisma elektroduna elektron aktaran

elektrodtur. Istenmeyen akimlarin da iizerinden gegmesini saglar [21, 22].

——  Potensiyostat |———

0]
Y,

Cahsma elektrodu

Referans elekirot Yardimci elektrot

Sekil 1.6 Uclii elektrot sisteminin potensiyostata yerlesiminin sematik olarak
gosterimi

1.4.2 Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri

Calisma elektrodunun bulundugu elektrokimyasal hiicreye degistirilebilen

potansiyeller uygulanir. Bu potansiyel cesitlerine gore de farkli akim sinyalleri alinir.

Siklikla kullanilan potansiyeller dogrusal taramali, diferansiyel puls, kare dalga ve

doniisiimli voltametridir..
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Sekil 1.7 VVoltametride kullanilan uyarma sinyalleri

1.4.2.1 Dogrusal taramah voltametri

Zamanla dogru akim potansiyelinin dogrusal bir sekilde artirilmasiyla elde edilir.
Uygulanan potansiyel sonrasinda analit maddeye 6zgli akim yanitlar1 uygulanan
potansiyelin sonuglar1 olarak voltamograma yansir. Daha simetrik ve net pik
maksimumlar1 elde etmek icin yar1 dalga potansiyeli farki en az 0,2 V civarinda

olmalidir.
AE1p=AEe12- E’c 12

Dogrusal taramali voltametri; ¢6zelti veya elektrodun siirekli hareket i¢inde oldugu
hidrodinamik voltametri ve ¢alisma elektrodu olarak civa elektrodunun kullanildigi

polarografi olmak tizere iKi gesittir.

1.4.2.2 Kare dalga voltametrisi

Diger tekniklere gore daha hizli ve duyarl bir tekniktir. 1-2 s iginde voltogram elde
edilir. Tayin smur1 107 - 10® mol/L arasindadir. Hizli ve duyarlilig: yiiksek olusu
nedeniyle daha ¢ok yiiksek performansli sivi kromatografisinde dedektor (HPLC)

kullanilir.
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Bir sisteme merdiven seklinde dogrusal gerilim, kare dalga seklinde degisken bir
gerilim yiiklenirse, bu gerilimlerin toplam1 olan kare dalga uygulanmig olur. Bu
tarzda olusan sistemle gerceklestirilen elektrometrik yonteme kare dalga voltametrisi

denir. Degisken bir akimdir ve zamanla degisimi kare dalga seklindedir [34, 35].

1.4.2.3 Diferansiyel puls voltametrisi

Diferansiyel puls voltametrisinde (DPV) uyarma sinyalleri periyodik pulslar
gonderilerek elde edilir. Uygulanan pulslarin belirli bir zaman Oncesinde ve
sonrasindaki akim farki Ai ile gosterilir ve dogrusal olarak artan potansiyelin

fonksiyonu olarak belirtilir. Se¢imliligi yiiksektir.

DPV tekniginde, dogrusal bir tarama sirasinda ¢alisma elektroduna periyodik pulslar
uygulanir. Pulslar uygulamadan 6nce ve sonra olmak iizere iki kez akim ol¢iiliir. Puls
basina elde edilen akimdaki fark uygulanan potansiyele kars1 grafige gecirilir. Elde
edilen diferansiyel puls voltamagrami yiiksekligi analizi yapilan maddelerin derigimi

ile orantili akim piklerinden olugsmaktadir [2, 36].

E 4 l{\-

g

L o
m

Sekil 1.8 Analog cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi i¢in kullanilan uyarma
sinyali

1.4.2.4 Doniisiimlii voltametri (CV)

Bir sistemdeki maddelerin redoks davranislarinin saptanmasinda kullanilan bir

tekniktir. Miktar tayininde kullanim alam dardir. Ozellikle yiikseltgenme-indirgenme

tepkimelerinin aydinlatilmasinda kullanilir.
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Bu yontemde, belirlenen bir baslangic potansiyelinden bitis potansiyeline doru sabit
hizda bir gerilim uygulanir. Bu gerilim pozitif ya da negatif yonde uygulanabilir.
Daha sonra uygulanan bu gerilim, ayni1 sabit hizla bitis potansiyelinden baslangic
potansiyeline dogru tekrar uygulanir. Bu esnada elektroaktif tiirlerin yiikseltgenmesi

ve indirgenmesi voltomogramda incelenebilmektedir [27, 37].

Verilen bir deney i¢in bir veya daha fazla analit icin yiikseltgenme veya
indirgenmesinin meydana geldigi potansiyel araligi, ¢alisilan potansiyel pencere

araligidir. Bu aralik “Cevirici Potansiyeller” olarak da tanimlanabilir [22, 37].

Bir déniisiimlii voltamogramin en nemli parametreleri katodik pik potansiyeli Ep’,
anodik pik potansiyeli Ey’, katodik pik akimi I,° ve anodik pik akim 1> dur.
Doniistimlii bir voltomogramda indirgenme ve yiikseltgenme arasindaki gerilim farki
AE, ile ifade edilir. AE, bu degere ne kadar yakin ise, reversible (geri doniisiimlii); ne

kadar uzaksa irreversible (geri doniisiimsiiz) olarak ifade edilir [38].

akim

P o
pcrténsi'_.rel

Vs

Sekil 1. 9 Pik akimlarin1 ve potansiyellerini gésteren doniisiimlii bir voltamogram

1.4.3 Voltamogramlar

Elektrokimyasal hiicrelerde ¢alisma elektrodundaki maddelerin indirgenmesi veya
yiikseltgenmesi sonucunda akim olusur. Indirgenme ile olusan akim katodik akim,
yiikseltgenme ile olusan akim ise anodik akimdir. Elektrokimyasal hiicreye
uygulanan potansiyel ile akim arasindaki g¢izilen egriye voltamogram denir.

Genellikle dogrusal taramali voltamogramlar sigmoidal egriler (S seklinde)
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seklindedir. Bunlar voltametrik dalga olarak bilinir. Keskin artistan sonraki sabit

akima sinir akimi is denir.
is = k.CA

Burada Ca, analit konsantrasyonu ve k ise bir sabittir. Kantitatif dogrusal taramali
voltametri bu iliskiye dayanir. Akim, analizlenecek maddenin kiitle aktarim iglemiyle
elektrot yiizeyine tasinma hiziyla siirlidir. Sinir akimlart genellikle analizlenecek

madde konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

Cozelti veya elektrodun siirekli hareket halinde oldugu dogrusal taramali
voltametriye hidrodinamik voltametri adi verilir. Damlayan civa elektrodun
kullanildigi ~ voltametriye polarografi denir. Elektrot sistemine potansiyel
uygulandiginda kapasitif (faradayik olmayan) akim ve faradayik akim olmak iizere
iki ¢esit akim olusur [33, 35].

1.4.3.1 Kapasitif akim (ic)

Bir elektrodun bir elektrolit ¢ozeltisine daldirilmasi ve negatif yiikle yiikklenmesiyle
cozeltideki pozitif yiiklii iyonlar elektroda dogru ¢ekilir. Boylece ara yiizeyde bir
gerilim farki olusur. Ters isaretli yliklerin ara yiizeyin iki tarafinda birikmesi ile bu
bolgede bir elektriksel ¢ift tabaka olusur. Olusan bu ¢ift tabaka, bir kapasitor gibi
davranir. Bu kapasitorii yiiklemek i¢in ortamda yiikseltgenecek veya indirgenecek
madde olmasa dahi bir akim olusur. Bu akim reaksiyona bagl degildir; sistemden
kaynaklanir ki bu akima kapasitif akim denir. Ne kadar diisiik olursa, o kadar dogru

Olglim yapilir. Kapasitif akim zemin akimin olugsmasina neden olan etkenlerden
biridir [21, 39].

1.4.3.2 Faradaik akim (if)

Elektrokimyasal hiicredeki ¢ozelti ve elektrotlar arasinda yiikseltgenme indirgenme
tepkimeleri olusur. Bu tepkimeleri gergeklestiren maddelere elektroaktif madde
denir. Yiikseltgenme - indirgenme tepkimeleri esnasinda elektronlarin aktarimi ile

akim iletilir. Elektrottaki tepkimeye giren miktar1 gecen akimla orantilidir.
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Genellikle 10° M ve iistinde kapasitif akim faradayik akimdan kiigiiktiir ve
calisilabilir. 10* M da kismen iyi sonug alinir. 10° M ve iizerinde kapasitif akim

faradayik akimdan ¢ok biiyiik olacag i¢in ¢alisilmaz [21, 22, 35].

Toplam akim (i)=faradaik akim (if)tkapasitif akim (ic) oldugundan kapasitif akim

azalirsa duyarlilik artar.

1.4.4 Nernst esitligi

Elektrokimyasal bir analizde elektroaktif tiiriin elektrot yiizeyindeki derisimini
bulmak i¢in elektrot potansiyellerinin kullanilmasi Nernst denklemine gore
aciklanabilir. Cozelti ve elektrot arasindaki ara yiizeyden akimin iletimi sirasinda,
elektrotlardan birinde yiikseltgenme tepkimeler olurken digerinde indirgenme

tepkimesi meydana gelir.

2,303 RT C
~=——1log2 , Cyo+ n,e Cg

_ 1]
E= E°+ = o

E® = Redoks tepkimesi i¢in standart potansiyel (volt)
R = Gaz sabiti (8,314 JK*mol™)

T = Sicaklik (°K)

n = Reaksiyonda transfer edilen elektron sayis1

F = Faraday sabiti (96487 kulon)

E® Standart elektrot potansiyelidir. Standart elektrot potansiyeli s6z konusu ¢ifte
iligkin yiikseltgen ve indirgen tiirlerin aktivitelerinin birim aktivitede oldugu
durumlardaki elektrot potansiyelidir. Tek basina bir elektrodun mutlak potansiyeli
Olclilemediginden, elektrot potansiyeli (E) ve standart elektrot potansiyeli (EO) ancak

bir karsilagtirma sistemi yaninda 6l¢iilebilir [34, 36].

1.5 Biyosensorler

Gelecegin teknolojik alt yapisini olusturan biyosensorler, elektrokimyaya DNA,
hiicre, doku, antikor, enzim gibi biyolojik maddelerin girmesiyle ortaya ¢ikmuistir.
Biyosensorler, biyokimyasal kisim ve cevirici kisim olmak iizere iki bolimden
olusur. Biyokimyasal kismi analizlenecek maddeyle etkilesime girer ve onu tanir.
Cevirici kisim ise taninan bu etkilesimi dlgiilebilir bir sinyale ¢evirir.
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[k olarak biyosensor ¢alismalar: Dr. Leland C. Clark tarafindan, 1960l yillarda,
gelistirdigi glikoz konsantrasyonunu glikoz oksidaz enzimiyle 6l¢gmeye yarayan,
karbonhidrat metabolizmasi ile ilgili hastaliklarda teshis ve tedavi yoniinden 6nemli
olan “enzim elektrodu” ile ortaya ¢ikmustir. Giliniimiizde hala, en sik kullanilan

biyosensorler glikoz analizi i¢in kullanilanlardir [40 - 44].

elektroaktif Elektrot
madde o

Yar iletken pH
PH dedisimi —m- alektroty

Swcakk . termistor

dedisimi

Isik = Foton sayac

Heghm — Pezoeeirse
dhaz

Fiziksel kisim

Sekil 1.10 Biyosensorlerin yapisi

1.5.1 Biyosensor yapisindaki biyomateryaller ve ¢evirici sistemleri

Pek ¢ok materyal biyosensor algilayict malzemesi olarak kullanilmistir (Cizelge 1.2).
Bu malzemeler metallerden yari-iletkenlere, iyonik bilesiklerden, molekiiler
kristallere, polimerlere ve enzim, antikor gibi biyolojik malzemelere kadar ¢ok genis

bir spektrum igermektedir [25, 45].
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Cizelge 1.2 Biyosensorlerde analiz edilecek madde ve cevirici kisimlari

Algilama biriminde
kullanilabilecek materyal

Cevirici Kisim

* Cesitli enzimler (Enzim
sensorleri)

* Antikorlar
(Immunosensérler)

* DNA (DNA
biyo/genosensorleri)

* Peptidler

* Elektrokimyasal (potansiyometrik,

amperometrik, voltametrik yontemlere dayali ve
alan etkili (ISFET, chem FET)

* Bitki-Hayvan hiicre veya
dokular1

(mikrobiyal sensor)

* Optik (Surface plasmon resonance, floresans,
yansima, luminesans, kirma indisi)

* Elektriksel [Yiizey etkinligi (MOS),
Elektrolit iletkenligi]

* Kiitle duyarli (piezoelektrik)
(Piezoelektrik kristallerinin rezonans
frekansi, yilizey akustik dalgalar)

* Manyetik (paramanyetik)

* Termal (Reaksiyon 1s1s1, Adsorpsiyon

151S1)

Biyosensor uygulamalari, medikal, ¢evresel, halk saglig: ve gida giivenligi alanlarim
kapsar. Medikal uygulamalar icerisinde, farmasotik ve cihaz liretimi, arastirma gibi
alanlar bulunur. Biyosensor bazli tani, hastaligin goriintiilenmesini ve erken tani ile
beraber gelismis tedaviyi saglayabilir. Cevresel uygulamalarda biyosensorler, atik

yok edilmesi gozlemlerinde kullanilir. Gida saghigir uygulamalari, gida iiretiminin

denetlenmesi, diizenleyici gozlem, gida zehirlenmesi teshisidir [43, 46 - 49].
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1.5.2 Tdeal bir biyosensériin sahip olmasi gereken ozellikler

1.5.2.1 Secimlilik

Yontemin se¢imliligi; analiti 6rnekte varligi tespit edilmis, girisim yapabilen diger
bilesenlerden farkli olarak 6lgme yetenegidir. Se¢imlilik ideal bir biyosensoriin sahip
olmasi gereken en 6nemli 6zelliklerden bir tanesidir. Se¢imlilik yeterli degilse, bunu

saglamak i¢in yontem modifikasyonuna gidilebilmektedir [50].
1.5.2.2 Kullanim 6mrii

Biyolojik ¢eviricinin aktivitesindeki azalma biyosensdrlerin kullanim Omiirlerini
kisitlayan en dnemli faktordiir. Ideal bir biyosensoriin kullanim émrii uzun olmalidr.
Biyosensor tasarimi i¢in kullanilan cihazin kalibrasyon gereksiniminin miimkiin

oldugunca az olmasi istenmektedir [42].

1.5.2.3 Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, ayn1 kisi tarafindan ayni sartlarda analizinin kisa bir zaman
zarfinda belli bir 6rnegin belli bir yontem kullanilarak yapilan bir dizi islemin,
kesinligi olarak tanimlanir. Eczacilikta, kalite kontrol analizi ig¢in bagil standart
sapmast %1’ den daha iyi olan kesinlik kolaylikla basarilabilirken, biyolojik 6rnek
icin %15’ den fazla ve diger konsantrasyon seviyelerinde %10 bagil standart sapma
ile kesinlik saglanabilir. Ideal bir biyosensor yiiksek tekrarlanabilirlige sahip
olmalidir. Fakat pratikte bu durum pek miimkiin degildir. Tekrarlanabilirlik ne kadar
iyl olursa, biyosensoriin uygulamalarmin o denli iyi oldugundan sz edilebilir.
Dolayisiyla caligmalarda tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka incelenmelidir [27,

42].
1.5.2.4 Stabilite (Kararhhk)

Stabilite, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina baglhidir. pH, 1s1,
nem, oksijen derisimi stabiliteyi etkileyen faktdrlerdir. ideal bir biyosensér stabil

olmalidir.
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1.5.2.5 Duyarhhk

Duyarlilik, test isleminin derisimindeki kii¢iik degisimleri algilama kapasitesidir.
Veya standart ¢ozeltilerden elde edilen sinyallerle ¢izilen Kalibrasyon egrisinin

egimidir. Biyosensordeki biyolojik materyelin duyarliliginin yiiksek olmasi gerekir.
1.5.2.6 Tayin simir1

Tayin siniri, analitin belirli bir gliven diizeyinde tayin edilebilecek en diisiik
derismidir. Tayin simiri, elektrot yiizeyinin biiyiikliigli, biyolojik materyelin tayin
edilecek maddeye afinitesi, elektrot yiizeyine tutturulan madde miktar1 gibi
faktorlerden etkilenir. Tasarlanan biyosensoriin olabildigince kiiciik bir tayin sinirina

sahip olmasi istenir.

1.5.2.7 Ol¢iim arahg
Biyosensorden elde edilen akim — konsantrasyon egrilerinin dogrusal olmasi ve

dogrusal oldugu derisim araliginin genis olmasi istenir.
1.5.2.8 Yamit zamam

Akim — zaman egrilerinden yanit zamani1 hakkinda bilgiler edinilebilir. Elde edilen
egrilerde basamaklarin ekli yayvan ve genigse yanit zamani yavas, tersi s6z konusu

ise yanit zamani hizlidir. Biyosensoriin yanitinin hizli olmasi gerekmektedir.
1.5.2.9 Geriye donme zamani

Amperometrik calismalarda, ilk Ornekten ne kadar siire sonra ikinci Ornegin
dlgiilebilecegi geriye donme zamani olarak ifade edilebilir. Ideal bir biyosensdriin

geriye donme zamani olabildigince hizli olmalidir.
1.5.2.10 Basitlik ve ucuzluk

Ideal bir biyosensdriin kullanimi kolay olmalidir. Tasarimi karmagik olmamal,

maliyeti miimkiin oldugunca diigiik olmalidir.
1.5.2.11 Kiigiiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik

Biyosensor  biinyesinde  bulunan materyallerin  miimkiin  oldugu kadar

kiigiiltiilebilmesi, biyosensoriin tasarimi agisindan onemlidir. Ayrica bilinyesindeki
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biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligy, sterilizasyon agisindan &nemlidir. ideal bir

biyosensor kiiciiltiilebilir ve sterilize edilebilir 6zelliklere sahip olmalidir [27].

1.5.3 Niikleik asitler

Biitiin canli hiicrelerde ve viriisler de bulunan, yonetici bilgileri barindiran, genetik
kodlarmm  bulundugu, nesillerce aktarilan niikleotitlerden meydana gelmis
polimerlesmis organik molekiillerdir. DNA (deoksiriboniikleik asit) ve RNA
(riboniikleik asit) olarak islevine gore iki gesittir [51].

—» Riboz (RNAdZ)

—» Sekerler

L_» Deoksiriboz (DNA da)

%ﬁf%ﬁrﬁﬁ —» Nikleotidler

e Fosfat — Fosforik Asit (DNA wve BNAdE)

Adenin
Fosfat )
Seker ©rganik Baz —» Flrinler [ (DNA ve RNAda)

) Guanin
Bir Niklectidin Yapisi (DNA ve RNAda)

e Bazlgr

Sitnzin
(DNA ve RNAda)

L Frimidirler Timin (DNA da)

Urasil (RNA da)

Sekil 1.11 Niikleik asitlerin yapisi

Niikleik asitler niikleotitlerden meydana gelir (Sekil 1.11). Bir niikleotidde seker
gurubu, piirin bazi ya da pirimidin bazi ve fostat gurubu vardir. Yapisindaki sekere

ve niikleotidine gore DNA ya da RNA olarak farklilasirlar.

DNA’nin yapisinda deoksiriboz sekeri, RNA’ nin yapisinda riboz sekeri bulunur.
DNA’nin yapisinda adenin, timin, sitozin ve guanin bulunur. Yani DNA’daki timin
yerine RNA’da urasil baz1 girmektedir. DNA hemen hemen her zaman ¢ift sarmal
yapida bulunur. Istisna olarak bazi viriislerdeki DNA tek sarmallidir. RNA’lar hemen
hemen her zaman tek zincir halinde bulunurlar. Nadir hallerde 6rnegin; tRNA

yapisinda kismi ¢ift sarmal yap1 meydana getirirler. DNA her zaman kalitsal 6zelligi
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tagtyan molekiil olarak 6dev yapmaktadir. RNA’lar ¢ogu zaman yapisal odev
yapmakta veya protein sentezinde genetik bilginin DNA’dan proteine aktarilmasinda
araci rolli tagiyan bir molekiil olarak hareket etmektedir. DNA’ larda adeninin sayisi
timine, guaninin sayisi ise sitozine esittir(Sekil 1.12). RNA’ daki bazlar arasinda

boyle bir oran s6z konusu degildir [51 - 53].

Deoksiribonukleotitlerin polimerize olmasiyla DNA ve ribonukleotitlerin polimerize
olmasiyla da RNA meydana gelmektedir. Bir nukleotitteki sekerin 5° — karbonuna
bagh fosfat grubunun hidroksili ile diger nukleotitteki sekerin 3’ — hidroksil grubu
arasinda bir fosfodiester bagi olusur. Boylece bir seker ile bir fosfatin tekrarli bir
sekilde devam etmesi ve arada fosfodiester baginin bulunmasi ile nukleik asitlerin
ana omurgast meydana gelmektedir. DNA ve RNA arasinda bir seker ve baz
farklilig1 bir yana birakilacak olursa her iki molekiiliin bir ¢ok 6zellikleri birbirine
benzemektedir. Gerek DNA da gereckse RNA’da nukleotitler fosfodiester bagi ile
birbirine baglanarak polinukleotitler meydana gelmektedir [53].
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Sekil 1.12 Piirin ve pirimidin bazlarinin DNA ve RNA’daki dizilimi

1.5.4 DNA biyosensorleri

Analiz edilecek maddeyi taniyacak sensér olarak DNA’nin  kullanildigi
biyosensorlerdir. Dizisi bilinen DNA biyonsensorlerinin hibridizasyon olaylarinin
incelenmesine baglidir. Genetiksel ya da bulasic1 hastaliklarin tayininde, DNA da
meydan gelen mutasyon analizlerinde, DNA’y1 hedefleyen ilaglarin etkinliklerinin
Ol¢iimiinde, DNA’ya karismis toksit maddelerin tayininde, genetigi degistirilmis
organizmalarin (GDO) tayini gibi bircok molekiiler biyoloji, biyoteknoloji alanina

151k tutmakta ve gelecege yon vermektedir [42, 43, 54 - 56].

Hem maliyet agisindan hem de siire olarak genis kapsamli genetik testlere gore
ekonomik ve gilivenilirdir. DNA hibridizasyonuna bagli olarak gergeklestirilir.

Ozellikle son 10 yil igerisinde bu alandaki ¢alismalar hiz kazanmistir. Giiniimiize
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kadar yapilmis DNA biyosensorii ¢aligmalarinda yer alan algilama metodlar1 temel

olarak 5 grupta toplanabilir:
1. Isaretli sentetik hedef dizi kullanim1
2. Isaretli sinyal probu varliginda sandvig hibridizasyon teknigi kullanim1

3. Mediyatdr/interkalator maddenin tek sarmal ve ¢ift sarmal DNA’ya olan

farkli ilgisi tizerinden
4. Mevcut yiizey 6zelliklerinin degismesi lizerinden

5. DNA bazlarinin elektroaktiflik 6zelliklerinin kullanimi [33, 34, 42, 43].

Calismaya, ilk olarak bakteri, viriis veya insan DNA’sinda, aranilan 6zellige ait ve
genom calismalariyla dizisi belirlenmis kisa bir DNA pargasinin (oligoniikleotit)
hibridizasyon i¢in gerekli ilk zinciri olusturmasi i¢in secilmesi (bu zincire prob adi
verilmektedir) ile baslanir. Orneklerden cesitli ydntemlerle izole edilen ve polimeraz
zincir reaksiyonuyla ¢ogaltilan ¢ift sarmal DNA, yiiksek 1s1 uygulanmasi gibi ¢esitli
yontemlerle tek sarmal DNA haline getirilir (denatiirasyon). Bu sekilde tek sarmal
hale getirilen hedef zincir ile prob, eger birbirlerinin tam karsiligi olan baz dizilimi
iceriyorlarsa birleserek cift sarmal olusturmaktadirlar. Olusan ¢ift sarmal DNA’ya

hibrit, olaya ise hibridizasyon denilmektedir [33, 34, 51, 53].

Ozetlenecek olursa, DNA’ya 6zgii en az iki prob dizisi belirlenir. Bu problarin
derisim optimizasyonu saglanir. Uygun derisim altinda en yiiksek elektriksel sinyal
almak hedeflenir. Probun tek sarmal oligoniikleotid olmasi siireci daha da
kolaylastirir. Daha sonra probun eslenigi olan hedef ile hibridizasyonu siirecidir.
Daha sonra bir niikleotidi degistirilmis dizi ile hibridazyonu yapilir. Son olarak higbir

niikleotidi eslesmeyen bir dizi ile hibridizasyonu 0l¢iilerek siirece yon verilir.
Tipik bir elektrokimyasal DNA biyosensoriiniin ii¢ agamada tasarimi yapilir:
1- Prob tutturulmasi (immobilizasyon)
2- Hedef dizi ile hibridizasyon

3- lIsaretlemeye dayali veya isaretlemesiz tekniklerin kullanimiyla tayinin

yapilmasi.
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Oligoniikleotid: Birden fazla baz yan yana geldiginde oligoniikleotidleri olusturur.
Diniikleotidler; iki bazin yanyana gelmesiyle, Triniikleotidler; {i¢ bazin yanyana
gelmesiyle olusur.  Tekrarlayan oligoniikleotidler: Polintikleotid yapis1 iginde
tekrarlayan tek, tekrarlayan iki veya ii¢ bazi ifade eder. Oregin, poly (A),
diniikleotid'e poly (AT), triniikleotid'e poly (GAT) 6rnek verilebilir.

Baz cifti: Birbirinin karsiligi olan (birbiriyle baglanan) iki bazi1 ifade eder ve

gosterilirken nokta ile ayrilir. Ornegin, A.T veya G.C baz ciftleri gibi.

Prob: Baz dizisi belirli olan ve genellikle hibridizasyonun tanisi i¢in sentezletilen

oligoniikleotid.

Hedef dizi (Target) : Prob dizisinin karsiligini igeren sentetik oligoniikleotid,

klonlanmig DNA pargasi, PCR’1 yapilmus iiriin veya tiim DNA’y1 ifade eder.

Yanhs eslesen dizi (Mismatch) : Bir veya birden fazla bazi hedef diziden farkli olan

ve dolayisiyla yanlis eslesen oligoniikleotid, klon veya PCR iiriinti.

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

sahip diziyi igeren oligoniikleotid klon veya PCR {iriinii [51, 53].

1.5.5 DNA biyosensdérlerinde prob tutturma yontemleri

1.5.5.1 Adsorbsiyon yoluyla
Belirlenmis kisa DNA dizisi (prob) igeren analit ¢ozeltinin elektroda temasi ile
yilizeye tutunlmasidir (immubolizasyon). En basit yontemdir. Biyosensor hazirlama

stiresi kisadir ve maliyeti diisiik oldugu igin ekonomiktir [45].

1.5.5.2 Elektrostatik yolla Tutturulmasi
Elektrot yiizeyine pozitif potansiyel uygulanarak, eksi yiikli olan fosfat omurgali

DNA’nin elektriksel ¢ekim ile elektrot ylizeyine paralel olarak tutunmasi saglanir
[57, 58].

1.5.5.3 Kovalent baglanma ile prob tutturulmasi
DNA dizilerinin elektrot yiizeyine kovalent olarak tutturulmasinda karbodiimit ve
silan kimyas1 kullanilmaktadir. Karbon elektrot ylizeyine kovalent yolla prob

baglanmasi, kovalent baglama kimyasallar1 ile yapilan veya elektrot 6n hazirlik
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isleminden sonra kovalent ajanlarla yiizeye amino grubu isaretli probun giiclii bir

sekilde baglanmast ile yapilir [34, 59].

1.6 Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi farkli aragtirma alanlarinda genis dlgiide
kullanilan degerli bir tekniktir. Metot, potansiyel ya da akimin kiigiik bir uyarmanin
uygulanmasini igerir. Bu uyarma tekli bir siniis dalgas1 veya iist iiste eklenmis farkli
frekanslardaki ¢ok sayida siniis dalgasidir. Uygulanan uyarmadan ve bunun 6l¢iilmiis
yanitindan, empedansin biiyiikliigli ve faz kaymasi belirlenir. Bu teknik spektroskopi
olarak adlandirildigindan, parametreler uygulanan uyarma frekansinin bir fonksiyonu

olarak ol¢iiliir [60].

Elektriksel direng; bir devre elemaninin, elektriksel akim dongiisiine karsi direnme
yetenegidir. Direng, potansiyel (E) ve akim (I) arasindaki orantiya dayanarak Ohm
kurallar1 tarafindan belirlenir. Buradan yola ¢ikilarak oldukg¢a iyi bilinen agagidaki

bagint1 yazilabilir;
R(Ohm)=E(Volt)/I(Amper)

Ancak bu bagintinin kullanimi ideal rezistdr olarak adlandirilan sadece bir devre
eleman: ile sinirlandirilir. Ideal bir rezistér birtakim sadelestirici 6zellikler (Ohm
Kanunlar1) tarafindan sinirlandirilmistir.  Bunlar; tim akim ve potansiyel
diizeylerinde Ohm kurallarina baglh kalir, rezistansi, frekanstan bagimsizdir ve bir

rezistore bagli AC akim ve voltaj sinyalleri birbirleriyle es evrelidir.

Gergek hayatta devre elemanlar1 ¢ok daha kompleks davraniglar sergilerler. Bu
elemanlar bizi rezistansin basit konseptini terk etmek durumunda birakirlar. Iste bu
noktada rezistans yerine daha genel bir devre parametresi olan empedans
kullanilmaktadir. Empedansta rezistans gibi bir devre elemaninin, elektriksel akim
deveranina karsi diren¢ gdsterme yeteneginin dlglisiidiir. Rezistanstan farkli olarak

bitakim sadelestirici 6zellikler tarafindan sinirlandirilmamaktadir.

Elektrokimyasal empedans genellikle elektrokimyasal hiicreye bir AC potansiyelin
uygulanmasiyla ol¢iiliir. Bu islemde hiicre icerisindeki akim Ol¢iilmektedir. Bir
siniizoidal potansiyel sarsimi uygulanir ve bu potansiyele kars1 alinan yanit uyarma

frekansiyla bunun oranlarini iceren bir AC akim sinyalidir. Bu akim sinyali,
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siniizoidal fonksiyonlarin bir toplami olarak analiz edilebilir. Elektrokimyasal
empedans normalde kii¢iik bir uyarma sinyali kullanilarak o6l¢iiliir. Bunun nedeni
lineer bir hiicre yanit1 elde etmektir ve sistemden elde edilen hiicre yaniti psddo-
lineerdir. Lineer bir sistemde bir siniizoidal potansiyele karsilik olan akim yaniti,

ayni frekansta bir siniizoit olacaktir ancak bir faz kaymasi meydana gelecektir.

.

NS

AN

1 Igaz Kaymasi

Sekil 1.13 Linear bir sistemde siniizoyidal akim yanit1

Ohm kanuna paralel olan bir ifade sistem empedansinin su sekilde hesaplanmasina

olanak saglar;
/= E(t)/ I (t)

Burada; Z empedans degeri, E(t) kii¢iik uyarma sinyali (zamanin bir fonksiyonu

olarak), I(t) yanit sinyali (zamanin bir fonksiyonu olarak) olarak ifade edilmektedir.

Calismalarimizda kullanilan empedans diyagrami bir gergek bir de hayali kisimdan
olugmaktadir. X ekseninde gercek, y ekseninde ise hayali kismin yer aldig1 ve sinyal
yanitlarinin bu sekilde ¢izildigi diyagramlardan bir Nyquist egrisi elde edilmektedir.
Bu diyagramda y ekseninin negatif oldugu ve Nyquist egrisindeki her bir noktanin
farkli bir frekanstaki empedans degeri oldugu g6z oniinde bulundurulmalidir.
Nyquist egrisinde empedans mesafenin (uzunlugun) bir vektorii olarak sunulabilir
IZ1. Bu vektor ile x ekseni arasindaki ac1 frekansi (f-Hertz) verir. Nyquist egrilerinde
diyagram tizerindeki veri noktalara bakildiginda, o noktayr kaydetmek i¢in hangi

frekans degerinin kullamldig1 konusunda bir sey sdylemek miimkiin degildir. Ol¢iim
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sonucunda elde edilen sinyale ait sayisal analiz uydurma ve simiilasyon secenegi

kullanilarak okunabilir degerler elde edilir.

F N

-Im Z.

b

0 Real Z,

Sekil 1.14 Empedans vektoriiniin belirtildigi nyquist egrisi

Sekil 1.14’de yer alan Nyquist egrisi Sekil 1.15°de gosterilen elektriksel devreden
cikartilir. Yarim daire tek bir zaman sabitinin karakteristigidir. Elektrokimyasal
empedans ¢izimleri birka¢ tane zaman sabiti igerirler ve buna bagli olarak olusan

yarim dairelerden yalnizca bir parcasi diyagram tizerinde goriilebilir.

C

———)—

R,

Sekil 1.15 Tek zaman sabitli basit denklik devresi

Bir EIS spektrumunun &lgiilmesi genellikle cok uzun zaman alir. Olgiilmekte olan
sistem, EIS spektrumunun 6lgiilmesi i¢in gereken siire boyunca sabit bir konumda
olmalidir. Pratikte sabit bir konum yakalamak zordur ¢iinkii ¢ozeltideki safsizliklarin
adsorbsiyonuyla, oksit tabakanin olusumuyla, ¢ozeltide reaksiyona bagl tiriinlerin
olusumuyla, yiizey kaplamasinin asinmasiyla, 1s1 degisiklikleriyle ve benzeri bir
takim nedenlerle elektrokimyasal hiicrede degisiklikler meydana gelebilir. Standart

EIS analiz cihazlar1 sabit konumlu olmayan bir sistem i¢in olduk¢a hatali sonuglar
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verebilir. Bu metotta elde edilen veriler farkli alanlarda sunulabilir. EIS’de bu
alanlardan zaman ve frekans alanlar1 olmak uzere ikisi kullanilmaktadir. Zaman
alaninda sinyaller zamana karsi genlik sinyali olarak sunulur. Digerinde ise veri

frekansa kars1 akim alani olarak gosterilir [2, 61].

1.7 Calismanin Amaci

Biyosensorler, optik (fiber optik aygitlar), elektro-optik (akustik dalga), akustik-kiitle
veya elektrokimyasal (potansiyometrik, amperometrik) modlarda
gelistirilebilmektedir. Elektrokimyasal biyosensor sistemlerinin diger sistemlere gore
basit, ekonomik, kolay kullanima sahip ve bir¢ok yeni tiiriin analizi i¢in iimit verici
olmasi bu sensdr sistemlerine olan ilgiyi artirmistir. Saglanan bilimsel ve teknik
ilerlemeler, elektrokimyasal biyosensor teknolojisinde 6nemli gelismelere yol agarak
bu sensorlerin birgok alanda yaygin olarak kullanilmasina neden olmustur.
Amonyak, glikoz, DNA, iire ve kreatinin gibi biyosensorler, ¢evre ve biyolojik

orneklerde rutin olarak kullanilan biyosensdrlere 6rnek olarak verilebilir.

Bu bilgiler 1s1ginda arastirmanin amaci, genis bir konak¢i grubunda bulunan ve
yasadig1 konakgilarda 6zellikle de insanlarda ciddi enfeksiyonlar meydana getiren A.
phagocytophilum “un segimli DNA hibridizasyonunun voltametrik yontemle tayin
edildigi tek kullamimlik elektrokimyasal DNA biyosensorii  gelistirilmesine
yoneliktir. S6z konusu biyosensor tasarimiyla, inozin modifiye (guanin icermeyen)
probun kalem grafit elektroda (PGE) immobilize edilmesi ve diferansiyel puls
voltametrisi (DPV) ile guanin yiikseltgenme sinyalinin Olgiilerek, dubleks
olusumunun saglanmasi ve A. phagocytophilum segimli DNA hibridizasyonunun

tayini yapilacaktir..

A. phagocytophilum temsil eden prob dizisi, aktive edilmis kalem grafit elektrot
(PGE) yiizeyine yas adsorbsiyon yontemi ile immobilize edilecek ve daha sonra prob
ve hedefi arasindaki hibridizasyonun varligi 1000 mV’da gdzlenen guanin
yiikseltgenme sinyali ile tespit edilecektir. Niikleik asit tanima yontemlerine dayanan
bu elektrokimyasal PGE-DNA biyosensorii, kalitsal ve enfeksiyon hastaliklarin
tanisinda bilinen rutin analiz yontemlerine gore alternatif olarak daha hizli, ucuz ve

kolay bir yontem olacaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Kullanilan Cihazlar
Olgiimler ve deneyler sirasinda kullanilan tiim cihaz, donanim ve yazilimlar

sunlardir;
* Duyarli Terazi (Presica XB 220A)
» Ses titresimli temizleyici (Bandelin Sonorex)
*  pH-metre (WTW Inolab pH 720)
* Manyetik karistirici ( Elektro-mag ve ARE 2-Velp )

* Potansiyostat; p-AUTOLAB type III (GPES ve FRA Modiilleri — Eco
Chemie, Hollanda)

* Ag/AgCI referans elektrot
» Platin tel (Yardimci elektrot olarak kullanildr)
* Manyetik karistirici (AGE Velp)
2.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler
* Sodyum Hidroksit (NaOH) (Merck)
* Di potasyum mono hidrojen fosfat (K;HPO,4) (Merck)
« Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,4) (Merck)
« Tris hidroklorik asit (Trizma-HCI) (Sigma)
* Sodyum kloriir (NaCl) (Sigma)
» tri — Sodyum sitrat dihidrat (Merck)
* EDTA (Merck)
* Asetik Asit %100 (Merck)

* Trizma Hidrokloriir (Sigma)
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Tim c¢aligmalarda Mili Q distile su (18 Mega — ohm’luk) ve analitik saflikta
kimyasal reaktifler kullanildi. Deneysel ¢alimalar oda sicakliginda (25,0 + 0,5) °C’
de gerceklestirildi.

2.3 Kullanilan DNA Dizileri

Calismada kullanilan Anaplasma phagocytophilum’a ait tiim sentetik diziler

liyofilize toz halinde Giirbiiz Medikal - Sivas’tan saglandi.

Prop NH2(CH2)s 5’-TGACGGTACCTACAGAAGAAGTCCC -3’

I-Prop NH2(CH2)s 5’-TIACIITACCTACAIAAIAAITCCC -3’

Hedef 5’-GGGACTTCTTCTGTAGGTACCGTCA-3’
MM 5’-GGGACTTCTTCTATAGGTACCGTCA-3
NC 5’-TTCGGCAAGCGGTCGTTCCGAAAAG-3’

2.4 Kullanilan Sentetik Probtan ve Hedef Dizilerden Stok Cozeltinin Hazirlanisi
Liyofilize DNA oligoniileotidlerin stok ¢ozeltileri, derisimleri 1000 pg/mL olacak
sekilde 10 mmol/LL Tris-HCI ve 1 mmol/L EDTA igeren TrisEDTA (TE) tampon
cozeltisi (voltametrik teknik i¢in pH 8.0, impedimetrik teknik i¢in pH 7,4) ile
hazirlandi. 1000 pg/mL derisimine sahip stok DNA c¢ozeltileri, -20 °C’de sterilize
DNA tiipleri i¢inde stok olarak saklanmistir.

Problar asetik asit tampon ¢ozeltisinde (ABS pH 4,8), hedefler ise fosfat tampon
cozeltisinde (PBS pH 7,4) seyreltilerek ¢alisilmustir.

2.5 Kullanilan tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

2.5.1 0,05 M fosfat tampon ¢ozeltinin hazirlamis1 (PBS, pH 7,4)
Olgiimler sirasinda kullanilan 0,05 M fosfat tampon ¢dzeltisi litresinde 1,36 g (0,01
mol) KH,PO, ve 6,96 g (0,04 mol) K;HPO, igermektedir. Hazirlanan tampon
cozeltisinin pH degeri yaklasik 7,4 olmaktadir. Gerekli oldugu yerde pH, 0,1 N
NaOH ve / veya 0,1 N HCl ilavesiyle pH metre ile 7,4’e ayarlandi.
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2.5.2 0,50 M asetat tampon ¢ozeltinin hazirlamis1 (ABS, pH 4,8)

Kullanilan 0,50 M asetat tampon ¢ozeltisi litresinde 0,2722 g (0,002 mol) sodyum
asetat trihidrat ve 0,1154 mL asetik asit i¢cermektedir. Cozeltinin pH'sinin 4,8
degerine ayarlanmasi, 0,1 N NaOH ve / veya 0,1 N HCI ilavesiyle, pH metre ile
Olciilerek gergeklestirildi.

2.5.3 0,02 M Tris / HCI tampon ¢ozeltisinin hazirlanmis1 (pH 7.0)
Kullanilan 0,02 M Tris HCl tampon ¢ozeltisi litresinde 3,152 g Tris HCI
icermektedir. Cozeltinin pH'sinin 7,0 degerine ayarlanmasi, 0,1 N NaOH ve / veya

0,1 N HCl ilavesiyle, pH metre ile 6lciilerek gergeklestirilir.

2.5.4 0,01 M Tris HCI, 1 mM EDTA tampon ¢ozeltisinin hazirlams:1 (pH 8.0)
Kullanilan 0.01 M Tris HCI, 1 mM EDTA tampon ¢6zeltisi litresinde 1,576 g Trizma
HCI ve 0,372 g EDTA igermektedir. Cozeltinin pH'sinin 8,0 degerine ayarlanmasi,
0,1 N NaOH ve / veya 0,1 N HCl ilavesiyle, pH metre ile olgiilerek gergeklestirilir.

2.6 Yapilan Optimizasyonlar
Diferansiyel Puls Voltametri (DPV) teknigi kullanilarak elektrokimyasal yoldan

saptanmistir.
e FElektrot ylizeyinin aktive edilmesi, 1 dakika

e Elektrot yiizeyine optimum derisimdeki probun adsorbe oldugu derigimin

bulunmasi, 25 pg/mL
e Prob adsorbasyon optimum siire ¢aligmasi, 6 dakika
e Hibridizasyon i¢in uygun hedef derisimi, 40 pg/mL
e Hedef ile hibridizasyon siiresi, 10 dakika
e NC ve MM ile yapilan Ol¢limler, (hedef ile esit derisimde ve siirede)
e Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi Deneyleri (Empedimetrik Olgiim)

e ABS ve PBS tampon ¢ozeltilerinin pH’s1 degistirilerek yapilan ¢alismalar
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Calismada kullanilan kalem ucu elektrot, Tombo marka kalem uglarinin 3 cm
boyunda kesilmesiyle hazirlandi. Kesilen kismin 1,5 cm’si kalem igerisinde kalacak

sekilde yerlestirildi.

3 cm 3 cm

LY_J’

1l cm

Sekil 2.1 PGE'in Hazirlanmasi

2.6.1 Elektrot yiizeyinin aktive edilmesi

Kalem grafit elektrotlar 6cm olan Tombo hb kalem uglarmin steril bir ortamda 3’er
cm’lik olarak kesilmesi ile kullanima hazir hale getirildi. lcm’si tampon ¢ozeltide
olacak sekilde tUglii elektrot sistemine yerlestirildi. Elektrot yiizeyi, 0,50 M asetat
tampon ¢ozeltisi iginde (pH 4,8) potansiyostat cihazt [p-AUTOLAB Il (Eco
Chemie, Hollanda)] kullanilarak +1,40 V gerilim 60 saniye siireyle aktive edildi.

Calismanin her asamasinda bu yontem tekrarlandi.

2.6.2 Elektrot yiizeyine DNA probunun tutturulmasimin guanin yiikseltgenme
sinyaline bagh olarak tayini

PGE’nin aktif edilmesi: PGE yiizeyi, 0,50 M asetat tampon ¢6zeltisi iginde (pH 4,8)

+1,40 V uygulanarak 60 saniye siireyle karigsmayan ortamda aktive edildi.

PGE yiizeyine Anaplasma probunun immibolizasyonu tayini: 1000 ug/mL olan
stok Anaplasma prob ¢ozeltisinden ABS ile seyreltme yapilarak 5 pg/mL, 10 pg/mL,
15 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL, 30 pg/mL ve 35 pg/mL olacak sekilde deney
¢ozeltileri hazirlanmistir. 10 dakika sabit siirede dsDNA aktive edilmis PGE
yiizeyine immobilizasyonu saglanmistir. PGE’ler, farkli derisimlerde hazirlanan

DNA prob cozeltilerinde 10 dakika bekletildi.
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Anaplasma probunun optimum immobilizasyon siiresi sabit derisimde farkli
zamanlarda PGE yiizeyine adsorbsiyon ¢alisildi. Anaplasma dsDNA probunun aktive
edilmis PGE ylizeyine adsorbe oldugu en uygun siirenin belirlenmesi i¢in PGE’ler 25
ug/mL sabit derisimde hazirlanan prob ¢ozeltilerinde farkli zamanlarda (2-3-4-5-6-8-
10 dk) bekletildi ve optimum siire tayin edildi.

Yikama: Ol¢me isleminden dnce 10 saniye siire ile ABS tamponu ile yikand1 ve bu

islem her 6l¢iim Oncesi tekrar edildi.

Olciim: ABS (pH=4,8) ile dolu elektrostatik hiicre igerisinde, +0,75 V ile + 1,40 V
arasinda 15 mV/s tarama hiziyla 50 mV’luk puls genliginde tarama yapilarak ol¢iim
alindi. Her bir derisim i¢in dlgtimler en az dort kez tekrarlandi. Guanin yiikseltgenme

sinyalleri incelendi.

2.6.3 Hibridizasyon ¢alismasi
PGE’nin aktif edilmesi: PGE yiizeyi, 0,50 M asetat tampon ¢ozeltisi iginde (pH 4,8)

+1,40 V uygulanarak 60 saniye siireyle karigmayan ortamda aktive edildi.

PGE yiizeyine prob immibolizasyonu: 25 pg/mL inozinli prob 6 dakika Anaplasma
DNA ¢ozeltisinde bekletilerek aktive edilmis PGE yiizeyine immobilize edildi.

Hibridizasyon: Tris-EDTA tamponu ile hazirlanan 1000 pg/mL’lik stok hedef
¢ozeltisinden 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 ve 45 pg/mL olacak sekilde PBS ile
seyreltilen deney cozeltileri hazirlandi. PGE ylizeylerine inozinli prob tutturulmus

elektrotlar ile hedef dizinler 10 dakika sabit siirede hibritlesmeye tabi tutuldu.

Hibritlesmenin en uygun derisimi 40 pg/mL olarak bulunduktan sonra optimum siire

calismasi i¢in farkl hibritlesme (2, 4, 6, 8, 10, 12 ve 14 dakika) siireleri ¢aligildi.

Yikama: Hibritlesme sonrasinda PGE’ler 10 saniye siire ile PBS tamponu igerisinde

yikandi ve bu islem her dl¢lim 6ncesi tekrar edildi.

Olgiim: +0,75 V ile + 1,40 V arasinda 50 mV/s tarama hiziyla tarama yapilarak
Olctim alindi. Guanin yiikseltgenme sinyalleri iizerinden Ol¢iim alindi. Her bir

derisim i¢in Sl¢iimler en az dort kez tekrarland1 (ABS pH 4,8)
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2.6.4 Hedef diziden tamamen farkh bir dizinin (NC) ve hedef diziden bir bazn
farkh olan dizinin (MM) hibritlesmesinin incelenmesi (se¢imlilik ¢calismasi)

PGE’nin aktife edilmesi: PGE yiizeyi, 0,50 M asetat tampon ¢ozeltisi iginde (pH
4,8) +1,40 V uygulanarak 60 saniye siireyle karismayan ortamda aktive edildi.

Hibridizasyon: Hedef dizin ile aymi siirede ve esit derisimdeki, hedef baz
diziliminden bir bazi farkli olan (uyumlu olmayan) ve hedef baz diziliminden
tamamen farkli siralamaya sahip bir baz (tamamlayici olmayan) dizisi ile prob
immobilize edilmis PGE’lerin hibritlesmesi saglandi.

Yikama: Hibritlesme sonrasinda PGE’ler 10 saniye siire ile PBS tamponu igerisinde
yikandi ve bu iglem her 6l¢lim 6ncesi tekrar edildi.

Olgiim: +0,75 V ile + 1,40 V / arasinda 50 mV/s tarama hiziyla tarama yapilarak
Olciim alindi. Guanin ylikseltgenme sinyalleri lizerinden Ol¢iim alindi. Her bir
derigim i¢in Slglimler en az dort kez tekrarlandi.

2.6.5 Elektrokimyasal impedans spektroskopi deneyleri

164,5 mg KsFe(CN)g, 208,13 mg K4Fe(CN)g.3H,0 ve 1,49 g KCl tartilip hacmi saf
su ile 200 mL’ye tamamlanarak empedimetrik Olglimler igin redoks ¢dozelti
hazirlandi. Ucglii elektrot sisteminde p-AUTOLAB 111 (Eco Chemie, Hollanda) FRA
(Frekans Analyzer) sistemi kullanilarak empedans 6lgtimleri alindi.

2.6.6 DNA immibolizasyonuna pH etkisinin incelenmesi

PGE’nin Aktif Edilmesi: PGE yiizeyi, 0,50 M asetat tampon ¢ozeltisi i¢inde (pH
4,8) +1,40 V uygulanarak 1 dakika siireyle karismasiz ortamda aktive edildi.

PGE yiizeyine prob immibolizasyonu: 25 pg/mL prob 10 dakika Anaplasma DNA
cozeltisinde bekletilerek aktive edilmis PGE yiizeyine immobilize edildi.

Yikama: Ol¢me isleminden &nce 10 saniye siire ile ABS tamponu ile yikandi ve bu

islem her 6l¢iim Oncesi tekrar edildi.
Olciim: Farkli pH’lardaki (pH 4,8 pH 3,8 ve pH 5,8) ABS ve PSB (pH 7,4) ile dolu
elektrostatik hiicre igerisinde, +0,75 V ile + 1,40 V arasinda 50 mV/s tarama hiziyla

tarama yapilarak Ol¢iim alindi. Her bir derisim i¢in Ol¢limler en az dort kez

tekrarlandi. Guanin yiikseltgenme sinyalleri incelendi

34



3. BULGULAR

3.1 Anaplasma phagocytophilum Probunun Elektrot  Yiizeyine
Immibolizasyonunun Guanin Yiikseltgenme Sinyaline Bagh Olarak Tayini

Ik olarak Anaplasma phagocytophilum’un tek sarmal gen dizilimini temsil eden
DNA probunun PGE yiizeyine 10 dakika sabit siirede immobilizasyonu sonucunda
Guanin bazinin verdigi pik akimlarinin en yiiksek degerlerinin 25 pg/mL de oldugu
goriilmiistir (Sekil 3.1).
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'?' 4
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35"
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Sekil 3.1 Anaplasma phagocytophilum’u temsil eden DNA probunun
immobilizasyonu i¢in derisim optimizasyonu (10 dakika sabit siirede)
PGE ylizeyine immobilize edilecek DNA probunun sabit siirede optimum derigimi
tayin edildikten sonra bu derisimde immobilizasyonun en iyi sekilde
gerceklesebilmesi icin PGE’nin DNA ¢ozeltisi i¢inde tutulmast gereken optimum
stire de tespit edildi. Sekil 3.2°den de goriildiigii gibi sabit derisimde immobilizasyon

stiresinin optimum 6 dakika olduguna karar verilmistir.
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Sekil 3.2 Anaplasma phagocytophilum’n temsil eden DNA  probunun
immobilizasyonu i¢in siire optimizasyonu (25 pg/mL sabit derisimde)
tayini

Bu deneyler sonucunda Anaplasma phagocytophilum’u temsil eden DNA probunun

immobilizasyonu i¢in optimum prop derisimi 25 pg/mL ve optimum immobilizasyon

siiresi 6 dakika olarak tayin edilmistir.

3.2 Anaplasma Phagocytophilum’u Temsil Eden Tek Sarmal DNA Probunun
Hedef Eslenigi ile Hibridizasyonu i¢in Siire ve Derisim Kosullarinin Cahsilmasi

Anaplasma phagocytophilum’u temsil eden tek sarmal DNA probunun hedef eslenigi
ile hibridizasyon sartlarinin belirlenmesi i¢in 6nce 10 dakika sabit siirede farkli
derigimlerdeki hedef proplar kullanilmistir. Bunun i¢in ilk dnce aktive edilmis PGE
yiizeyine, immobilizasyon kosullar1 daha onceden belirlenmis (25 pg/mL prob
derisimi ve 6 dakika tutturtma siiresi), inozin modifiye DNA probu adsorbe edilmis
ve uygun hedef derisimin hangisi olduguna, hibridizasyondan sonra Guanin

yiikseltgenme akimlari incelenerek karar verilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Hibridizasyon 6ncesi (b) ve sonrasi (a) guanin pik akimlar1 [10]

Inozinli DNA probu (baz diziliminde guanin yerine muadili olan inozin igeren prop)
hibridizasyondan Once alinan 6l¢iimlerde hi¢ sinyal vermezken, hibridizasyondan
sonra sitozinlere 3 H bagi ile baglanan hedefteki Guanin bazinin derisimine bagli
olarak pik akimlari ortaya ¢ikmaktadir. Sekil 3.4’ten de goriildiigii gibi en yiiksek pik
akimi 40 pg/mL hedef derisiminde gézlenmistir.
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Sekil 3.4 Hibridizasyon i¢in optimum hedef derigimi tayini

Anaplasma phagocytophilum’u temsil eden DNA probunun hedef prop ile
hibridizasyonu i¢in optimum hedef derisimi 40 pg/mL olarak tayin edildikten sonra

bu derisimde hazirlanan hedef DNA probu iceren c¢ozeltiye, inozin modifiye DNA
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probu immobilize edilmis aktif PGE’ler daldirilarak degisen siirelerde bekletilmis ve
aynt sekilde hibridizasyondan sonra gozlenen Guanin yiikseltgenme akimlarinin
degerlerine bakilarak hibridizasyon siiresi optimize edilmistir. Sekil 3.5’ten de
goruldiigli gibi en yiliksek pik akimlar1 10 dakikalik hibridizasyon siiresinde elde

edilmistir.
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Sekil 3.5 Optimum hibridizasyon siiresi tayini

3.3 Anaplasma phagocytophilum’a duyarhh DNA Sensorii i¢cin Secimlilik
Calisilmasi

Uygun hibridizasyon siiresinin ve uygun hedef derisiminin saptanmasinda prob ve
ilgili hedefi arasindaki etkilesimin yani sira dizilimi hedef diziden bir baz farkli
(mismatch, MM) ve tamamen farkli (noncomplementary, NC) olan hedef diziler
kullanilarak, bunlarin aktive edilmis PGE ylizeyine immobilize edilen DNA probu ile
hibridizasyonlar1 incelenerek secimlilik ¢alismasi yapilmistir. Tiim hedef dizilerin
hibridizasyon sonrasi olusturduklart Guanin pik akimlar1 incelendiginde en yiiksek
akimin probun tam karsilig1 olan hedef diziden, daha sonra bir bazi farkli olan (MM)
dizi ve en diisiik pik akiminin da tiim bazlar farkli olan (NC) diziden elde edildigi
gozlenmistir (Sekil 3.6 )
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Hedef MM NC

Sekil 3.6 Sabit derisimde (40 pg/mL) hedef, bir baz farkli (MM) ve hedeften
tamamen farkli (NC) baz dizilimi ile hibritlesme sonrasi guanin
akimlar1

3.4 Hedef Dizi Konsantrasyonundaki Degisimin Hibridizasyon Yanitina EtKisi
Hibridizasyon derisiminin 0,65 — 5,20 uM arasinda degistirilmesi ile hedef DNA

konsantrasyon degisiminin yanita olan etkisi incelenmistir. Elde edile veriler ile

kalibrasyon egrisi Sekil 3.7°de gosterilmistir.
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Sekil 3.7 Hedef DNA konsantrasyon degisiminin yanita olan etkisi ve
kalibrasyon egrisi
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3.5 EIS Cahsmasi
Bu bolimde A. Phagocytophilum DNA hibridizasyonuna ait sonuglar
elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ile incelendi. PGE, prob ve

hibridizasyona ait EIS sonuglar1 ve bu sonuglarin R¢ degerlerine ait histogramlar

Sekil 3.8’de gosterildi.
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Sekil 3.8 (A) Nyquist diagramlar1 (destek ¢ozeltisi 0,1 M KCI igeren 2,5
mmol/L  K4[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)s] (B) Rcr degerlerine ait
histogramlar; (a) A. Phagocytophilum prob (b) PGE, (c) A.
phagocytophilum hibridizasyonu
3.6 Immobilizasyona pH ve Céziicii Etkisinin incelenmesi
Anaplasma phagocytophilu’mu temsil eden tek sarmal dizilerin aktive edilmis
PGE’lere immobilizasyonunda 6l¢iim alinan ¢ozelti ortaminin pH degeri, guanin pik
akimlarmi dogrudan etkilemektedir. Bu etkiyi gormek ve optimum pH degerinin
literatiirde [62] verilen ile ayni oldugunu (pH 4.,8) teyit etmek amaciyla 6lglim
ortaminin pH’s1 asidik (pH 3,8) ve bazik (pH 7,4) yapilarak ve yine ¢6ziicii etkisinin
incelenmesi i¢in de ABS tamponu yerine PBS tamponu kullanilarak l¢timler alind.

Olgiim kosullar1 olarak prop derisimi 25 pg/mL ve tutturma siiresi 6 dakika olarak
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(daha once tayin edilen optimum immobilizasyon kosullari) alinmistir. Sonuglar

Sekil 3.9°da verilmistir.

AKim (nA)
S = N W kR N @

ABS (pH=4,8) PBS (pH=7,4) ABS (pH=3,8) ABS (pH=5,8)

Sekil 3.9 Prob immobilizasyonuna pH ve ¢oziicii etkisi
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4. TARTISMA

Anaplasma phagocytophilum kene tiirlerinden bulasan ve genis bir konak¢1 grubunda
enfeksiyona yol acan bir patojendir. Baslangicta bu enfeksiyonun sadece keneler ile
gevis getiren hayvanlar arasinda bulasildigr disiiniilmiisse de [63] giliniimiizde
konakgx tiirler icinde kemirgenlerin, kirpilerin, kuslarin, kedilerin, geyiklerin, atlarin,
sigirlarin, kopeklerin, koyunlarin ve insanlarin da yer aldigi bilinmektedir [64].
Anaplasma phagocytophilum Avrupa’da ekonomik etkileri olduk¢a 6nemli olan bir
koyun patojenidir ve enfeksiyonu septisemiye yol agarak ikincil enfeksiyonlara,
diisiiklere ve kuzularin topal olarak dogmalarina sebep olmaktadir [60, 65, 66]. Buna
bagli olarak bu bakteri ile enfekte olmus hastalarda, bakterinin klinik olarak hizli
tayininin yapilmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu bakterinin tanisina yonelik PCR esasli ¢ok
sayida molekiiler teknik mevcuttur [67 - 75]. Tez c¢alismamizda hibridizasyona
yonelik DNA biyosensOr tasarimi amaglanmis ve bir biyosensdrde bulunmasi
gereken parametreler gbéz Oniinde bulundurulmustur. Bu parametrelerden en
onemlileri gelistirilen biyosensoriin duyarli, se¢imliligi yiiksek ve diisiik maliyetle
kisa silirede tayin yapabilmeye elverisli olmasidir. Herhangi bir etiketlemenin
olmadig1 ve indikatoriin kullanilmadigi hibridizasyon tayin yontemi kullanilarak
tasarimi1 yapilan biyosensor ile Anaplasma phagocytophilum bakterisinin gen
dizilimine 6zgii prob tasarimina bagl tayini, diferansiyel puls voltametri teknigiyle
guanin yiikseltgenme sinyalindeki degisimler esas alinarak gergeklestirilmistir.
Tayinde hibridizasyon Oncesinde biyosensor yiizeyine yalnizca gen haritasindan
segilen bolge (prob) ve ayni bdlgeden guanin yerine inozin iceren prob dizilerle
yapilan immobilizasyon isleminden sonra dlgiimler alinmis; inozin igeren prob sinyal
vermezken, guaninli prob dizilerden beklenildigi gibi yiiksek sinyaller elde
edilmistir. Hibridizasyondan once yiikseltgenme sinyali vermeyen tek sarmal prob,
hedef eslenigi ile hibridizasyona tabi tutulduktan sonra yapilan potansiyel
taramasinda, yaklagik +1000 mV civarinda [73, 76] guanine ait yiikseltgenme piki
vermesi, hibridizasyonun gergeklestigini  kanitlamaktadir. Guanin  bazinin
yiikseltgenme sinyalinin biiyiikligii, PGE yilizeyine immobilize edilen proba bagh

olarak ornekte Anaplasma phagocytophilum bakterisine 6zgii dizinin bulunup

42



bulunmadigina iliskin bilgi vermistir. Baska bir deyisle 6rnekte Anaplasma
phagocytophilum ‘u temsil eden tek sarmal bir gen dizisi mevcut ise, elektrot
yiizeyindeki tek sarmal gen dizisi ile hibridizasyon sonrasinda alinan 6lgiimde guanin
pik akimlar goriilecektir. Bu akimlar hem hibridizasyonun gergeklestigini hem de
Ornegin soz konusu bakterinin gen dizisini tagidigini gosterecek bdylece gelistirilen
sistem, drnegin alindig1 bireyle ilgili olarak pozitif mi yoksa negatif mi olduguna dair
yorum yapabilme imkani1 saglayacaktir. Ayrica tayinde kullanilan DPV teknigi, diger
elektrokimyasal tekniklere gore daha diisiik tayin smirma da sahiptir [77]. Bu tez
calismasinda gelistirilen biyosensoriin  herhangi bir isaretleme basamagi ve
hibridizasyon indikatorii icermemesi [78, 79] de gerek ekonomik agidan gerekse
zaman tasarrufu agisindan Onemli avantajlar saglamaktadir. Herhangi bir
etiketlemenin yapilmadigi bu biyosensor tasariminda gerek PGE yiizeyine
immobilize edilecek prob i¢in optimum derisim ve tutturma siiresi gerekse
hibridizasyona girecek olan hedef probun optimum derisim ve etkilesim siiresinin
belirlenmesi biyosensoriin hassasiyetligi agisindan olduk¢a 6nemlidir. S6z konusu
optimum sartlarin saglanmasi i¢in gen dizilerinde yer alan guanin bazinin
yiikseltgenme sinyalleri takip edilmis ve en yiiksek pik akimlarinin gézlendigi sartlar
optimum olarak kabul edilmistir. Yapilan optimizasyon c¢alismalarinda prob
derisiminin 25 pg/mL, prob immobilizasyon siiresinin 6 dakika; hibridizasyon igin
hedef derisiminin 40 pg/mL ve hibridizasyon siiresinin 10 dakika olmasi gerektigine
karar verilmistir. Biyosensoriin segiciligini test etmek amaciyla probun tam eslenik
karsilig1 olan dizi yerine bir bazinin yeri farkli hedef dizi (MM) ve tiim bazlarinin
yerleri farkli hedef dizi kullanilarak hibridizasyon yapilmis ve deneyler sonrasinda
en yiiksek pik akiminin, probun tam eslenik karsilig1 olan diziden elde edildigi; MM
dizisi kullanildiginda pik akiminin bariz sekilde diistiigii NC dizisinde ise ¢ok daha
fazla azaldig tespit edilmistir. Calisma kapsaminda ayrica EIS ile analizler
yapilmistir. Empedimetrik teknik ile sabit potansiyelde ve farkli frekanslarda hiicre
icindeki akim Ol¢timiine bagl olarak elde edilen empedans degerlerine bagli analizler
yapilmis ve elde edilen sonuglarin aktive edilmis PGE, prob tutturulmus PGE ve
hibridizasyondan sonra PGE yiizeyi i¢in farkli oldugu goriilmiistiir. Bu farkliligin
yukarida s6zii edilen li¢ PGE yiizeyinin de bir birinden farkli oldugu, o6zellikle

hibridizasyondan sonra PGE ylizey davranislarinin tamamen degismesinden
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kaynaklandigi sonucuna varilmigtir. Calismada 6lgme ortaminin pH’s1 ve ¢oziicii
tiirtiniin ne olmas1 gerektigi ile ilgili daha once birgok calisma [62, 78, 80] olsa da,
bu calismadaki deney kosullar1 agisindan ortamin pH’s1 ve ¢6ziicii tiirliniin sonuglara
etkisini arastirildi. Bu etkiyi gormek ve optimum pH degerinin literatiirlerde verilen
ile ayn1 oldugunu (pH 4,8) teyit etmek amaciyla 6l¢lim ortaminin pH’s1 asidik (pH
3,8) ve bazik (pH 7,4) yapilarak ve yine ¢oziicii etkisinin incelenmesi i¢in de ABS
tamponu yerine PBS tamponu kullanilarak 6l¢iimler alinmis ve literatiirdekinden
farkli sonuglar bulunmamustir. Sentetik dizilerle dizayn edilen DNA biyosensdriiniin
tayin sinir1 arastirilmis; bunu belirlemek i¢in hedef derisimi 0,78 uM ile 3,90 uM
arasinda degisen hedef diziler kullanilmis ve tayin sinir1 0,244 pM olarak
bulunmustur. Bu degerin kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda kullanilan en kiigiik
derisim degerinin de altinda olmasi DNA biyosensoriiniin yeterli bir tayin sinirina

sahip oldugunu gostermistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada kene tiirlerinden bulasan ve genis bir konak¢1 grubunda enfeksiyona
yol acan bir patojen olan Anaplasma phagocytophilum’un tayinine yonelik bir DNA
biyosensorii  gelistirilmesi tasarlanmistir. Bu amagla tasarlanan biyosensorde,
Anaplasma phagocytophilum bakterisinin elektrokimyasal olarak tanisi, diferensiyal
puls voltametrisi (DPV) teknigi kullanilarak, tek kullanimlik kalem grafit elektroda
(PGE) immobilize edilen DNA’nin gen dizisinde yer alan guanin bazinin
yiikseltgenme sinyalleri esas alinarak ekonomik, giivenilir ve tekrarlanabilir bir
sekilde gerceklestirilmistir. Caligma elektrodu olarak tek kullanimhik PGE’ler
kullanilmast diger karbon esash elektrotlarla karsilastirildiginda ucuz olmasi, her
seferinde yeni ylizeylerin kullanilmasi ve daha tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesi
acisindan da Onemli avantajlar saglamistir. Calismada en uygun hibridizasyon
kosullarinin bulunabilmesi i¢in sentetik diziler kullanilarak derisim ve siire
optimizasyonlar1 yapilamistir. Ayrica hedef diziden farkli diziler kullanilarak da
gelistirilen DNA biyosensoriiniin  segiciligi  test edilmistir. Hibridizasyonun
gerceklestigini teyit etmek amaciyla guanin yiikseltgenme sinyallerinin takip
edilmesinden farkli olarak elektrokimyasal empedans deneyleri yapilmis ve farkli
elektrot yiizeyleri farkli diren¢ degerlerinin ortaya ciktigi gozlenerek beklenen
sonuglar elde edilmistir. Gelistirilen DNA biyosensoriinde herhangi bir etiketlemenin
yapilmamas1 veya indikator kullanilmamasi da ayrica siire ve maliyet acisindan
avantajlar saglamistir. Ayrica gelistirilen bu tip biyosensor gelecekte hasta basi
analizlerde kullanilmak {izere mikro-iiretim teknolojisine uyarlanabilir bir alt yapiya
da sahip oldugu diisiiniilmektedir. Sonug olarak tez kapsaminda belirtilen amaglar
blyiik Olgiide gerceklestirilmis olup bundan sonraki caligmalarda daha iistiin

ozelliklere sahip yeni DNA biyosensorleri gelistirilmesi hedeflenmektedir.
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