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OZET

Doktora Tezi

GENETIiGi DEGISTIRILMIiS ORGANIiZMALARIN TESPIiTINE YONELIK
DNA TABANLI ELEKTROKIMYASAL BiYOSENSOR GELISTIRILMESI

Begiim TERZI AKSOY

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Biyomuhendislik Ana Bilim Dah

Danisman: Prof. Dr. Ozlem ATES SONMEZOGLU
Ikinci Damisman: Prof. Dr. Filiz KURALAY

Aralik, 2022, 155 sayfa

Genetigi degistirilmis organizmalarm (GDO), artan gida ihtiyacin1 karsilamak
amaciyla gelistirilen verim artig1, yiiksek besin degeri ve herbisitlere dayaniklilik gibi
olumlu etkileri yaninda dogadaki tiir dagilimi ve alerjik reaksiyonlar gibi endiseler
ulkelerin GDO teknolojisine karsi yaklasimlarini etkilemistir. Transgenik bitkilerin
gida Urlnlerindeki kullanimlarinin diinya genelinde giderek artmasi bu triinlerin
tespitine yonelik ihtiyaci beraberinde getirmistir. GDO’lu {iriinlerin tespiti i¢in son
yillarda kullanimi basit ve iyi analitik Ozelliklere sahip biyosensorler tercih
edilmektedir. Bu tez calismasinda, gida {iriinlerinde transgenik soya igeriginin tespiti
amaciyla elektrokimyasal yontemle yiizeyi altin (Au) ve giimiis (Ag) elementleri ile
modifiye edilmis grafen oksit (GO)/indirgenmis grafen oksit (rGO) nanokompozit
kapli kalem grafit elektrotlar (PGE) tasarlanmis ve elektrokimyasal biyosensor
ozellikleri incelenmistir. GDO iiriinlerinin tespiti i¢in yakalayict DNA probu olarak
CaMYV 35S promotdr bolgesine spesifik tiyol isaretli oligoniikleotidler ile hedef gen
hibridizasyonuna bagli olarak elde edilen sonuglar elektrokimyasal empedans
spektroskopisine (EIS) dayali olarak degerlendirilmistir. Bu sonuglara gore 10-12-10-
16 M dogrusal konsantrasyon arahiginda tespit gergeklestirilmistir. Calismada farkli
islenmislik seviyelerine sahip gida tiriinlerine (biskiivi, kek, kraker, misir cipsi, soya
unu, musir unu) i¢in en uygun DNA izolasyon yontemleri belirlenmistir. Molekuler
taramalar sonucunda soya iceren bazi gida irlinlerinde CaMV 35S bolgesi
bakimindan GDO taramalar1 yapilmistir. Tasarlanan GDO biyosensoriinde, gercek
ornek denemeleri i¢in izole edilen genomik DNA iiriinleri dogrudan hedef olarak
kullanilmis ve islenmis gida iiriinlerinde GDO tespitine yonelik alternatif ve hizli bir
teknik gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Genetigi degistirilmis organizma, GDO, elektrokimyasal
biyosensor, grafen oksit, transgenik soya, PCR
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Genetically modified organisms (GMOSs) have positive effects such as increased
yield, high nutritional value, and resistance to herbicides in order to meet the
increasing food demand. However, concerns such as species distribution in nature
and allergic reactions have affected countries approaches to genetically modified
organism technology. The increasing use of transgenic plants in food products
around the world has brought about the need for the detection of these products. In
recent years, for the detection of GMO products, biosensors are preferred due to their
ease to use, automation, and good analytical properties. In this thesis study, graphene
oxide (GO)/reduced graphene oxide (rGO) nanocomposite-coated pencil graphite
electrodes (PGEs) modified with gold (Au) and silver (Ag) elements were designed
and used to determine the transgenic content in food products with the
electrochemical method. Thiol-labeled oligonucleotides specific to the CaMV 35S
promoter region were used as capture DNA probes. The results obtained due to target
gene hybridization were evaluated according to electrochemical impedance
spectroscopy (EIS). According to these results, detection was carried out in a linear
range of 1012-10"16 M. In the study, the most appropriate DNA isolation methods for
processed food products (biscuits, cakes, crackers, corn chips, soy flour, corn flour)
were determined. As a result of molecular studies, GMO was determined in terms of
CaMV 35S region in some food products containing soy. In the designed GMO
biosensor application, the isolated genomic DNA products were used as direct targets
for real samples, and an alternative and rapid technique for GMO detection in
processed food products was developed.

Keywords: Genetically modified organism, GMO, electrochemical biosensor,
graphene oxide, transgenic soybean, PCR
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1. GIRIS

Rekombinant DNA teknolojisindeki ilerlemeler, yaygin sekilde yetistirilen bitkisel
urunlerin transgenik Uretimi basta olmak {izere genetigi degistirilmis organizmalarin
(GDO) dretimini arttirmistir. GDO teknolojisi, ilgili genetik materyalin dogal olarak
hibritlesme veya dogal rekombinasyon yoluyla meydana gelemeyecek sekilde
degistirilmesi ile olusturulan organizmalar1 tanimlamaktadir (Mahgoub ve Nollet,
2019). Diunya genelinde nufus artisinin siirekli olarak yiikselmesi gida ihtiyacini
karsilayacak etkili yontemlere ihtiya¢ duyulmasina neden olmaktadir. Bu sebeple
verimi iyilestirmek, besin degerini arttirmak, stres Kkosullarina dayaniklilig
gelistirmek i¢in genetik modifikasyondan yararlanilmaktadir. Transgenik teknolojisi
uzun yillardan beri gelistirilmis olmasina ragmen, basta gida giivenligi, ¢evresel risk
ve etik kaygilar olmak iizere ¢ok sayida arastirma yapilmaya devam etmektedir.
Bununla beraber, GDO teknolojisinin gida iiriinleri i¢eriginde yer almas1 bu {iriinlerin
tespiti konusunda biiyiik bir ihtiya¢ dogurmaktadir. Yaklasik 40'tan fazla iilke GDO
etiketlemesi icin yasa ve kurallar dizisi olusturmus ve iilkeler arasindaki farkli
diizenlemeler GDO'nun tespiti ve tanimlanmasinin Onemini arttirmistir. Bu
kapsamda genetigi degistirilmis organizmalarin kullanim alanlar1 ve etiketlemelerine
iliskin yaptirnmlar ¢esitlilik gostermektedir. Avrupa birligi GDO igerigine sahip
gidalarin etiketlenmesi konusunda daha siki politikalara sahipken, Kanada ve ABD
gibi bazi {ilkeler, transgenik icerige sahip gida liriinlerinin etiketlemesini zorunlu
kilmamaktadir (Ates, 2020; Vega Rodriguez ve digerleri, 2022). Ulkemizde 2010 yili
5977 sayili Biyogiivenlik Kanununa gére GDO’lu iirlinlerin gidalarda kullanimi
yasak olmakla birlikte, hayvan yemlerinde kullanimi izin verilmis genlere ait esik

degerleri gergevesinde etiketleme zorunlulugu igerisindedir.

GDO teknolojisi, gida testleri ve etiketlemeyi kapsayan diizenlemelerle tiketicinin
bilgilendirilmesi ve tercih hakki sunulmasi ic¢in elverigli sistemlere ihtiyac
duymaktadir. Bu bakimdan hem bilingli tiiketimi desteklemek hem de biyocesitliligi
korumak igin transgenik drtinleri hammadde olarak bulunduran islenmis gidalarin

takibi  6nemlidir. Limanlarda ve giimriik kapilarinda kontrol ve tespit



laboratuvarlarinin kurulmasi ile 6zellikle ithal olarak iilkemize gelen iriinlerin hizli

bir sekilde GDO testlerine tabi tutulmalar1 gerekmektedir.

GDO'nun tespiti i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Roundup Ready soya fasulyesi
(Wurz ve digerleri, 1997) ve Bt-misir (Hupfer ve digerleri, 1998) incelenmesinde
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile tespit prosediirii uygulanmaktadir. Bu
prosediire gore kullanilan primerler, gidalarin genel olarak taranmasina olanak
saglamak igin karmibahar mozaik virisi (CaMV 35S), Agrobacterium
tumefaciens'ten tiiretilmis nos terminatoriinden ve antibiyotik marker geni NPTII'den
(neomisin-fosfotransferaz Il) tlretilen promot6r ve terminatdr pargalarini ¢ogaltmak
tizere tasarlanmaktadir. Radyoizotopik ve floresan izlemeye dayanan DNA tespitine
yonelik geleneksel yontemler, yetismis personel ile alt yapi gerektirir ve zaman
alicidir. Bu nedenle 6zellikle inceleme noktasindaki rutin ve hizli analizler igin pek
uygun degildir. Niikleik asit ve protein temelli yontemlerin deneyimli eleman, iggiicti
ve maliyetli ekipman gerektirmesi nedeniyle GDO'larin tespiti amaciyla etkin
metodolojilerin gelistirilmesi 6nemlidir. Bu amagla GDO igeren ve icermeyen
gidalarin  tanimlanmasint hedefleyen otomatik tespit sistemlerinin ve ayrica
gidalardaki GDO seviyelerinin dogrulanmasini amaglayan teknolojilerin Gretilmesi
gerekmektedir. Son yillarda hizli ve hassas GDO tespiti i¢in ¢esitli biyosensorler
gelistirilmekte ve uygulanmaktadir (Manzanares ve digerleri, 2015; He ve digerleri,

2017; Jamaluddin ve digerleri, 2018; Liu ve digerleri, 2020; Zeng ve digerleri, 2021).

Elektrokimyasal biyosensorler GDO tespiti icin umut verici biyoanalitik araclardir.
Elektrokimyasal tespit maliyeti daha diisiik, hizli ve tagmabilir bir analiz teknolojisi
sunmaktadir (Zheng ve digerleri, 2022). Ancak, -elektrokimyasal algilama
platformlarinda, karmasik biyolojik ortamlarda elektrot kirlenmesinden dolay1 diisiik
hassasiyet ve algilama problemleri gibi sinirlamalar mevcuttur. Bu problemleri
gidermek icin elektrokimyasal biyosensorlerin énemli bir bileseni olan algilayici
elektrotlarin nanoyapilarda iiretilmesi ya da farkli modifikasyonlarla gelistirilmesi
gerekmektedir. Nanoyapili elektrotlar, yliksek yiizey aktifligi ve karmasik biyolojik
numunelerde calisirken (serum, kan vb) biyolojik kirlenme direnci gibi avantajli
ozellikler saglayarak biyosensorlerin duyarlilik ve tespit avantajlarinin gelismesine

yardimc1 olmaktadir.

Bu tez c¢alismasinda, GDO iiriinlerinin tespiti i¢in yilizeyi indirgenmis ve

pullandirilmis grafen oksit yapisi ile temellendirilmis, devaminda ise altin (Au) ve



giimiis (Ag) bimetalik nano yapilar1 ile modifiye edilmis kalem grafit elektrotlar
(PGE) kullanilmigtir. Biyosensor yiizeyinin iletkenligini iyilestirmenin yaninda
sensOr yapisinin duyarliligini arttirmak i¢in elektrot yiizeyine kaplanan pullandiriimis
grafen oksit ve indirgenmis grafen oksit yapilar1 tez ¢aligmasi1 boyunca modifiye
Hummers yontemine gore sentezlenmis ve pullandirma islemi icin bilyali 6giitme
metodu kullanilmistir. Sentezlenen grafen yiizey iizerine altin-giimiis nano yapilarin
modifikasyonu yapilarak Au-Ag/GO-rGO/PGE yoluyla GDO tespitine yonelik DNA
bazli elektrokimyasal biyosensor iiretimi tamamlanmigtir. Ayrica islenmis gida
iirlinlerine ait genomik DNA kalite ve miktar karsilastirmasi1 bakimindan farklit DNA
izolasyon protokolleri ile incelenmis, incelenen iiriinlerde soya ve misir igeriginin
taranmasi i¢in lektin ve zein genine spesifik primerlerle spesifik taramalar yapilmus,
CaMV 35S promotor dizilerinin molekiiler taramasi gerceklestirilmistir.

Tez calismasinin son basamaginda ise molekiiler verilerle karsilastirmak ve
tasarlanan GDO biyosensoriintin etkinligini ger¢cek gida orneklerinde test etmek
amaciyla elektrokimyasal empedans spektroskopisinden faydalanilmistir. Elde edilen
sonuclar gelistirilen biyosensoriin GDO tespitinde CaMV 35S promotdr bolgesine
sahip gida {iriinlerini bu gen bolgesini icermeyen {riinlerden ayirabildigini
gostermistir. Bu tez c¢alismasi ile elde edilen sonuglarin, 6zellikle transgenik
Urtinlerin limanlarda ve giimriik kapilarinda kontrol ve tespitinde kullanilmas: ile
ithal olarak iilkemize gelen igeriginde CaMV 35S promotdr bolgesi bakimindan
GDO igerigi bulunduran islenmis iirtinlerin hizli bir sekilde GDO tarama testlerine

tabi tutulmalar1 konusunda fayda saglamasi beklenmektedir.






2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Genetigi Degistirilmis Organizmalar (GDO)

2.1.1 Biyoteknoloji ve genetigi degistirilmis organizmalar

Biyoteknoloji, canli organizmalarla ilgilenen tiim teknolojileri kapsayan bir terimdir.
"Biyoteknoloji" kelimesi, "bios" (hayatla ilgili her seyi ifade eden) ve "technikos"
(insan bilgi ve becerilerini igeren) olmak lizere iki Yunanca kelimeden tiiretilmistir
(EuropaBio, 2017). Biyoteknoloji yeni, kullanisl tiriinler ve siiregler olusturmak igin
biyolojik madde veya suregleri kullanan teknolojileri icermektedir. Biyoteknolojiden
yararlanan uygulama yelpazesi, ekmek, alkol ve peynir Gretimi gibi geleneksel
kullanimlardan genetigi degistirilmis organizma (GDO) Uretimi gibi daha modern
uygulamalara kadar uzanmaktadir. Bu anlamda GDO iiretimi, biyoteknolojinin
modern uygulamalarindan biri olan biyoteknoloji ¢atisi altina girmektedir. GDO'lar1
iiretmek i¢in ¢esitli biyoteknoloji araglar1 kullanilmaktadir. Tarim, farmakoloji ve tip
disiplinleri altinda biyoteknolojinin kullanildigi alanlardan bazilari molekiiler

biyoloji, mikrobiyoloji, embriyoloji, doku kiiltiirli ve genetik miihendisligidir.

“Genetik modifikasyon” hem eski hem de yeni biyoteknolojileri kapsayan genel bir

terimdir. Biyoteknoloji asagidaki gibi iki temel bélime ayrilabilir (Shrestha, 2010):

* Gen disinda kalan biyoteknoloji (eski biyoteknoloji) tim hicre, doku ve hatta

bireysel organizmalar: inceleyen sirecler ve metodolojiler.

» Genetik teknikleri iceren biyoteknoloji (yeni biyoteknoloji) klonlama, genetik

manipulasyon gibi benzer siirecleri iceren teknikler.

“Transgenik teknoloji” ve “genetik mihendisligi” olarak da bilinen genetik
modifikasyon (GM), canli bir organizmanin genetik materyal DNA'simn1 degistirmek
veya mithendislik yapmak i¢in kullanilan bir dizi teknigi iceren modern biyoteknoloji
taraddr. Bu teknikler, genleri kesip Dbirlestirmeye, mutasyona ugratmaya,
kopyalamaya, ¢ogaltmaya ve ardindan bu genleri bir organizmadan digerine izole ve

transfer ederek genetigi degistirilmis organizma olarak bilinen teknolojiyi olusturur.



Cevre lizerinde zararli bir etkiye sahip olmadan, kaliteden 6diin vermeden gida ve
yem verimini arttirmanin yaninda saglikli ve siirdiiriilebilir Uretim yapabilmek
tarimsal biyoteknoloji endiistrisinin en énemli hedeflerinden biridir. GDO teknolojisi
bu konuda kullanilan genetik materyalin, dogal olarak hibritlesme veya dogal
rekombinasyon ile olusamayacak sekilde insanlar tarafindan degistirilmesi ile olusan
organizma olarak tanimlanmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii'ne (WHO, 2014) gore ise
GDO'lar “genetik materyalin (DNA) dogal olarak meydana gelmeyecek sekilde
degistirildigi organizmalar” olarak tanimlanmaktadir. Benzer bir tanimla FAO
(Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii) ve Avrupa Komisyonu da GDO’yu
rekombinasyon/¢iftlesme yoluyla olusmayan iiriin veya lriinler olarak belirtmektedir
(FAO, 2016). Bu tanmimlar daha diistik fiyat, dayaniklilik, daha yiiksek besin degeri
veya her ikisi gibi bazi avantajlar saglayabildikleri igin Uretilen genetigi degistirilmis

canlilar1 kapsamaktadir (Mahgoub ve Nollet, 2019).

GDO iiretiminin en etkili sebepleri arasinda kiiresel niifus artis1 karsisinda artan
besin ihtiyacin1 karsilayabilme ihtiyacidir. Birlesmis Milletler Niifus Fonu
(UNFPA) 2022 tahminlerine gére mevcut kiresel insan nifusunun 2021 yili igin
yaklasik 7 milyar 874 milyon 965 bin 732 kisi oldugu ve 2022 yili i¢in bu rakamin
yaklasik 8 milyar kisi olacag: tahmin edilmistir (TUIK 2022). Birlesmis Milletler
Ekonomik ve Sosyal Isler Departmani/Niifus Boliimii Diinya Niifus Beklentileri:
2015 Revizyonu raporuna gore, diinya niifusunun biiyiime hizi son yillarda
yavaglamis olsa da yillik 83 milyon kisinin eklenmesi beklenmektedir. Buna gore,
tahmini dunya nifusu 2030'da 8,5 milyar ve 2050'de 9,7 milyar olacaktir. Nifusun
genislemesi, diinyadaki yetersiz beslenmeye neden olan en 6nemli sebeplerden
biridir. 2016 yilinda, BM Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), 780 milyonu gelismekte
olan bolgelerde olmak {izere diinyada 795 milyon insanin yetersiz beslendigini
bildirmistir (FAO, 2015). Bu nedenle, yetersiz beslenmenin ortadan kaldirilmasi
kiresel politika olusturmanin 6nceligi olmalidir. Mahsullere yonelik artan kiresel
talebi karsilamak i¢in en gercek¢i ¢oziim, halihazirda ekili olan arazilerde mahsul
verimini artirmaktir. FAO, kisi bagina gida iiretimi i¢in mevcut siirh ekilebilir arazi
miktarinin 0,242 hektardan 2050 yilina kadar 0,18 hektara diisecegini ongoérmektedir
(Alexandratos, 2012). Donlim bagina daha fazla verim saglanmalidir. Bu sebeple
¢ozlm, hastalik direnci, yabanci ot kontroli gibi genetik iyilestirmelerden gelmelidir
(Oliver, 2014).



Geleneksel 1slah, istenen bazi 6zelliklerin (6rnegin hastalik direnci) ifade edilmesi
icin bir ebeveyn soyunun bagka bir ebeveyn soyu ile ¢aprazlanmasina dayanmaktadir
(Oliver, 2014). Istenen o6zelligi se¢cmek ve/veya istenmeyen Ozellikleri en aza
indirgemek icin en iyi nesil secilir ve ebeveynlerinden birine (bitki veya hayvan) geri
melezlenir. Istenen 6zelligin ifadesi igin bu siire¢ genellikle birkag yil alir (6rnegin
bugday i¢in 10-15 yil) ve sonrasinda geleneksel 1slah yolu ile ticari olarak yeterli
sayilarda ¢ogaltilir. Uzun 1slah siirelerinin yaninda istenen 6zellikleri gosteren bir
gen havuzu ve gelistirilmek istenen organizmalarin melezlenebilmesi igin birbiri ile
uyumlu olmasi gerekmektedir. Tiim bu gereklilikler geleneksel 1slahin gelisimini
kisitlamaktadir. Modern metodolojiler, yeni mutasyon varyasyonlarini belirlemek
icin kimyasallar veya radyasyon kullanabilir. Ancak bunlar, istenilen o&zellige
ulagsmak icin rastgele sans faktoriiniine baghdir (Oliver, 2014; Zhang ve digerleri,
2016). Bu sebeple genetigi degistirilmis gidalarin besin zincirimize girmesi igin
neden bu kadar biiyiik caba gosterildigini anlamak onemlidir (Zhang ve digerleri,

2016).

2.1.2 GDO mekanizmasi

GDO'lar1 uretmek igin hem geleneksel hem de modern biyoteknolojik teknikler
kullanilmaktadir. Tarimda kullanilan geleneksel biyoteknoloji teknikleri asagidaki
metotlar1 igerir (Mahgoub, 2016):

* Basit segilim

» Markor destekli segilim

« Caprazlama/Melezleme

* Tiirler aras1 ¢caprazlama

* Embriyo kurtarma

 Somatik hibridizasyon

» Somaklonal varyasyon

» Mutasyon 1slahi

* Bitki doku kiiltiirii ve mikro ¢ogaltma

Bu teknikler uzun siiredir tarimda kullanilmakta ve dogal olarak var olmayan
bitkilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Modern biyoteknolojik teknikler
genellikle genetik miihendisliginde kullanilan tekniklerdir. Asagidaki yontemler,
tarimsal iriinlerin genetik yapisinda istenen degisiklikleri elde etmek icin bugln

uygulanan modern tekniklerden bazilaridir:



* Mikrobiyal vektorler (bakteriyel tastyicilar ve viral tasiyicilar dahil)
« Elektroporasyon

* Mikroenjeksiyon

» Mikropartikil bombardimani

* Gen ekleme

* Gen susturma

* Kalsiyum fosfat cokeltme

DNA'nin bir canli organizmadan digerine transferinin kesfi 1946 yili itibari ile
olmustur. Genetigiyle oynanmis ilk bitki olan antibiyotige direngli tiitiin bitkisi
1983'te gelistirilmistir. Genetik miihendisligi yoluyla gelistirilen gidayla ilgili ilk
GDO'lardan biri ise Flavr Savr domatestir. Kaliforniya merkezli Calgene sirketi, bu
genetigi degistirilmis dometesin olgunlasmasini toplama sonrasina kadar geciktiren
ACC sentaz genini igerecek sekilde tiretmislerdir. Flavr Savr domatesin Uretimi,
kanola, misir, soya fasulyesi, patates ve kabak dahil Bacillus thuringiensis (Bt)
mahsullerinin Gretimine yol acan genetik olarak modifiye mahsulleri Uretmek icin
daha fazla calismanin baslatilmasina yardimer olmustur. GM'un kazandirdigi
ozelliklerden bazilari, herbisitlere ve viriislere karsi direnctir. Genetik modifikasyon
tarafindan elde edilen bir diger olumlu 6zellik, gida iirlinlerindeki besin maddelerinin
arttirtlmasidir. 2000 yilinda, A vitamini igerigini artirmak igin pirincin genetigi
degistirilmistir ve bu teknoloji, gidanin besin igerigini artirmak i¢in ilk kez

kullanilmistir (Takepart, 2017).

GM sireci temel olarak su adimlar1 igermektedir; ilgilenilen bir 6zelligin
belirlenmesi, bu genetik 6zelligin izole edilmesi, bu 0zelligin istenen bir
organizmanin genomuna eklenmesi ve ardindan tasarlanmis organizmanin
bayutilmesidir (Powell, 2015).

GM'da izlenen adimlarin ayrintilar1 agagidadir:

Adim 1: Niikleik asit (DNA/RNA) Ekstraksiyonu

Herhangi bir izolasyon prosediiriinde ilk adim, viral, bakteriyel veya bitki hiicreleri
olabilen istenen 6zelligi iceren organizmanin hiicre duvarmi kirmak icin hiicrenin
parcalanmasidir. Bu, niikleik asidin ekstraksiyonuna yardimci olur.

2. Adim: Gen Klonlama

Klonlama islemi dort asamadan olusur: DNA pargalarinin iiretilmesi, bir vektore

aktarilmasi, konak hucreye girilmesi ve gerekli dizinin secilmesi.



Adim 3: Gen Tasarimi

Istenen gen klonlandiktan sonra, bitki hiicresi icindeki ekspresyonunu kontrol edecek
DNA pargalarina baglanmalidir.

Adim 4: Transformasyon (Gen yerlestirme)

Adim 5: Geri ¢aprazlama (Backcross breeding)

Bu islem, halihazirda istenen tarimsal Ozelliklere sahip olan ancak transgenin
ozelliginden yoksun olan elit tireme hatlar1 veya ticari ¢esitler ile iiretilen transgenik
bitkilerin ¢aprazlanmasini igerir. TUm bu adimlar biyoteknoloji laboratuvarinda
baslatilir, daha sonra ilk biiylime i¢in seraya aktarilir ve son olarak mahsuliin

olgunluga ulastig: tarlaya gotiiriiliir.

Genetigi degistirilmis bitkilerin {iretiminde ilgili se¢ilmis yabanci genler bitki
genomlarina eklenmislerdir. Yabanct DNA'nin genoma katilmasiyla baglayan bu
siire¢, birka¢ elementin fonksiyonel bir genetik birim olusturmak iizere
birlestirilmesini gerektirir. Modifikasyon genellikle bir promotdr ve bir terminator
olmak {lizere iki diizenleyici 6ge olarak se¢ilen gen bolgelerini igerir. Karnabahar
mozaik virtsinden konstititif 35S promotérii ve Agrobacterium tumefaciens'in
nopalin sentaz geninden (NOS) izole edilen NOS 3 sonlandirici, kullanilan en yaygin
diizenleyici 6gelerden ikisidir. Bu iki element, transagenik organizmalarin ¢ogunda
birlikte veya tek olarak bulunur. CaMV 35S promotdrii, birkag farkli bitki tiirtinde
yapisal olarak aktiftir. CaMV 35S promotOrinin uzunlugu 400 baz ciftine ulasabilir.
GDO tespit calismalarinda, testin dogrulugu, her numunede kontrol olarak
kullanilacak negatif ve pozitif kontrollerin varligina baghdir (Wurz ve digerleri,
1999). Bu tez ¢aligmasinda incelenen 6rneklerde GDO igeriginin tanimlanmasi igin
karnabahar mozaik virGsinden Kkonstititif 35S  promotoriiniin  taranmasi

amaglanmigtir.

2.1.3 Genetigi degistirilmis bitkilerin iiretimi

Gnetigi degistirilmis bitkiler tretmek icin, belirli 0zellikleri kodlayan gen veya
genler bitki hucresine sokulur, ardindan doku Kkiiltiirii yoluyla bitki yeniden
olusturulur. Genel olarak, hiicrelerdeki genleri degistirmenin {i¢ yolu vardir (Zhang

ve digerleri, 2016).

Mikropartikiil bombardimani 1980'lerin sonunda Sanford (Stanford, 1990) tarafindan

gelistirilen ve eksojen DNA’y1 iletmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.



Eksojen DNA, altin veya tungsten mikropartikiiller iizerinde kaplanir. DNA, tohum
veya meristemler gibi embriyonik dokulardan basingli helyum tarafindan hedeflenen
dokulara yiiksek hizda iletilir. Protoplastlara elektroporasyon, mikroenjeksiyon,
kloroplast transformasyonu, silikon-karbiir ~ seritleri, mezogézenekli —silika
nanoparcaciklart vb. dahil olmak {izere, DNA'y1 bitki hiicrelerine iletmenin bagka
yollari da vardir. (Barampuram ve Zhang, 2011). Bununla birlikte, parcacik
bombardimani, biliyilk DNA pargalarinin, hatta biitiin kromozomlarin ayni anda
transferinde daha etkili bir yontem olarak kullanilmaya devam etmektedir (Schmidt
ve digerleri, 2008).

Agrobacterium tumefaciens'in - kullanimi, bitki hiicrelerine eksojen genlerin
aktarilmasinda yeni bir ¢ag agmustir. Bir toprak bakterisi olan A. tumefaciens,
bitkileri enfekte ederek ta¢c timorl olusturur. Bu bakteriler bitkinin genomunu
degistirerek sadece bitki hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olmakla kalmaz, ayni
zamanda bitkinin kendileri i¢in modifiye amino asitler iiretmesini saglar. Bakteriler,
gen aktarimmi gergeklestirmelerini saglayan tiimor indiikleyici plazmide ("Ti-
plazmit") sahiptir. Arastirmacilar Ti-plazmitin T-DNA (transfer DNA) boélumiine
"tasarimc1 genler" ekleyerek plazmidi modifiye edebilmektedir (Zhang ve digerleri,
2016).

2012 yilinda 1se “CRISPR-Cas9” sistemi gelistirilmistir. Yeni bir genom diizenleme
araci olarak bu sistem ¢esitli hiicre tiplerindeki genleri degistirmek i¢in bir yontem
saglar (Ran ve digerleri, 2013). Bu teknik, genetik miithendisliginin etkinligini onemli
olglide artirarak bitkilerle calismay1 ¢ok daha kolay hale getirmektedir (DeMayo ve
Spencer, 2014). Cas9, orijinal olarak bakterilerde bulunan ve konakg¢i bakterileri
istilact DNA molekiillerinden (6rnegin viriisler) koruyan bir DNA endoniikleazdir.
Endoniikleaz, dizisi ¢ikarilacak hedef DNA’ya diziye tamamlayicit olan 6zel bir
"kilavuz  RNA" (gRNA) tarafindan yoOnlendirilir. Boylece saldir1 tarafindan
yonlendirilen Cas9, ¢ift sarmalli DNA'nin her iki zincirini de bolmek i¢in iki aktif
bolgesini kullanir. Yeni olusan DNA ¢ift sarmalli kopmalar daha sonra hiicrelerin
icinde iki farkli mekanizma tarafindan onarilir. Bunlardan "homolog olmayan ug
birlestirme" mekanizmasi, kiigiik bir silmeye veya rastgele DNA yerlestirmesine
neden olarak, kesilmis bir gen veya nakavt ile sonuglanabilir. "homolog
rekombinasyon" mekanizmasi ise kirilma bdolgesindeki endojen gene bir dondr

DNA'nin eklenmesine izin verir (Zhang ve digerleri, 2016).
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2.1.4 Transgenik soya fasulyesi

Gida {tiretimi i¢in onaylanan ilk ve en yaygin mahsul, 1996'da Roundup Ready
(RRTM) soyadir (Rott ve digerleri, 2004). Monsanto tarafindan gelistirilmistir ve
Roundup herbisite toleranshidir. Bu transgenik igerik, 35S promotor, Petunia
hybrida'dan CTP4 lider sekansi, Agrobacterium tumefaciens'ten 5-enol-pyruvyl
shikimat-3-fosfat sentaz (EPSPS) genini ve herbisit toleranst igin Agrobacterium
tumefaciens nopalin sentaz (nos) sonlandiricisit bulundurur (Monsanto Sirketi, 2000).
Transgenik soya fasulyesi, soya fasulyesinin biyolojik 6zelliklerini modifiye etmek
icin yapay olarak izole ve modifiye edilmis genlerin mevcut soya fasulyesi
genomuna sokulmasiyla meydana gelmektedir (Li ve digerleri, 2016; Du ve digerleri,
2016; Fu ve digerleri, 2018). Molekuler biyoloji teknikleriyle transgenik olarak elde
edilen transgenik soya igin geleneksel 1slah yoluyla yapilan melezlemenin neden
oldugu herhangi bir bagli gen siiriiklenmesi sorunu yoktur. Transgenik soya
fasulyesindeki hedef genler uzak turlerden wveya sentetik genlerden elde
edilebilmeleri bakimindan genis bir kaynak yelpazesine sahiptir. Bu yontem, mevcut
genetik kaynaklari arttirmakta ve soyanin dar genetik ge¢misinin neden oldugu
tireme sinirlamalarimi dnlemektedir (Fu ve digerleri, 2018). Trangenik soya tim bu
nedenlerden dolay1 transgenik teknolojinin kullanildigi en yaygin alanlardan birini

olusturmaktadir.

1960'lardan beri soya ve soya lrilinleri c¢esitli gida tiirlerinde igerik olarak
kullanilmaktadir. Gida {riinlerine soya eklenmesi sadece {irlin kalitesini
iyilestirmekle kalmaz (6rn. gelismis duyusal 6zellikler ve emiilsifikasyon), ayni
zamanda degerli bir temel amino asit kaynagidir. Uretim siirecinde soya unu / irmik,
soya proteini konsantreleri ve soya proteini izolatlar1 gibi ¢esitli farkli formlarda soya
tirtinleri kullanilabilir (Belloque ve digerleri, 2002). Singh ve digerleri (2008), sert
kurabiyelerde % 2-5 yagsiz soya ununun eklenmesinin eslestirmeyi iyilestirdigini ve
gevrek bir doku olusturdugunu bildirmistir. Bu amagla firincilik {iriinlerinde soya
tiirevlerinin kullanimima uzun yillardir biiyiik ilgi vardir. Bunun yaninda, soya
fasulyesi beslenme igerigi bakimindan iyi bir bitkisel yag ve protein kaynagidir
(Korth, 2008).

Tiirkiye'de tiiketilen soyanmn c¢ogu, transgenik soya fasulyesi ekiminin ve
yetistirilmesinin serbest oldugu baska Ulkelerden ithal edilmektedir. Bu sebeple

islenmis gidalarda transgenik soya varliginin ve miktarmin tespiti en 6nemli tiiketici
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endiselerinden biri olan gida kalitesi ve giivenligi konusunda bilgi saglanmasina
katki saglayacaktir (Mandac1 ve digerleri, 2014). Ulkemizde de tiiketilen pek cok
gida iceriginde soya iiriinleri kullanilmaktadir bu sebeple yapilan bu tez ¢calismasinda
da segilen ornekler cogunlukla soya igerigi bulunduran islenmis gida 6rneklerinden

olusmaktadir.

Genetigi degistirilmis soya triinlerinin tespiti ve zorunlu etiketleme gerekliligini
karsilamak i¢in, ¢esitli iilkeler bu alana 6nemli insan giicii ve malzeme kaynaklar1
yatirmakta bu sayede tespit teknolojisi siirekli olarak iyilesmektedir. Bu baglamda,
genetigi degistirilmis soya fasulyesinin ana saptama yOntemleri, protein tespiti ve
niikleik asit tespiti olmakla birlikte elektrokimyasal gen teknolojisi, son yillarda hizla
gelisen yeni ve oldukga etkili bir molekiiler biyoloji teknolojisidir (Deng ve digerleri,
2019). Gergeklestirilen tez calismasinda GDO tespitinde etkin bir sekilde kullanilan
molekiiler biyoloji tekniklerinin biyosensor teknolojileri ile birlestirilmesi ve

desteklenmesi hedeflenmektedir.

2.1.5 GDO konusundaki endiseler

Genetigi degistirilmis gidalarin ortaya ¢ikisi, kiiresel gida kitlig1 sorununu ¢oézmiistiir
fakat bununla birlikte gida giivenligi tartisma konusu haline gelmistir. GM
teknolojisinin karsitlar1 tarafindan sunulan temel argiiman, daha iyi alternatifler
oldugu igin uygulanmasina gerek olmadigi yonundedir. Onerilen alternatifler
arasinda geleneksel 1slah, GM olmayan biyoteknoloji ve organik tarim kullanimi yer
almaktadir. GM teknolojisinin muhalifleri tarafindan dile getirilen bir elestiri, bu
teknoloji 1-2 gen gerektiren uygulamalar igin iyi olsa da, baz1 6zelliklerin (kurakliga

dayaniklilik gibi) birgok gen igermesi sorunudur.

Elestirmenler ayrica genetigi degistirilmis herbisite dayanikli ekinlerin ¢ogalmasinin
"stiper yabani otlar" ve "siiper zararlilar" ile herbisitlere ve pestisitlere kars1 dayanikli
boceklerin mutasyona ugramasina yol agtigina dikkat cekmektedir. GM runleri
ABD tarimina dahil edildiginden beri pestisit ve herbisit kullaniminda bir artisa yol
acmustir. Organik lriinler yetistiren ve satan bazi ¢iftgilerin GM tarlalarinda ¢apraz

kontaminasyon yasadigini iddia edilmektedir (Takepart, 2017).

GDO'larin giivenligi ile ilgili olarak dilizenleyici makamlar tarafindan yapilan
caligmalarin nesnelligi konusunda da endise duymaktadirlar. Karsit gruplar

tarafindan dile getirilen diger endiseler arasinda GDO'suz gida iiriinlerinin olas1
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kontaminasyonu, GDO'larin ¢evre ilizerindeki potansiyel zararli etkileri ve GDO'lar
iireten ve pazarlayan sirketlerde gida arzinin siki kontroliine duyulan ihtiyag yer
almaktadir. GDO karsitlari, Monsanto, Syngenta ve Dow gibi birkag¢ gii¢lii sirketin
hem tohumlarin GDO'sunu hem de bu mahsullerin diren¢ olusturmak (zere
tasarlandig1 pestisit ve herbisitlerin iiretimini kontrol ettigi gercegine isaret ediyor.
GM, belirli tohumlarin patentlenmesine yol agmistir ve Monsanto, ¢iftcilere sirketin

sahip oldugu tohumlar1 biriktirip yeniden ektikleri i¢in dava agmustir.

GDO'larin giivenligi konusuyla ilgili olarak elestirmenler, GDO'larin ve onlardan
tiiretilen triinlerin insan veya hayvan kullanimi i¢in giivenli oldugu iddiasini

destekleyecek bilimsel bir fikir birligi olmadigina inanmaktadir (Takepart, 2017).

Liu (2021), GDO'lu gidalarin gida giivenligi konusunda sundugu caligmasinda
genetigi degistirilmis gidalarin giivenligi konusunda daha ayrmtili aragtirma ve
degerlendirmeye ihtiya¢ duyuldugundan bahsetmektedir. Bu kaygilardan bazilari
ozetle su sekilde ifade edilmektedir. GDO'lu iiriinlerle ilgili kaygilarin baginda
gunlik olarak tlketilen ve akut zehirlenme riski az olan gidalarin dogal 6zelliklerinin
degismesi kaynakli olarak Ongoriilemeyen zararlar gelmektedir. Bunun yaninda,
genetigi degistirilmis mahsuller, biyolojik zinciri ve orijinal ekolojik yapiy1 tahrip
ederek orijinal cesitlerin dogal olmayan sekilde ortadan kaldirilmasina ve tiir
cesitliliginin etkilemesine neden olabilmektedir. Genetigi degistirilmis {riinlerin
insan viicuduna verdigi zarar konusunda ise, yapilan iddialar spekulasyon olarak
gorulmektedir, cunkd bu gidalar henliz uzun vadeli giivenlik arastirmalarmdan
gecmemistir. Bu asamada genetigi degistirilmis gidalarin insan viicudu iizerindeki
olas1 etkileri, insanlarda alerjik reaksiyonlara neden olabilecegi seklindedir. Bir
besine kars1 alerjisi olan kisi, daha Once alerjisi olmadigi bir besine karsi alerji
gOsterebilir. Bunun nedeni, bu tir yiyeceklerin alerjiye neden olan proteinleri
icermesidir. Dogal secilimin etkisi altinda genetigi degistirilmis bitkiler, yerel
cevreye uyum saglama ve daha genis bir yasam alani isgal etme konusunda
avantajlara sahiptir. Bu durumdan etkilenen bazi orijinal tiirler yasam alanlarini
kaybedebilir veya genetigi degistirilmis mahsullerin getirdigi ekolojik g¢evredeki
degisikliklere uyum saglayamayabilir. Tiim bu etkilerinin yaninda, yeni
teknolojilerin gelistirilmesi ile bu siire¢ gelistirilmeye devam edecektir. Bu nedenle,
su anda piyasada bulunan genetigi degistirilmis gidalar, siki giivenlik

degerlendirmelerinden gegmektedir. Analiz ve arastirmalarin stirekli derinlesmesiyle,
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insanlarin genetigi degistirilmis teknolojinin getirdigi yiyeceklerin besin zincirine

daha giivenli bir sekilde girmesi hedeflenmektedir.

GDO'lar hakkinda, 0Ozellikle gida {iretiminde kullanimlar1 konusunda genis
tartigmalar oldugu agiktir. Anlasmazlik, tiketiciler, biyoteknoloji sirketleri, resmi
diizenleyiciler, sivil toplum kuruluslari ve bilim adamlar1 dahil olmak iizere farkli
taraflar1 igermektedir. GDO'larin iiretimi ve kullanimiyla ilgili olarak tartismalara yol
acan temel endise konular1 Mahgoub (2016) tarafindan asagidaki sekilde
listelenmistir:

*» Gida giivenligi ve insan saglig ile ilgili endiseler

* Cevresel kaygilar

* Etik kaygilar

* Diizenleyici ve yasal kaygilar

* Ekonomik kaygilar

* Hayvan saglig1 ve refahi

* Tiiketici tercihi

* Bilimsel yayincilikta 6nyargi ile ilgili endiseler

Biyogiivenlik ve ¢evresel kaygilara ragmen, transgenik teknoloji, gelismis mahsul
bitkilerinin hizli gelisimi ve elverigli 6zelliklerin istiflenmesi bakimindan tercih
edilen bir yontemdir. Son 22 yilda, kiiresel transgenik mahsul alan1 1996'da 1,7
milyon hektardan 2018'de 191,7 milyon hektara, yani 113 kat artmistir. Bu urunler
icerisinde, 95.9 milyon hektar (% 50) transgenik soya fasulyesi, 58,9 milyon hektar
(% 31) transgenik misir, 24.9 milyon hektar (% 13) transgenik pamuk, 10,1 milyon
hektar (% 5.3) transgenik kanola ve 1,9 milyon hektar (< % 1) diger transgenik
urinler yer almaktadir (ISAAA, 2018). Bugiine kadar, 32 driinde toplam 525
transgenik igerik ticarilestirilmistir (ISAAA, 2019; Kumar ve digerleri, 2020).
Sirastyla maksimum igerik miktar1 bakimindan misir (238), ardindan pamuk (61),
patates (49), Arjantin kanolas1 (42), soya fasulyesi (41), karanfil (19) ve digerleri

gelmektedir.

2.1.6 GDO’lu gidalar konusundaki destekleyici goriisler

Destekgiler tarafindan sunulan argiimanlar, GM'un bitki ve hayvanlarin 6zelliklerini
iyilestirmek icin bir ara¢ olarak kullanilabilecegi, diinya ¢capinda agligin ve yetersiz

beslenmenin azaltilmasina yardimci olabilecegi, ayrica bitki ve hayvanlarin iretim
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maliyetlerini azaltabilecegi yoniindedir. Buna ek olarak saglik veya g¢evresel riskler

bakimindan GM f{iriinlerinin kanitlanmis 6rnekleri veya vakalari yoktur.

GDO savunuculari, GDO teknolojisinin yeni olmadigina ve organizmalar
degistirmek icin binlerce yildir kullandigimiz gesitli teknolojilerin bir uzantisi
olduguna dikkat cekmektedir. Insanlar tarafindan tiiketilen yiyeceklerin hemen
hemen tamami, 0rnegin yapay secilim veya ¢apraz tozlasma yoluyla, insan faaliyeti

tarafindan halihazirda kapsamli bir sekilde degistirilmistir (Novella, 2014).

Genetigi degistirilmis gidalarin savunuculari, insan tiiketimi i¢in tamamen giivenli
olduklarin1 ve kullanimlartyla iligkili hi¢cbir olumsuz etkiye rastlanmadigini
savunmaktadir. Ayrica, diinya ¢capinda mahsul verimini artirmak ve diinyadaki acligi
onemli o6lclde azaltmak icin GM gidalarin yetistirilmesinin gerekli oldugu
diistiniilmektedir. Diinyanin dort bir yanindaki tiiketiciler, uzun siiredir genetigi

degistirilmis gidalar1 tiiketmekte ve daha ucuza satin almaktadir (Takepart, 2017).

GDO'lu  gidalarin  giivenligi ve potansiyel saglik etkileri siirekli olarak
arastirilmaktadir. Biiylik hacimli arastirma sonuglari, mevcut GDO'larin insan
tiiketimi ve hayvan yemi olarak gilivenli oldugunu gostermektedir. Bu sonuclar, The
American Association for the Advancement of Science (AAAS), The National
Academies of Science (NAS), The World Health Organisation (WHO) gibi bircok

giivenilir meslek kurulusu tarafindan onaylanmustir.

Elestirmenler ise GDO’nun yarar veya zararlar1 konusunda yeterli test yapilmadigini
iddia etmektedir (Novella, 2014). Bu nedenle, tim faaliyetlerin risklerini
degerlendirmek, insanlar1 ve ¢evreyi korumak i¢in gerekli kontrollerin yapildigindan
emin olmak c¢ok 6nemlidir. Bu tiir isler i¢in risk degerlendirmelerinin, ¢aligmaya
baslamadan Once onay igin diizenleyici makamlara sunulmasi tavsiye edilmektedir.
Diizenleyici makamlar, bu nedenle, c¢alisma faaliyetleri sirasinda bulasict
materyalleri igeren tesis ve ekipmanlarda c¢aligmanin yapilmasini saglayacak

konumdadir.

2.1.7 GDO konusunda yasal dizenlemeler

Transgenikler hakkindaki ana tartigma alanlari, genetik olarak modifiye mahsullerin
ve GM gidalarin insan, hayvan saglig1 ve g¢evre tizerindeki gergek ve potansiyel
riskleri, pestisit direnci iizerindeki etkisi, yapilan ve yaymlanan arastirmalarin gen

teknolojisi ve GM iizerindeki giivenilirligi ile objektifligi hakkindadir. GM gidalarin
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etiketlenmesinin gerekip gerekmedigi, gen teknolojisi ve GM mahsullerinin ¢iftgiler
tizerindeki etkisi, biyoteknoloji sirketleri, aragtirmacilar ve hiikiimet arasindaki ¢ikar
catigmalari, GM gidalarin diinya niifusu tzerindeki beslenmedeki olasi rolii ve diinya
capinda gida gilivensizliginin azaltilmasina yardimci olup olmadigi hakkinda
tartismalar devam etmektedir. Bu sebeple, GDO'larmn, insanlar ve g¢evre arasindaki
temasini yonetmek ve smirlandirmak igin bazi kontrol onlemlerinin uygulanmasi
gerekmektedir. Transgeniklerin yonetim siireci GDO'larin kullanimi, depolanmasi,

taginmasi ve imhasini1 kapsamaktadir (Health and Safety Executive, 2017).

GM gidalar da dahil olmak tizere GDO UrUnlerinin etiketlenmesi, dizenleyici kurum
ve yetkilileri ilgilendiren ana konulardan biridir. Genel olarak, GDO Urinlerinin
etiketlenmesi tilkeler arasinda degisen bir esik GDO igerik seviyesine kadar zorunlu
veya istege bagli olmakla beraber bu konuda ¢ok fazla tartisma vardir. Tarim
endustrisi etiketlemenin gonillii olmas1 gerektigine, serbest pazar ve tuketici
tercihlerinin etiketleme siirecini etkileyecegine inanmaktadir. Tiiketicilerin etiketli
gidalar1 etiketsiz gidalara tercih etmesi durumunda, endiistri kendini Yyeniden
dizenleme veya tiiketicileri kaybetme riski tagimaktadir. Tartismanin diger tarafinda,
insanlarin ne yediklerini bilme hakkina sahip olduklarini belirten GDO gidalarinin

zorunlu olarak etiketlenmesine inanan tiiketici gruplar1 bulunmaktadir.

GDO teknolojisinde etiketleme hakkinda uluslararas1 goriis farkliliklart vardir.
Avrupa birligi (AB), GDO mahsulu tretim siirecine dayanan diizenleyici rejimler ve
yasal zorunluluklar uygulayarak, GDQO'lu {iriinlerin izlenebilirligi ve etiketlenmesi
yoluyla tiketici se¢cimine bagli bir uygulama sunmaktadir. Ayrica GDO olmayan
tahil veya gida / yem iriinlerinde tesadifl veya disiik seviyeli GDO varligi da
Cartagena Biyogiivenlik Protokolii'ne uyan iilkeler i¢in uluslararas: endise kaynagi
olmustur. Bu yaklagima gore, genetigi degistirilmis organizmalar, bu iirlinlerin
etkinligini 6lgen bilimsel verilere iligskin olarak, insan sagligi ve biyolojik ¢esitlilik
tizerindeki riskleri en aza indirecek sekilde kullanilmali, tasinmali ve islenmelidir
(Madde 18.2.a). AB'deki mevzuata gore, analitik bir numunede agirlik¢a % 0,9'luk
GDO igeriginin esik seviyesinde mevcut olabilecegi ve en az bu oranda varligi
kanitlanan tahillarin / yagh tohumlarin, gida ve yem iirlinlerinin izlenebilirligi ve
etiketlenmesinin kabul edilebilir oldugu belirtilmektedir. Kanada ve ABD, son

iriiniin besin icerigi ve gida guvenligi yonindeki GDO varligiin GDO olmayan
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urunlerden ayirt edilemez oldugunu ve bu gida tiriinlerinin GDO’lu Urtinler ile blytk

olglde esdeger oldugunu diisiinmektedir (Vega Rodriguez ve digerleri, 2022).

Ulkemizde de 2010 yil1 5977 sayili Biyogiivenlik Kanununa gére GDO’lu iiriinlerin
gidalarda kullanimi yasaktir ve hayvan yemlerinde kullanimi yine biyogiivenlik
kurulu tarafindan belirlenen izin verilmis genlere ait esik degerleri g¢ercevesinde
etiketleme zorunlulugu igerisindedir. GDO igerikleri bakimindan var olan {ilkeler
aras1 bu temel farkliliklar diinya ¢apinda es zamansiz diizenlemeler ve izlenebilirlik
gereksinimleri nedeniyle, tedarik zincirini izleyen, {iriin igerigini dogru bir sekilde
onaylayan ve uluslararasi etiketlemeye uygunluk gdsteren dogrulanmis analitik
yontemler uygulanmadikga tahil ticaretini bozma potansiyeli yaratmaktadir (Demeke
ve Jenkins, 2010). Bu sebeple yapilan tez ¢alismasinin, iilkemizde 6zellikle islenmis
gidalar i¢in yapilan GDO tespiti metotlarinin daha da gelistirilmesine katki saglamasi

beklenmektedir.

2.1.8 GDO tespit yontemleri

Avrupa mevzuatina gore (Komisyon Tavsiyesi, 2004/787 / CE), transgenik DNA'nin
miktari, GDO DNA kopyalar1 / taksonomik DNA kopyalar1 orani olarak ifade
edilmelidir, bu ylizden GDO'lar1 i¢ceren numunelerin analizi, yabani tiir organizmada
mevcut olan hedef bitki tiirlerinden toplam DNA miktarinin bir tahminini saglamak
icin taksonya 0zgii miktarlarin belirlenmesini gerektirir. Gida ve yem orneklerinde
GDO'larin varliginin ortaya koyulmas: protokole uygun bir 6n islem adimindan
taksona 6zgli deneyle baslamaktadir. Bitkisel DNA bulunmasi durumunda pozitif
sonug elde edilir. Sonraki adimdaki, tarama testi ile herhangi bir GDO'nun varliginin
dogrulanmas1 amacglanmaktadir. Son olarak ise, spesifik olay1 ve / veya eklenmis
geni ayut etmek ve ardindan numunedeki GDO igeriginin niceliksel olarak
belirlenmesi gerekmektedir (Noma ve digerleri, 2022). Bu deneysel akis metoduna
gore, tez ¢aligmasinin molekiiler ayagi boyunca hedef bitki tiirlerinin tespiti i¢in soya
ve musir igerigi bakimindan taksona 06zgili PCR taramalar1 yapilmis, ardindan

transgenik gen bolgesi taramalari gergeklestirilmistir.

Tarimsal {iriinlerde, gida ve yemlerde GDQO'larin mevcudiyetinin ve miktarinin
izlenmesi ve dogrulanmasi ihtiyaci, bu tirtinlerin dogru, hassas, hizli, ucuz tespiti igin
analitik yontemlere olan ilgiyi ortaya ¢ikarmistir. GDO'larin varliini ortaya koymak

icin protein ve DNA'min saptanmasina dayanan iki klasik yaklasim kullanilmistir
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(Elenis ve digerleri, 2008). Protein temelli yontemler, transgenik genler tarafindan
kodlanan yeni proteinleri tespit ederken, DNA temelli ydntemler, genetik
modifikasyonla ilgili DNA dizisini tespit etmektedir. Bu iki yontem icerisinde DNA
temelli yontemler daha yaygin olarak kullanilmaktadir (Fraiture ve digerleri, 2015).

GDO'larda bulunan DNA hedeflerine gore, DNA temelli GDO testleri farkli
basamaklarda siniflandirilmaktadir. Birinci basamakta yer alan yontemler siklikla
“tarama yontemleri” olarak adlandirilir ve birgok farkli GDO'da bulunan promotdrler
ve terminatorler gibi GDO'larda ortak olan DNA elementleri icerir. Bazen, neomisin
fosfotransferaz Il (nptll) geni olarak adlandirilan neomisin-kanamisin direncli gen
gibi marker genleri de tarama hedefleri olarak kullanilmaktadir (Wang ve digerleri,
2009). ikinci basamak, spesifik genetik modifikasyonla iliskili 6zellik geninin bir
pargasini tespit eden gene 6zgu yontemlerdir. Bu yonteme 6rnek olarak Bt veya CP4
EPSPS genleri verilebilir. Pozitif bir sinyal elde edilirse, GM ile iligkili dizilerin
varligi oldukca muhtemeldir, ancak belirli bir GDO'yu tanimlamak bu 6zellik
geninin farkli organizmalarin transformasyonunda da kullanilabilir olmasi
bakimindan kesinlik saglamaz (Miraglia ve digerleri, 2004). Hem tarama hem de gen
spesifik yontemler dogal olarak meydana gelen DNA sekanslarina ¢ok yakin bir
sekilde tespit edilir ve bu da testlerde yanlis pozitif analitik sonug elde etme riskini
onemli 6lguide arttirir. Ugiincii basamak, promotér 6zellik geni ve sirekli terminator
gibi iki DNA unsuru arasindaki baglantiy1 hedefleyen yapiya 6zgii yontemlerdir. Bu
yontemler, dogada bulunmayan DNA dizilerini hedefler. Bununla birlikte, farkli
GDO'lar, 6rnek olarak, ayn1 promotdr ve ozellik genlerine sahip iki farkli GDO
misir, MON809 ve MONS10 i¢in oldugu gibi ayn1t DNA elemanlarini paylasabilirler.
En yiiksek 0Ozgiilliige, eklenen DNA ile alict genomu arasindaki entegrasyon
lokusunda bulunan, hedefin karakteristigi olan benzersiz birlesim noktalar1 olmasi
durumunda ulasilir. Bu tiir yonlemlere olaya 6zel yontemler denir. Ancak, bu
yontemlerin bile sinirlamalar1 vardir. iki GDO hatti arasindaki melezleme, istiflenmis
genlere yol acabilir. Ornegin, herbisit toleransli bir GDO, insektisit toleransli bir
GDO ile birlestirilebilir. Ortaya ¢ikan melezlerde her iki dizi gen bulunur. Kantitatif
yontemler istiflenmis gene sahip GDO ve iki ebeveyn GDO'su arasinda ayrim
yapamaz. ABD'de, bu tir hibrid GDO diizenlenemez. Bununla birlikte, Avrupa
Birligi'nde, gen istiflenmis melezler yeni tek GDO olarak kabul edilir ve kendi

yetkilerini gerektirir (Miraglia ve digerleri, 2004).
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Protein temelli yontemler, protein ve spesifik antikor arasindaki baglanmayr hedef
alir ve bu yontemlerin ¢ogu enzim bagli immiinosorbent analizine (ELISA)
dayanmaktadir. Bu durumda, proteinin biitiinliiglinii etkileyen teknolojik siirecler g6z
ontinde bulundurulmalidir ve bu yaklasimlar genellikle ayn1 veya benzer proteinleri
eksprese eden ¢esitli GDO'lar arasinda ayrim yapamaz (Mafra ve digerleri, 2008).
GDO tespiti i¢in uygulanan DNA bazli yontemler i¢inde bu yontemin yiiksek
duyarliligi nedeniyle ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yer
almaktadir (Gaspari¢ ve digerleri, 2010). Ancak, teknik nispeten pahali ekipman ve

nitelikli personel gerektirir.

Gida giivenligi degerlendirmesinin temel amaci, gidalarin kimligi ve bilesimi
hakkinda giivenilir bilgi saglamak ve zararli bilesenlerin varligin1 azaltmaktir.
Giiniimiizde, patojenlerin varligindan ziyade, gizli alerjenlerin varligi, hileli
uygulamalar ve gidadaki genetik modifikasyonlar iizerine yaygin tiiketici endiseleri
bulunmaktadir. Buna gore, gida diizenlemeleri yiiksek diizeyde koruma sunmaya ve
tiketicilere seffaf bilgi vermeye yonelmektedir. Bu gereksinimleri yerine getirmek
icin analitik yOntemlerin kullanilabilirlii 6nemlidir. Protein temelli stratejiler
genellikle bu amagla kullanilir, ancak bazi sinirlamalar sunar. DNA, ¢cogu dokularda
bulunan ve c¢ogaltilabilen daha kararli bir molekiil oldugundan, DNA bazl
yaklagimlarin  (polimeraz  zincir reaksiyonu, mikrodiziler ve genosensorler)
gelistirilmesi giderek artmaktadir. Bu nedenle, GDO'larin saptanmasinda alternatifler

saglayabilecek diger bazi analitik teknolojiler ortaya ¢ikmaktadir.

Basitlik, otomasyon, diisiik maliyet ve iyi analitik 6zellikleri nedeniyle biyosensorler
GDO analizi igin yeni bir DNA tespit teknolojisi olarak tercih edilmektedir. Bu
sebeple bu tez calismasinda da tercih edilen elektrokimyasal genosensorler bu
ihtiyaglarin ~ giderilmesinde biiyiik rol oynayabilir. DNA biyosensorleri, iki
tamamlayici iplik, hedef ve prob olarak adlandirilan tanima elemani arasinda bir
hibridizasyon tespit reaksiyonuna dayanmaktadir. Bu cihazlarda, transdiser olarak
elektrot bazli platform kullanir ve bu oldukga spesifik hibridizasyon reaksiyonunu
olgiilebilir bir sinyale doniistiirmek icin genellikle bir raportér molekiil (elektroaktif

molekiller veya enzimler) sisteme eklenir (Martin-Fernandez ve digerleri, 2017).
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2.2 Biyosensorler

2.2.1 Biyosensorlerin tanim ve tarihi

"Sensor" kelimesi, kokeninde Latince "sentire” kelimesinden gelmektedir; bu sdzcik
herhangi bir seyi 'tanimlamak' anlamina gelir. Temel olarak fiziksel ve kimyasal
sensorler insan duyularina dayanmaktadir (Ali ve digerleri, 2017). Fiziksel sensorler,
elektromanyetik radyasyon, akustik dalgalar ve basing gibi fiziksel 6zellige yanit
veren yapilardan olusur ve bu durum goérme duyusu, isitme, dokunma gibi dig

uyarilara tepki verme durumuna benzetilebilir (Yuriyama ve Kushida, 2010).

Fiziksel ve kimyasal algilama tekniklerini iceren biyosensorler, son zamanlarda
tanimlanan sensor siniflarindan biridir (Buenger ve digerleri, 2012). Ortamdaki
biyokimyasal ve Dbiyofiziksel degisimlerin  yorumlanmasinda  kullanilan
biyosensorler, alici-doniistiiriicli temelli araglardir. Baska bir tanimla biyosensorler,
biyolojik bir olay1 6lgiilebilir bir sinyale doniistiiren analitik cihazlardir. Ayrica
biyosensdrlerin diger sensor cesitlerine gore en ilgi cekici 6zelligi ortamda bulunan
bazi biyolojik molekiillerin algilanmasinda goérev alan biyolojik tabanli tanima
elemaninin varhigidir (Wang, 2006). Antikor-antijen etkilesimi gibi belirli biyolojik
analitlerin tespiti ve gozlemi icin elektrokimyasal transduserlerle (sinyal ceviriciler)
DNA, RNA ve proteinler/enzimler gibi biyolojik varliklarin kombinasyonunu
icermesi bakimmdan disiplinler arasi bir teknolojidir ve miithendislik, mikrobiyoloji,

fizik, kimya, biyoloji ve biyoteknolojinin ortak ¢abalarini igerir (Hinze, 1994).

Klinik, gida ve ¢evre uygulamasinda kullanilan bir¢ok sensor, ortamdaki analiti ayni
anda ve devamli sekilde izleyebilmelidir. Seker hastalari tarafindan kisisel kan
sekerinin takibi gibi bazi 6nemli tibbi uygulamalar i¢in tek kullanimlik biyosensorler
bulunmaktadir. Ornegin, gen ¢alismalarinda floresan temelli biyosensorler,
aragtirmacilarin karmagik kimyasal siiregleri incelemesi ve analiz etmesi bakimindan
blylk 6neme sahiptir (Palmer, 2011). Gida endiistrisinde kullanilan biyosensorler,
hem taze gidalardaki mantar ve bakteri kontaminasyonunun takibi hem de bozuk
gidalardan kaynaklanan biyolojik icerigin tespit edilmesi i¢in uygulanabilir teknikler
onermektedir (Situ, 2010). Cevresel agidan bakildiginda, biyosensorler hava kirliligi,
agir metal veya patojen vb. varliginin tespitinde (Tamayo, 2001), savunma sanayi
icin Ozellikle biyoterdr saldirilarinda Bacillus anthracis, Ebola, hepatit C virusleri

gibi biyolojik varliklari tespit etmede kullanilabilir (Edelstein ve digerleri, 2000).
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Biyosensorlerin tarihgesi, glikoz tespiti ve 6lglimii i¢in icat edilmis potansiyometrik
enzim temelli bir elektroda dayanmaktadir (Clark ve Lyons, 1962). L.C. Clark,
ameliyat esnasinda kandaki Oz miktarini elekrokimyasal olarak izlemistir. Glikoz,
elektrot etrafindaki membranda elektrot yiizeyine geldiginde glikoz glukonik aside
doniisiir (Sekil 2.1). Boylece hem elektrot ile fiziksel sistemin duyarliligi hem de
enzim varligi ile biyolojik sistemin spesifikligi birlestirilmistir.

. likoz oksid . . .
glikoz + O, +H,0 M glikonik asit + H,0,

Elektrotta: O, + 2" + 2H* H20;
Ag anot
Pt katot
Laf
_Gllkoz oks_ldaz | 0, gecirgen
iceren enzim 'S membran
tabakasi

Al
-kj\\-) 7 Elektrolit
O, \;/KGlikoz

H.0;

Sekil 2.1 : Glikoz tespitinde kullanilan Clark elektrodu
(Kokbas ve digerleri, 2013)

Klasik elektrokimyada sensorler ilk asamada, sadece anyon ve katyon tespitinde
kullanilirken, ilerleyen yillarda biyolojik materyalin de sisteme katilmasi ile pek ¢ok
maddenin tayini miimkiin olmustur. Son zamanlarda ise, tasmabilir, kiigiik
boyutlu/nano boyutlu ve ¢ok islevli biyosensorlerin gelistirilmesine yonelik daha

ekonomik biyosensor tasarimlari lizerine ¢alisiimaktadir (Vidal, 2013).

2.2.2 Biyosensori olusturan temel bilesenler

Sensor yapilari, ortamda belli bir analite yanit verebilen belirli reaksiyon bdlgeleri
icermektedir. Analitten gelen bilginin elektrik sinyaline doniistiiriilmesini baglatan
bolgede fiziko-kimyasal bir etkilesim tetiklenmektedir. Sonrasinda, olusan elektrik
sinyali algilama yanitin1 gergeklestiren islem birimine iletilir (Yogeswaran ve Chen,
2008). Teknik olarak sensorler, algilama kismi ve doniistiiriici olmak tizere iki
boliimden olusur. Reseptor, fiziksel/kimyasal uyariyr alir ve bu bilgiyi elektrik

enerjisi biciminde donistliriirken, doniistiirlicii bu enerjiyi daha sonra analiz
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edilebilecek ve elektronik bir bicimde sunulabilecek degerli analitik sinyale

doniistiirme 1slevini yerine getirir (Gordeliy ve digerleri, 2002).

Biyosensorlerde biyoelement (biyoreseptér) ve algilama elemani temeldir.
Biyoelement, genellikle ortamdaki diger tiirlere karsi tepkisiz kalirken, ilgili
ortamdan belirli analiti spesifik olarak tespit etmesi gereken tirdur. Algilama ise,
biyosensOriin manyetik, optik, elektrokimyasal mekanizmalar gibi yollarla sinyal

iiretilmesine dayanir (Chao ve digerleri, 2016).

Biyosensoriin performansi genellikle, duyarliligi, teshis sinir1 (LOD), dogrusal ve
dinamik araliklari, yanitin tekrarlanabilirligi veya kesinligi, segiciligi ile girigim
yapan tirlere karst yaniti gibi temellere bagh olarak degerlendirilir (Eggins, 2002).
Siklikla karsilastirilan diger parametreler arasinda da sensoriin tepki/cevap siresi,
calisma ve depolama kararliligi, kullanim kolaylig1 ve tagmabilirlik yer alir. ideal
olarak, ardisik birka¢ Ol¢iimiin yapilabilmesi bakimindan algilamanin gergeklestigi

sensor ylizeyinin yenilenebilir olmasi 6nemlidir (Ronkainen ve digerleri, 2010).

2.2.3 Biyoreseptor tirtne gore biyosensorler

Biyosensorlerin siniflandirilmasinda birkag farkli yaklasim bulunmaktadir (Buenger
ve digerleri, 2012). Biyoelement temelinde bir smiflandirma yapildiginda; enzim,
nikleik asit, proteinler, mikroorganizmalar, oligontkleotidler, ligandlar vb. gibi
farkli biyosensor gesitleri mevcuttur (Mohanty ve Kougianos, 2006). Tespit edilen
analit tipinin ardindan DNA, glikoz, toksinler, mikotoksinler, ilaclar veya enzim

bazli biyosensor siniflar elde edilmektedir (Turner, 2000).

Enzim biyosensorlerinde, enzimlerin molekiler tanima ozelliklerinin kullanimi
analitik yontemin yiiksek hassasiyetiyle birlestirilir. Enzimler substrati iiriine katalize
eden, reaksiyonda tiiketilmeyen proteinlerdir. Hedef analiti anahtar Kkilit iliskisine
benzer sekilde taniyabilirler. Enzimler ayrica, diger biyolojik reseptorlere gore
oldukc¢a hizlidir, ¢esitli transdiiksiyon mekanizmalariyla birlikte kullanilabilir ayrica

daha hassas ve duyarlidir. Bu biyoreseptorlerin ¢alisma mekanizmalari:

(1) analitin sensorle saptanabilir bir iiriine dontistiiriilmesi;
(2) enzim inhibitorl veya aktivatori olarak gorev yapan bir analitin tespiti; veya
(3) analit ile etkilesim Ttzerine enzim Ozelliklerinin  modifikasyonunun

degerlendirilmesi seklinde olabilir.
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Bir immiinosensdr, spesifik antijeni tespit etmek i¢in antikorlar1 biyoreseptdr olarak
kullanir. immiinolojik testler spesifik analitik tekniklerdir ¢linkii son derece diisiik
teshis smirlar1 saglar ve cesitli maddeler i¢in kullanilabilir. Bu tiir deneyler,
proteinlerin tanimlanmasi ve nicelenmesi i¢in son derece kullanighi hale gelir.
Immiinoanaliz terimi, immiinreaksiyonlara dayali testler icin kullanilirken,
immiinosensor terimi Ozellikle tiim aletleri, yani immiinreaksiyonlara dayali

biyosensorleri tanimlamak i¢in kullanilir (Kuranakaran ve digerleri, 2015).

Nukleik asit temelli biyolojik tanima mekanizmasi, DNA veya RNA'nin
hibridizasyonunu igerir. Cift sarmalli DNA (dsDNA) olusturmak i¢in tek sarmalli iKi
DNA (ssDNA) zinciri arasindaki yiiksek diizeyde spesifik afinite baglama
reaksiyonu, niikleik asitleri biyolojik tanima elemani olarak kullanan nikleik asit
temelli biyosensorlerde kullanilmaktadir.  DNA'nin  birbirine eslenik dizileri
arasindaki baz etkilesimleri oldukca saglam ve spesifiktir. Bu sayede DNA,
biyoalgilama uygulamalari i¢in olduk¢a uygun bir molekiil olarak 6ne ¢ikmaktadir.
DNA tabanli biyosensorlerde, hedef DNA, tanima katmaninda yakalanir. Ortaya
cikan hibridizasyon sinyali, goriintiileme ve analiz i¢in kullanilabilir bir sinyale
dontisttriliir (Kuranakaran ve digerleri, 2015; Kuralay ve digerleri, 2018; Gursoy ve
digerleri, 2019).

Mikrobiyal biyosensorler, hedef analitlerin tespiti i¢in mikroorganizmalart bir
doniistiirticti tizerinde immobilize hale getiren analitik cihazlardir. Bakteriler ve
mantarlar gibi mikroorganizmalar, belirli molekiilleri veya ¢evredeki ortamin genel
durumunu saptamak icin biyosensorlerde tanima elementi olarak kullanilabilir.
Enzim bazli biyosensdrlerle karsilastirildiginda, mikrobiyal biyosensorler saflastirma

gerektirmez (Kuranakaran ve digerleri, 2015).

2.2.4 Analit ve biyoaktif madde arasi etkilesime gore biyosensorler

Analit ile biyoaktif madde arasindaki etkilesime bagli olarak biyosensorler,
biyoaffinite, biyokatalitik, immobilize hucre temelli ve transmembran esasli olmak

iizere ¢esitlendirilebilir.

Biyoaffinite biyosensorleri, biyolojik bilesenler arasindaki segici baglanma
etkilesimlerini temel almaktadir. Bu bilesenler, niikleik asitler, reseptorler veya analit
ile antikor arasindaki etkilesimler olabilir (Babamiri ve digerleri, 2019). Bu

biyosensorler, reseptér molekiillerinin analit molekiillerini “geri doniistimsiiz olarak”
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bagladig1 ve olusan etkinin bir donistiiriici tarafindan algilanan fizikokimyasal

degisiklige neden oldugu cihazlardir.

Biyokatalitik esasli biyosensorler, cesitli kimyasal maddelerin tayini i¢in, enzim
immobilizasyonu ile enzimin substrati, aktivatorii, koenzimi veya substratini
kullanan sensér gruplaridir. Ornegin, immobilize glikoz oksidazli sensor seritleri,

seker hastaliginin kisisel/evde izlenmesi i¢in kullanilmaktadir.

Immobilize hiicre temelli biyosensorlerde, iletici sistem (izerindeki hiicrelerin
immobilizasyonu sayesinde, bu hiicreler tarafindan metabolize edilmis olan farkli

maddelerin tayini yapilabilir.

Transmembran temelli biyosensorlerde, hiicre membranlari iginde yer alan farkli
molekiillere spesifik membran proteinleri veya reseptorleri kullanilarak belli

molekiillerin se¢imli bir sekilde tayin edilmesi saglanir.

2.2.5 Transduser (sinyal gevirici) cesidine gore biyosensorler

Kullanilan  transdiiksiyon  (g¢evrim) ilkesine baglh olarak biyosensorler;
elektrokimyasal, optik, sicakliga baglh, kiitle tabanli biyosensorler gibi smiflara

ayrilmaktadir (Thevenot ve digerleri, 2001).

Optik biyosensorler, yiiksek hassasiyetleri nedeniyle uygulamalar igin umut verici
sensOrler olarak kabul edilirler. Biyomolekiillerin ger¢ek zamanli ve yerinde
etkilesimini tespit etmek icin, biyomolekiillerin algilama plakalarinin yiizeyinde
hareketsiz hale getirilmis reseptorlere baglanmasindan sonra olusan fiziksel
degisiklikler optik 0zelliklere bagli olarak sinyaller olusturmaktadir. Optik
biyosensorler yiizey plazmon rezonanst (SPR), Raman ve Fourier doniisiimlii
kizilotesi (FTIR) spektroskopisi ve floresan etkilerine gore cesitlendirilebilmektedir
(Yang ve digerleri, 2020).

Sicakliga bagli (termal) biyosensorlerde, genel olarak etkilesim sonucu olusan
sicaklik degisikligi takip edilmektedir (Dinh ve digerleri, 2017). Termal
biyosensorler, reaksiyon entalpilerindeki degisimi termometrik olarak tespit etmek
icin kullanilir (Grime, 1985; Yang ve digerleri, 2020).

Kiitle tabanli biyosensorler, piezoelektrik sensor, kuvars kristal mikro terazi (QCM)

ve yiizey akustik dalgas1 gibi farkli tiirdeki sensorlerde karsilik gelen bir degisiklikle
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belirlenen analitlerin taninmasi igin kiitle degisikliklerinden yararlanan kiitle tabanli

biyoalgilama uygulamalarini kapsar (Yang ve digerleri, 2020).

Elektrokimyasal biyosensorde etkilesimin gerceklestigi alt taban elektrottur.
Elektrokimyasal biyosensorler, biyolojik bir olayin elektrik sinyaline dogrudan
doniistiiriilmesini hassas ve hizli bir sekilde saglama yetenegine sahiptir, bu da onlar1
biyolojik bir numune veya ilgilenilen analitin igerigini ya da konsantrasyonunu tespit
etmek i¢in olduk¢a arzu edilir ve ¢ekici kilar. Elektrokimyasal biyosensorler,
reaksiyon hacminden bagimsizdir, yle ki kiiglik hacimli numuneler bile 6lculebilir.
Sensor ¢alismalart genellikle ¢alisma, referans ve bir karsi elektrot igermektedir.
Bazi durumlarda (potansiyometrik analiz gibi) sadece ¢aligma ve referans elektrot
kullanilmaktadir. Potansiyometri, iletkenlik, amperometri, elektrokimyasal empedans
spektroskopisi  gibi  yontemlere dayali olarak elektrokimyasal sensorler
gruplandirilmaktadir. Ayrica, elektroanalitik ¢alismalarda voltametrik tekniklerden
de faydalanilmaktadir (Yang ve digerleri, 2020). Bu tez c¢aligmasinda; ylksek
hassasiyetleri, kullanim kolayliklari, tasmabilirlik, diisiik maliyet ve iiretim kolayligi
gibi birgok avantajindan dolay1 elektrokimyasal biyosensor teknolojisinden

yararlanilmistir.

2.2.6 Biyosensorlerin avantajlar: ve kullanim alanlar:

Biyosensorler, farkli turlerin tayinine olanak veren modern analitik cihazlardir ve
hastalik teshisi, tip, gida uygulamalar1 gibi 6nemli alanlarda kullanim kolayligi
saglamaktadir. Maliyet etkinligi, hizli analiz, kullanic1 dostu olma gibi Ozellikler
biyosensér kullanimmi artirmaktadir (Chowdhury ve digerleri, 2019; Thapa ve
digerleri, 2021). Bu kriterlerin saglanmasi adina kimya, nanoteknoloji ve biyolojik
bilim yaklagimlarini i¢eren ¢alismalar 6nem kazanmaktadir. Biyosensor teknolojisi;
gida, ¢evre, tarim ve diger birgok biyoteknolojik endiistriler gibi sayisiz uygulama
alan1 bulmaktadir (Arora, 2018; Kumar ve Arora, 2020; Fatima ve digerleri, 2022,
Mei ve digerleri, 2022; Ventura-Aguilar ve digerleri, 2023).

Ornegin, Gesitli giyilebilir elektrokimyasal biyosensorler, bir kullanicinm saglik
durumunun gostergeleri olarak viicut sivisindaki elektrolitlerin ve metabolitlerin
gercek zamanl invazif olmayan tarama amagli ortaya konulmustur (Bandodkar ve
Wang, 2014).
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Biyosensorlerin gida endiistrisinde bozulmus gida gazlarini tespit etmek, kontamine
gidalar1 tanimlamak ve taze gidalardaki bakteri, mantar gibi mikroorganizmalarin
varligini ve biiyiimesini kontrol etmek i¢in de uygulamalari vardir (Tamayo ve
digerleri, 2001). Ayrica, diinyanin mevcut senaryosunda, biyoterdrizm tehditleriyle
kars1 karsiya olmamiz bakimindan biyosensorler, B. anthracis (Bacillus anthracis),
hepatit C virlisi, E-bola, SARS (Siddetli Akut Solunum Sendromu) viriisii vb.
biyolojik varliklarin mevcut zararlar1 ve zarar vermek i¢in kasith olarak
kullanilmasina kars1 bu saldirilar1 baskin ¢ikmadan once tespit etmek adina basariyla
kullanilmistir (Edelstein ve digerleri, 2000). Biyosensorler, yapilandirarak siirekli
izleme ve siire¢ kontroli optimize edilebilmektedir. Bu sayede ugrastirict ve zaman
alici tam1 laboratuvar analizlerinin 6nemli parametreleri yerinde teshis ve tespit

edilebilecektir.

Sonug olarak, biyosensorlerin gelisimi ¢ogunlukla duyarhilik, secimlilik, kiguk
molekil tespitine olanak ve maliyet etkinligi gibi Ozelliklere dayanmaktadir.
Nanomalzemelerle kombinasyon halinde elektrokimyasal sensorlerde gorilen
ilerlemenin bir kismui, iyilestirilmis Ozelliklere sahip biyosensor tasarimlart ile
sonug¢lanmaktadir (Bandodkar ve Wang, 2014). Genel olarak, biyoalgilama ve biyo-
fabrikasyonun, elektrokimyasal, optik veya biyo-elektronik ilkeleri ile bunlarin
kombinasyonunu kullanan sentetik biyoloji yaklasimlariyla modern ¢ag i¢in gii¢lii
biyosensorlerin basarili bir sekilde gelistirilmesinin yolu agilmaktadir (Vigneshvar ve
digerleri, 2016). Genis kullanim alan1 ve avantajlar1 sayesinde, biyosensor teknolojisi
gelecek igin umut vericidir, ancak biyosensor sistemini arastirma ve gelistirme
laboratuvarindan pazara ¢ikarmak i¢in kararli, uygun maliyetli ve ¢ok disiplinli
yaklasimlar gerekmektedir (Fatima ve digerleri, 2022; Chadha ve digerleri, 2022;
Kulkarni ve digerleri, 2022)

2.3 Elektrokimya ve Elektrokimyasal Teknikler

Elektrokimya, biyosensorlerde analit tayini igin avantajlar sunan bir tekniktir.
Biyosensor ¢alismalarinda kullanilan elektrokimyasal teknikler; genellikle akim,
iletkenlik, potansiyel (veya gerilim) ve empedans temelli 6lglimlere dayanmaktadir
(Goswami, 2020; Hashem ve digerleri, 2022; Ramya ve digerleri, 2022).

Tez kapsaminda yer alan elektrokimyasal karakterizasyon ve elektroanalitik

calismalarda kullanilan yontemlere ait genel bilgiler asagida sunulmaktadir:
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2.3.1 Voltametrik teknikler

Voltametri, elektroanalitik ve karakterizasyon g¢alismalarinda kullanilan ¢ok yonli
bir tekniktir. Bu teknikte, degistirilen potansiyele bagl olarak degisen akim 6lgulur.
Akim degerleri analit konsantrasyonu ile iliskilendirilir (Bard ve Faulkner, 2001). Ek
olarak voltametri, tek bir elektrokimyasal deneyle birbirinden farkli potansiyellerde
cevap veren birden fazla bilesigi saptayabilir. BOylece birden ¢ok analitin ayn1 anda

tayini gergeklestirilebilir.

Voltamogram ad1 verilen akim-potansiyel grafigi, kimyasal reaksiyon hakkinda bilgi
saglar. Voltametrik yontemler arasinda doniisiimli voltametri (CV), lineer siyirma
voltametrisi, hidrodinamik voltametri, diferansiyel puls voltametrisi ve kare dalga

voltametrisi sayilabilir.
Doniistimli voltametri

Donitistimli voltammetri, kimyasal tlrlerin elektrokimyasal 6zelliklerin bir gostergesi
olarak redoks potansiyellerini ve analit veya herhangi bir redoks probuna bagh
redoks akimlarin1 6lgmenin klasik yontemidir (Khalafi ve Rafiee, 2017). Bu teknik,
Sekil 2.2'de gosterildigi gibi calisma elektrodunda tiggen seklinde bir tarama
gerceklestiren lineer siyirma voltametrisi (LSV)'ye benzer. Doniisiimlii voltametride

grafik kapali bir egriden olusur ve geri yonde tarama s6z konusudur.

(a)
EP

Potansiyel

Zaman

Akim, A

Potansiyel, V

Sekil 2.2 : Doniistimlii voltametri a) anodik anlamda baglayan potansiyel
tarama b) tersinir bir redoks sisteminin doniisiimlii voltamogrami (SP,
baslangic potansiyeli; EP, bitis potansiyeli; to Ve ti, taramanin baslangic ve son
zamanlar1) (Karunakaran, 2015).
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Voltametrik teknikler arasinda, doniisiimlii voltametri elektrokimyasal biyosensor
caligmalarinda siklikla kullanilir. Karakterizasyon amagli olarak ise kullanilan redoks
ciftlerinin davranisini incelemede oldukca faydalar saglar (Kuralay ve digerleri,
2018; Giirsoy ve digerleri, 2019). Doniistimlii voltametride, ¢alisma elektrodu adi
verilen bir elektrodun karistirillmayan bir ¢ozelti ortamina daldirilmasi ve belirli bir
tarama hizinda sistemin tutulmasi ile katodik ve anodik yonde tarama yapilir. Bu
asamada, ¢alisma elektrotunun potansiyeli, bir referans elektroda kars1 kontrol edilir.
Tarama sirasinda takip edilen akim ise karsit elektroda gore kontrol edilir (Bard ve
Faulkner, 2001). Bu voltametrik teknikte; potansiyel baslangi¢ potansiyelinden son
potansiyele ve sonra tekrar baslangi¢ potansiyeline cevrilmektedir. Ortaya ¢ikan
grafige, doniistimlii voltamogram adi verilmektedir (Sekil 2.3). Bu voltamogram
platin (Pt) calisma elektrodu kullamlarak ferro/ferrisiyantr ([Fe(CN)e]*’*) redoks
cifti igeren ¢ozelti ortamina aittir. Redoks ¢iftinin yiikseltgenme/indirgenmesine
bagl olarak redoks potansiyellerine karsilik gelen iki farkli akim tepe noktasi (Ipa Ve
Ipc) gozlenir. Epc, katodik tepe (pik) akimina (Ipc) karsilik gelen potansiyeldir, Epa ise
anodik tepe (pik) akimi (ipa) ile iliskili potansiyeldir (Schoning ve Poghossian, 2018).

Katodik bolge

pc

POtanSIerV '/ ah .-m-,lll‘

"'“‘1"
|

pa

Akim/A

Kapaéiﬁf
akim

Faradaik
akim

Anodik bolge

Sekil 2.3 : Ciplak bir Pt elektrotta ferri/ferrosiyanir redoks ¢ifti kullanilarak
alinan donusiimlii voltamogram (Karunakaran ve digerleri, 2015).
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2.3.2 Elektrokimyasal empedans spektroskopisi

Empedans terimi akimimn (alternatif akim) akisina karsi direncin Slgiilmesi seklide
tanimlanabilir. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), belirli bir frekans
araliginda empedansin 6lgiilmesi temeline dayanmaktadir. Bu teknik; elektrokimya
calismalarinda malzeme karakterizasyonu, (biyo)sensor ¢alismalari, korozyon gibi
uygulama alanlarinda olduk¢a karsimiza cikmaktadir. Ozellikle (biyo)sensor
calismalarinda elektrot-¢cOzelti araylizeyindeki yiik transferinin Olgiildiigt yiik
transfer  direnci  (Rct)  degeri  siklikla  kullanilmaktadir.  Elektrotlarin
biyokomponentlerle (biyoreseptorlerle) immobilizasyonu, araylizeyde transfer
direncinde ve kapasitansta degisiklikler meydana getirmektedir. Ayrica bu teknikle,
analitlerin etiket gerektirmeyen (isaretsiz) tespiti yapilabilmektedir. Bir biyosensor
caligmasinda, analit ile etkilesen biyoreseptdr fizikokimyasal bir degisiklik
saglamaktadir. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi ele alindiginda, arayiizdeki
yik transferi, ¢ozelti direnci, ¢ift katmanlh kapasitans gibi kriterler bu asamada 6n
plana ¢ikmaktadir (Barsoukov ve Macdonald, 2005; Karunakaran ve digerleri, 2015;
Hosseini ve digerleri, 2022). EIS son yillarda artan bir popiilerlik kazanmistir ve
sensor, biyoalgilama siireglerinde hassas ve dogru tespit anlaminda avantajlar
saglamaktadir (Jolly ve digerleri, 2015; Hammond ve digerleri, 2016).
Elektrokimyasal empedans verilerini degerlendirmek i¢in en popiiler formatlar
Nyquist ve Bode grafikleridir. Nyquist grafigi seklinde sunulan empedans spektrumu
Sekil 2.4'te gosterilmektedir. Bu grafikte, hayali empedans bileseni (Z"), her uyarma
frekansinda gercek empedans bilesenine (Z') karsi ¢izilmektedir. Rs, ¢0Ozelti
direncidir. Ret, yuk transfer direncini ifade eder. C, ¢ift katmanlh kapasitanstir. W,
Warburg empedansidir ve kiitle transfer sinirlamalarinin etkilerini agiklayan bir

elementtir.
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'Zhayali

dergek

Sekil 2.4 : Nyquist grafigi seklinde sunulan sematik empedans spektrumu
(Karunakaran ve digerleri, 2015).

Bir Nyquist grafigi, arayliz ve ylk (elektron) transfer reaksiyonu hakkinda bilgi
icerir. Bu grafik genellikle diiz bir ¢izgi tarafindan takip edilen eksen iizerinde
uzanan yarim daire bir bolgeyi igerir. Daha yliksek frekanslarda gézlenen yarim daire
kism1 yUK transferiyle sinirlandirilmig siirece karsilik gelirken, dogrusal kisim daha
diisiik frekans araliginin karakteristigidir ve difiizyonla sinirh elektrokimyasal siireci
temsil eder. Yarim dairenin ¢ap1 yik transfer direncine, Rct’e esittir (Karunakaran ve
digerleri, 2015; Strong ve digerleri, 2021; Brett, 2022).

2.4 Elektrokimyasal Biyosensorler

Kimyasal sensorlerin bir alt smifi olarak elektrokimyasal biyosensorler, diisiik
maliyet, yerinde ve basit kullanim gibi avantajlarinin yaninda elektrokimyasal
tekniklerin sahip oldugu yiiksek hassasiyet gibi 6zellikleri de kapsamaktadir (Eggins,
2002; Wang, 2006; Hassanpour ve digerleri, 2018; Hosseini ve digerleri, 2022).
Elektrokimyasal biyosensérler hedef analit ile secici olarak reaksiyona girebilen ve
calisilan analitin konsantrasyonu ile ilgili bir elektrik sinyali iireten bir biyolojik
tanima elemani igerir. Bu biyolojik tanima elemani diger biyosensor tiirlerinde
oldugu gibi antikorlar, proteinler, hicreler, enzimler, dokular veya nukleik asitler
olabilir. Elektrokimyasal biyosensor ¢alismalari, Ggli veya ikili elektrot sistemlerini
iceren ortamda gergeklestirilir.  Elektrokimyasal biyosensér ¢alismalarinda,
amperometri, potansiyometri, iletkenlik, impedimetri ve voltametri gibi tekniklerden

faydalanilir (Baranwal ve digerleri, 2022).
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Calisma elektrodu (WE), ilgilenilen reaksiyonun gergeklestigi elektrottur
(Karunakaran ve digerleri, 2015). Calisma elektrodunun belirli 6zelliklere sahip
olmas1 6nemlidir. Ilgili reaksiyon (indirgenme/indirgenme) calisma elektrodunda
gerceklestiginden, yuksek sinyal-giiriiltii 6zellikleri, tekrarlanabilir cevap, caligma
araliginda inert olma gibi hususlar tercih sebebidir. Ayrica elektriksel iletkenlik,
yiizey tekrarlanabilirligi, mekanik ozellikler, toksisite ve maliyet gibi etkenler de
dikkate alinmalidir. Cams1 karbon elektrot (GCE), platin (Pt) elektrot, altin (Au)
elektrot, serigrafi veya perde baskili elektrotlar, indiyum kalay oksit (ITO), kalem
grafit elektrot (PGE) gibi farkli g¢alisma elektrotlar1 bulunmaktadir (Zhou ve
digerleri, 2010; Abdulbari ve Basheer; 2017; Horwood, 2022).

Kalem grafit elektrotlar:

Diisiik maliyetleri ve kolay kullanimi nedeniyle yazma amacgh kullanilan ve grafit
temelli kursun kalem ugclar1 farkli modifikasyonlara da acik oluslar1 nedeniyle
elektrot malzemesi olarak kullanilabilmektedirler. Bu asamada kalem ucu, kalem ile
birlikte kullanilir. Bu nedenle kaleme elektriksel baglant1 i¢in bakir tel sarilabilir.
Ortaya cikarilan bu elektroda kalem grafit elektrot (PGE) denilmektedir. Herkes
tarafindan giinlik olarak kullanilan kalem, diinyanin her yerinde ¢esitli ¢cap ve
uzunluklarda bulunan tasimabilir, diisiik maliyetli, basit bir grafit malzemedir (Jadon
ve digerleri, 2017). Grafit haricinde kil de i¢cermektedir. Avrupa standartlarina goére
harf 6l¢egi H (sertlik) ve B (siyahlik) seklinde ifade edilir. 9H'den (en sert) 8B'ye (en
yumusak) sertlik veya siyahlik derecesi belirlenir. B tipi uglar blytk miktarda grafit
icermektedir ve daha yumusaktir (Kariuki, 2012; Sharma ve digerleri, 2019),
Simdiye kadar, elektroanalizde calisma elektrotlar1 olarak B, 2B, 3B, 4B, 6B, 3H,
2H, 4H, 6H, HB gibi farkli sertlikte ¢esitli kursun kalem uclar1 kullanilmistir (Wang
ve Kawde, 2001; Kariuki, 2012; Vishnu ve Kumar, 2015). Kalem grafitin ana
bilesimi olan grafit iletkenlik ve kolay analit adsorpsiyonu saglamaktadir (McCreery,
2008). Ayrica, karbon pasta, camsi karbon gibi elektrotlarda yiizeyde farkli safsizlik,
kirlilik olusmasi gibi durumlarin tek kullanimlik kalem grafit elektrot gibi
substratlarda  yaganmamasi  kullanim  potansiyelini  artirmaktadir.  Kolay
erisilebilirligi, 1yi mekanik kararliligi, modifikasyon kolayligi gibi ozellikleri
nedeniyle de kalem grafit elektrotlar ragbet gormektedirler. Ozellikle nanomalzeme
gibi malzemelerle modifikasyondan sonra 6zelliklerinin daha da iyilestirilebilecegi
tespit edilmistir (Yardim, 2011; Akanda ve digerleri, 2016; Giirsoy ve digerleri,
2019).
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Farkli calismalara dayanarak, cesitli polimerler, metal oksit ve diger farklh
malzemeler ile modifye edilen kalem grafit yuzeylerin, kan, gida, endistriyel ve
cesitli cevresel Ornekler gibi ¢esitli ger¢ek numune ortamlarinda var olan
biyomolekiillerin hassas sekilde izlenmesi i¢in verimli bir sekilde uygulanabilecegi
gbzlemlenmistir (Malifarge ve digerleri, 2017; Pandey ve digerleri, 2018). Ornegin,
Kuralay ve digerleri (2018) ¢alismalarinda poli-L-lizin temelli kursun kalem grafit
elektrotlar1 niikleik asit (DNA hibridizasyon tespiti) tayininde kullanmislardir. Yakin
bir zamanda Huang ve arkadaslar1 organik kafes yapilari kullanarak modifiye edilen
kalem grafit elektrotlar ile bisfenol A ve bisfenol S’nin tayinini gergeklestirmislerdir
(Huang ve digerleri, 2022). Genel olarak, PGE'nin diger daha pahali ticari karbon
elektrotlara kiyasla elektrokimyasal Olgiimler i¢cin ucuz ve tek kullanimlik sensor
tasariminda saglayabilecegi avantajlar gz Oniine almmarak bu tez kapsaminda

ylriitiilen biyosensor ¢alismalarinda kullanimi tercih edilmistir.

2.5 Molekiiler Tamima, Prob immobilizasyonu ve Hibridizasyon

Bir biyosensoriin basarisi hedef analiti etkin bir sekilde tanimasina baghdir
(Karunakaran ve digerleri, 2015; Goswami, 2020). GDO'lar1 tespit etmede, DNA'dan
proteinlere kadar biyolojik ajanlar ve biyobelirteclerin saptanmasina yonelik gesitli
tiplerde nanobiosensorler gelistirilmistir (Topkaya ve digerleri, 2016; Aghili ve
digerleri, 2017). Bir elektrokimyasal genosensorin yapimi genellikle asagidaki

asamalart igerir:
(1) DNA probunun elektrot ylizeyine immobilizasyonu,
(2) hedef diziyle hibridizasyon,

(3) etiketli veya etiketsiz olarak sinyal okuma (Deng ve digerleri, 2000; Azimzadeh
ve digerleri, 2016).

Her adimin optimizasyonu, sensoriin genel performansini iyilestirmek i¢in gereklidir.
Prob immobilizasyon asamasi, elektrokimyasal DNA biyosensoriiniin performansini
belirlemede 6nemli bir rol oynar. Adsorpsiyon, kovalent baglanma, kendiliginden
diizenlenmis tek tabakalar (SAM) ve elektropolimerizasyon dahil olmak uzere
DNA'nin immobilizasyonu igin birgok ydntem veya yiizey kimyast kullanilmigtir
(Goswami, 2020). Iimmobilizasyonu igin altin, giimiis, silikon ve bakir

nanopartikiiller dahil olmak iizere farkli tlirde nanomateryallerin kullanimi
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bilinmektedir. Ayrica grafit, grafen ve karbon nanotiipler (CNT) gibi karbon temelli
malzemeler, elektrot yizeyinde nikleik asit immobilizasyonunda uygulama bulmus,
duyarlilig, iletkenligi ve seciciligi kolaylastirmistir (Apiwat ve digerleri, 2016; Xing
ve digerleri, 2016; Sang ve digerleri, 2016; Hashem ve digerleri, 2021).

2.6 Nukleik Asit Temelli Biyosensorler

Nikleik asit biyosensorleri, genellikle tamamlayici sarmal ile hibridize olabilen, son
derece yliksek verimlilige ve iyi 6zgiilliige sahip tek sarmalli ssDNA'dan olusur ve
boylece tamamlayici sarmal DNA veya RNA'nin tespiti kolayca gergeklestirilebilir
(Turner, 2013; Du ve Dong, 2017; Morales ve Halpern, 2018; Hashem ve digerleri,
2022). Tespit yuksek ozgillik (segicilik) ile hibridizasyona dayanir. Ayni zamanda
genosensorler olarak da ifade edilebilecek olan DNA sensorlerindeki biyolojik
tanima Ogeleri, ilgilenilen DNA sekansini (hedef) tamamlayan problar olarak
adlandirilan DNA dizileridir. Uyumsuzlarin varliginda bile tamamlayici sekanslar
arasindaki baz eslestirme etkilesiminin yiiksek Ozgilliiginden dolay1 segicilik

saglanmaktadir (Hashem ve digerleri, 2021).

Cesitli yiiksek hassasiyetli ve segici niikleik asit biyosensorler arasinda,
nanomateryal tabanli elektrokimyasal niikleik asit biyosensorleri dikkat cekmektedir.
Yiiksek hassasiyet, mikro fabrikasyon teknolojilerine uyum saglama, maliyet
etkinligi ve tasmabilirlikleri sayesinde elektrokimyasal niikleik asit biyosensorleri
temel bilim ilkelerini nanobilim temelleriyle iliskilendirebilen ¢ok disiplinli bir

calisma alan1 olmustur (Hashem ve digerleri, 2021).

2.7 Grafen Sentezi ve Uretim Yontemleri

Grafen, karbon atomlarinin sp? hibridizasyonu ile iki boyutlu yapida altigen olarak
diizenlenmis miikemmel kristal ve elektronik O6zelliklere sahip bir malzemedir.
Grafenin en ilgi c¢ekici Ozelliklerinden bazilari, esnekligi, seffafligi (% 97,7)
(Novoselov ve digerleri, 2005; Nair ve digerleri, 2008) ve kaliteye bagh olarak 103-
10% cm?/V'lik yiik tasiyict hareketliligidir (Morozov ve digerleri, 2008). Saglam
karbon-karbon bagi sayesinde ¢ok daha iyi termal ve elektrik iletkenligine sahiptir.
Grafenin tek katmanl kesintisiz yapisi, yiiksek termal iletkenliginden sorumludur ve
oda sicaklig1 kosullarinda, iyi elektriksel iletkenlik (104 S/m), 1s1l iletkenlik (5000
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W/mK), yliksek mekanik dayaniklilik (42 N/m kirilma dayanimi ve 1,0 TPa Young
katsayis1) gibi mitkemmel 6zellikler gostermektedir. Grafenin yaklasik 2600 m?/g'lik
0zgil yiizey alani ve mekanik mukavemeti, onu hafif kompozit malzemeler i¢in
¢ekici kilmaktadir (Yi ve Shen, 2015; Halbig ve digerleri, 2016). Tum bu avantajlar
géz Oniline alindiginda, 2028 yilina kadar grafen pazarmin 300 milyon dolara

ulasacagi tahmin edilmektedir (Cinti ve digerleri, 2018; Ghaffarzadeh, 2019).

Grafen ailesi nanomalzemeleri (GFN), tek katmanli grafen, ¢ok katmanli grafen,

oksitlenmis grafen formu (grafen oksit, GO) ve indirgenmis grafen oksit formundan

olusmaktadir (Sekil 2.5).
Tek katmanh
o grafen coon
rGO
w GFN

Cift katmanh
grafen

Cok katmanl
grafen

Sekil 2.5 : Grafen ailesi nanomalzemeleri (GFN): tek katmanli grafen, cift
katmanl grafen, grafen oksit (GO), indirgenmis grafen oksit (rGO) ve ¢cok
katmanl grafen (Jaleel ve digerleri, 2017).

Saflik ve ylizey kimyasi disinda GFN'nin her bir iiyesinin kusur yogunlugu ve
bilesiminde farkhiliklar bulunmaktadir. Tek katmanli grafen daha yiliksek yiizey
alanina sahiptir. Katman sayis1 arttikca ylizey alani azalir ve rijitlik artar. Tek
katmanl hatasiz grafenin sentezi ile ilgili zorluklar ve yiiksek reaktivitesi nedeniyle,
cok katmanli grafen veya GO biyolojik uygulamalar i¢in yaygin olarak
arastirilmaktadir (Goenka ve digerleri, 2014). Bununla birlikte grafen ailesi
nanomalzemeleri, adsorpsiyon karakteri nedeniyle DNA ve RNA'nin tespitinde
kullanilabilir. Pozitif yiikli grafen, negatif ylk tasiyan niikleotidlerle etkilesime
girebilir ve DNA’y1 niikleaz enzimlerinden koruyabilir (Wu ve digerleri, 2011; Jaleel

ve digerleri, 2017).
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1859'da Brodie, grafiti potasyum klorat ve nitrik asit karisimiyla oksitlemistir. Fakat
bu yontemle gelistirilen GO zaman alic1 bir prosedire sahiptir ve iiriin olusumunu
saglamak icin tekrarlanan bir oksidasyon islemi gerektirmektedir (Sekil 2.6) (Brodie,
1859). 1898'de Staudenmair tarafindan degistirilen Brodies yontemi; grafitin
oksidasyonunun siilfiirik asit, nitrik asit ve potasyum klorat karigimi ile sentezidir.
1937'de Hoffmann, nitrik asidi % 68'lik nitrik asitle degistirmistir (Poh ve digerleri,
2012). GO sentezi i¢in yaygin olarak kullanilan yontem, 1958 yilinda Hummer ve
Offeman tarafindan gelistirilmis daha verimli ve giivenli bir yontemdir. Bu yontem,
konsantre sulfurik asit ile potasyum permanganat ve sodyum nitrat gibi gucli
oksitleyici ajanlar varliginda grafit veya grafenin oksidasyonunu igermektedir.
Reaksiyon patlayicidir, bu nedenle tehlikeli durumdan kaginmak i¢in KMnOy4 ilavesi
buz banyosu altinda gergeklestirilir. Sodyum nitratin hari¢ tutulmasi dahil olmak
tizere Hummers yontemi igin ¢esitli modifikasyonlar arastirilmistir (Paulchamy ve

digerleri, 2015).
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Sekil 2.6 : GO sentezi i¢in kullanilan farkli yontemler
(Jaleel ve digerleri, 2017).

Grafen, genellikle altigen karbon kafesin pul boyutunu ve kalitesini etkileyen
asagidan yukariya (bottom-up) veya yukaridan asagiya (top-down) yodntemlerle
sentezlenmektedir (Eigler ve Hirsch, 2014; Zhang ve digerleri, 2018). Grafen igin
asagidan yukartya sentezler, kiigiik organik molekiillerin katalitik aktif ylizeyler
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lizerinde ayrigsmasina dayanir. Yukaridan asagiya yaklasimlar grafitten baslar ve
grafen katmanlarin1 ayrilir. Grafitten tabakalarin mekanik olarak soyulmasi
konusundaki oOrnekler; tekrarlanan yapigkan bant delaminasyonu (Novoselov ve
Geim, 2004), ultrasonikasyon (Guardia ve digerleri, 2011), 1slak/kuru bilyeli 6gilitme
(Damm ve digerleri, 2015) ve jet kavitasyon/yiiksek basin¢li homojenizasyon
(Nacken ve digerleri, 2015) olarak verilebilir. Bu yontemler esas olarak birkag
katmanli grafen eldesi saglar. Grafitin indirgeyici veya oksidatif yollarla kimyasal
aktivasyonu ise, islenebilen ve grafene doniistiiriilebilen islevsellestirilmis tek grafen

katmanlar1 saglayabilir (Halbig ve digerleri, 2016).

Grafitin s1v1 fazda pul pul dokiilmesi genellikle 1slak kimyasal dagilimi ve ardindan
ylizey aktif maddelerin varliginda veya yoklugunda uygun c¢oziiclilerde sonikasyon
kaynaklt pul pul dokiilmeyi igerir. Cesitli coziiciiler ve yiizey aktif maddeler
kullanilarak pul pul grafitten bir ila dort katmanli grafen tiretmek i¢in sivi fazli pul
pul dokiilme teknigi uygulanarak, rastgele substratlar {izerine yerlestirilebilen,
elektronik ve fotonik uygulamalar i¢in faydali olabilecek yarim santimetre boyutunda
grafen filmler elde edilebilmektedir (Pavlova ve digerleri, 2016; Coros ve digerleri,

2019).

Asagidan yukariya sentez, epitaksiyel yontem, kimyasal buhar biriktirme (CVD),
termal piroliz (Tan ve digerleri, 2018) ve aromatik molekiillerden kimyasal sentezi
icerir. Silisyum karburun (SiC) termal ayrigmasi, yiliksek kaliteli grafen hazirlamak
icin umut verici bir yontemdir. Bu yolla elde edilen epitaksiyel grafen, grafen temelli
elektrikli cihazlara dogrudan uygulanabilir. CVD, yiiksek kaliteli grafenin
hazirlanmasi igin ¢ekici bir yontem olmakla beraber, ayni zamanda sentez
parametrelerinin (sicaklik, basing, biriktirme siiresi, Onciilerin tiiri) hassas
kontroliinii gerektiren karmasik bir yontemdir (Fauzi ve digerleri, 2018; Coros ve

digerleri, 2019).

Bunlarin arasinda, grafen oksitin (GO) kimyasal olarak indirgenmesinin, kisa siirede
diisiik maliyetle bilylik 6lgekli iiretim agisindan en umut verici yontem olduguna
inanilmaktadir (De Silva ve digerleri, 2017). Bu sebeple grafen oksit ve grafen
sentezinde kullanilan en yaygin yontemdir. Bu yontemlerin temelinde grafitin
fiziksel, kimyasal veya mekanik eksfoliasyonu yer almaktadir (Sekil 2.7). Hummers
metodu giiclii asit ve oksitleyicilerin kullanildig1 diisiik maliyet ve biiyiik 6lcekte

Uretime izin veren bir kimyasal sentez metodudur (Hummers ve Offeman, 1958).
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Tiim bu avantajlarindan dolay1 bu tez ¢alismasinda tercih edilen indirgenmis grafen

oksit sentez metodu olarak modifiye Hummers metodu kullanilmustir.
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Sekil 2.7 : Grafitin kimyasal indirgenmesi ve pullandirma
(Hu ve digerleri, 2013).

2.7.1 Elektrot malzemesi olarak grafen

Dikkat cekici elektronik, optik, mekanik, termal ve elektrokimyasal 6zelliklerinin
yaninda grafen elektronik olarak diisiik giiriiltiiye sahip, elektrokimyasal algilama
icin uygun bir malzemedir. Tiim bunlara ek olarak, yiiksek elektriksel iletkenligi ve
verimli elektrokatalitik davranislari, elektrokimyasal uygulamalar i¢in ilgi ¢ekicidir.
Grafenin benzersiz avantajlari arasinda geligmis elektronik 6zellikler, genis bir kenar
diizlemi/bazal diizlem orani ve hizli elektrot kinetigi bulunur. Grafen tabanli
elektroanalitik elektrotlar, geleneksel karbon elektrotlardan daha yiksek
hassasiyetlere, daha diisiik algilama sinirlarma ve daha hizli elektron transfer
kinetigine sahiptir. Grafenin yiiksek ylizey alani, milkemmel elektron iletkenligi,
hidrofobikligi ve grafen filmlerinin gelismis mekanik mukavemeti, grafen filmlerinin
son yillarda Onem kazanmasmi saglamistir. Birgok biyosensdr, grafeni
biyomolekiiler molekiiller icin algilama elemanlar1 olarak dahil etmistir (Cernat ve

digerleri, 2015; Borisova ve digerleri, 2016).

Pirolitik grafitten eksfoliasyon teknigi ile elde edilebilen grafen, tek karbon
atomunun katmanlaridir. Sentez kolaylig1 ve dispersiyon prosesine uygun olmasi

nedeniyle grafen, elektrokimyasal cihazlarin gelistirilmesi gibi teknolojik kiitle
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Olgekli uygulamalar i¢in ucuz ve cazip hale gelmektedir (Li ve digerleri, 2008;

Novoselov, 2010).

2.7.2 Grafen tabanh kompozit malzemeler

Kompozit malzemeler, benzersiz 6zelliklere sahip bir son malzeme tretmek igin
farklh 6zelliklere sahip iki veya daha fazla malzemenin birlestirilmesiyle olusturulan
malzemelerdir ve her birinin en iyi 6zelliklerinden yararlanmak icin iki veya daha
fazla malzemenin birlesimini icerir. Saf grafenin genis bir yiizey alani, milkemmel
elektron hareketliligi, iletkenligi ve genis bir elektrokimyasal kapasitesi vardir, ancak
birgok arastirmaci saf grafenin bir elektrot malzemesi olarak 6nemli avantajlar
sergileyebilmesinde elektrokimyasal aktivitenin  ve islevselligin  kompozit
malzemelerle gelistirilebilecegini belirtmektedir (Ramakrishnan ve digerleri, 2015;
Lawal, 2019). Bu kompozitlerde grafenin varligi, malzemelerin mekanik/elektriksel

ozelliklerini iyilestirmektedir.

Grafenin termal, mekanik ve elektronik 6zellikleri, onu kompozit uygulamalar igin
ana dolgu maddesi olarak ©ne ¢ikarmaktadir. Nanokompozitlerin mekanik,
elektriksel ve termal Ozelliklerini gelistirmek ig¢in ¢ok sayida arastirmaci
nanokompozitlerle grafen {izerinde arastirma yapmistir. Grafen nanokompozit
elektrotlar, Au nanoyapilar (Li ve digerleri, 2017), Ag nanopartikul (NP) (Jamil ve
digerleri, 2015; Yusoff ve digerleri, 2017), FeNP (Yu ve digerleri, 2017), PtNP’ler
(Zan ve digerleri, 2016), TiO2 NP (Liu ve digerleri, 2017), ZnO (Sandhya ve
digerleri, 2018) ile biyomolekillerin tespiti icin elektrokimyasal biyosensoérler

calismalarinda kullanilmistir.

Metal NP'lerin grafen levhalar (zerine immobilizasyonu, yuksek iletkenlik,
elektrokatalitik aktivite, daha az biyolojik kontaminasyon, yiksek hassasiyet ve
yiksek segicilik saglamakta ve bu malzemelerin elektrokimyasal sensorlerde
kullanimi onlar1 ideal bir aktif malzeme haline getirmektedir (El-Shal ve digerleri,
2019). Ayrica, < 10 nm'lik sentezlenmis soy metal parcaciklari, bu malzemelere
metal oksitlerin sagladigindan daha biiyiik bir yiizey alan1 saglamaktadir (Wang ve
digerleri, 2016a).

Altin, basit sentezlenme prosediirii ve kimyasal islevselligi nedeniyle tercih edilen bir
malzemedir. DNA etkilesimini kolaylastirmak i¢in, altin nanopartikiller, biyosensor

tasariminda, elektrot ylzey modifikasyonunda sik¢a kullanilmaktadir. AuNP'ler,
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yiikksek kimyasal kararliliklari, iyi biyouyumluluklar1 ve biyomolekiiller ile
elektrotlar arasinda elektron transferini kolaylastirma yetenekleri nedeniyle DNA
tayininde tercih edilmislerdir (Wang ve digerleri, 2014; Chou ve digerleri, 2022).
Ayrica AuNP'ler, Au-NH veya Au-S baglar1 yoluyla veya elektrostatik etkilesimler
yoluyla g¢esitli tiirlerle etkilesimde bulunabilir (Zhang ve Huang, 2012).
Elektrokimyasal biyosensorler alaninda kullanim i¢in grafenin hibrit yapilarinin
AuNP'lerle hazirlanmasinda ¢ok sayida girisimde bulunulmustur (Huang ve digerleri,
2015; Nooranian ve digerleri, 2021).

Giimiis nanopargaciklar ise (AgNP'ler), diger metal nanopargaciklara kiyasla tistiin
elektriksel ve elektrokimyasal Ozelliklerinden dolay1 en ¢ok kullanilan metal
nanopargaciklar arasindadir (Fatema ve digerleri, 2022). Kimyasal ve fiziksel
ozellikleri nedeniyle, glimiisle katkilanmig grafen, sensor, enerji depolama gibi
onemli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tiir metal nanopargaciklarin
grafen levha lizerinde islevsellestirilmesi, ¢esitli alanlardaki uygulamalariyla grafen
levhanin oOzelliklerini kat kat arttirabilmektedir (Lin ve digerleri, 2016; Zhou ve
digerleri, 2018; Cai ve digerleri, 2018; Fatema ve digerleri, 2022; Mashuni ve
digerleri, 2022).

Bu calismada da grafen Uzerine altin ve giimiis birlikte modifiye edilerek

elektrokimyasal biyosensor sistemi tasarlanmustir.

2.7.3 NUKleik asit tespitinde grafen temelli biyosensorler

Nikleik asitlerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozellikleri bu biyomolekili
biyoalgilama teknolojisi i¢in uygun kilmaktadir. Geleneksel antikor-antijen immin
reaksiyonu, cesitli biyomolekiillerin saptanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir,
ancak antikor, pH ve sicaklik gibi dis etkenlere kars1 hassastir. Ayrica, liretim siireci
karmasiktir ve dongii uzundur. Bu nedenle; uygun sentez, diisiik maliyet ve yiiksek
stabilite kombinasyonu, niikleik asitleri biyosensorlerde yaygin olarak kullanilir hale
getirmektedir (Saharafeldin ve digerleri, 2017; Wang ve digerleri, 2020). Antikorla
modifiye edilmis immiinosensorler gibi niikleik asit bazli sensorlerin etkinligi de pH
ve sicakliktan etkilenebilir, ancak genellikle antikorlara gore bu durum daha iyi
diizeydedir. Ornegin, baz1 sensérler, 7,0'n altindaki pH degerlerinde iyi bir cevap
sergileyemeyebilir. Bu durumda, sensoriin ¢alisma ortami olarak fosfat gibi bir

tampon ¢ozelti gereklidir (Rahman ve digerleri, 2017).
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Yapilan c¢aligmalar, genetik mutasyonlarin insan genetik hastaliklarinin ana nedeni
oldugunu gosterdiginden, gida giivenligi testleri, klinik teshis ve gilivenlik gibi
uygulamalarda eser miktardaki nikleik asitlerin spesifik tespiti buyuk ilgi
gormektedir. Elektrokimyasal tayin, bircok nikleik asit saptama yOnteminde en
cekici ve gelecek vaat eden teknolojilerden biridir. Nikleik asitlerin elektrokimyasal
analizinde niikleik asitlerin dogrudan elektrokimyasal cevabmin takibi en basit
yontem olarak kabul edilir. Elektrokimyasal sinyal, doniisimli voltametri,
diferansiyel puls voltametrisi veya elektrokimyasal empedans spektroskopisi gibi
teknikler kullanilarak tespit edilebilir. Bu tekniklerle birlikte kullanilacak olan
elektrot malzemesinin secimi de olduk¢a ©nemlidir. Grafen bazli malzemelerin
elektrokimyasal nikleik asit sensorlerinde  kullanilmas1  belirli  avantajlar
getirmektedir. Bu elektrokimyasal biyosensorler, diisiik maliyetleri, hassas oluslari

ve segicilikleri ile dikkat ¢ekmistir (Wang ve digerleri, 2020).

Niu ve digerleri (2013), [Co(phen)2(CI)(H20)]* kullanarak hassas bir dsDNA
elektrokimyasal biyosensorii tiretmisleridir. Tiyol isaretli prob DNA, AuNPs/GR ile
modifiye edilmis elektrot lizerine immobilize edilmistir. Grafen ve AuNP'lerin genis
ylizey alani nedeniyle, 6nerilen yontem hassasiyeti artirmis ve 8,33 pM (S/N = 3)
teshis smir1 ile 25 pM-1.25 nM araliginda E. coli hedef DNA konsantrasyonunun
logaritmas1 ile dogrusallik yakalanmistir. Ahour ve Ahsani (2016), guanin
yukseltgenme sinyali kullanarak trombinin hizli tespiti icin ssDNA modifikasyonu
ile etiketsiz elektrokimyasal bir biyosensor gelistirmislerdir. Aptamer ilk olarak GO
yilizeyinde adsorbe edilmis ve giiclii bir elektrik sinyali gostermistir. Trombin ile
reaksiyona girdikten sonra aptamer-trombin kompleksi elektrot yiizeyinden ayrilmis
ve yukseltgenme sinyali 6nemli dl¢iide azalmistir. 0,1 ile 10 nM arasinda dogrusal
bir aralik ve 0,07 nM'lik LOD elde edilmistir. Yang ve digerleri (2018), yalnizca GO
kullanarak basit, hizli, etiketsiz bir aptamer elektrokimyasal biyosensor tiretmislerdir.
Bu sensoriin lineer galisma araligr 0,01-100 ng mL* ve LOD 3 pg mL* olarak
bildirilmistir. Tanima molekiilii olarak AFP-aptamer ve sensor platformu olarak
tiyonin/rGO/AuUNP’lerin kullanildig: etiketsiz baska bir elektrokimyasal biyosensor
Li ve arkadaglar1 tarafindan tasarlanmistir (Li ve digerleri, 2018). AuNP'ler ve rGO,
yalnizca aptameri etkili bir sekilde yakalamak ve immobilize etmek icin kopri
molekdilleri olarak degil, ayn1 zamanda tiyonin molekullerini yuklemek i¢in de fayda

saglamigtir. Dogrusal ¢aligma araligi 0,1-100,0 ug mL* ve LOD 0,050 pg mL*
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olarak bildirilmistir. Grafen bazli malzemeler {izerinde yapilan ¢aligmalar, DNA'y1
tespit etmek icin sSDNA immobilize edilmis grafen bazli elektrokimyasal
biyosensorler kullanildiginda, LOD degerlerinin oldukga iyilestigini isaret etmektedir
(Gong ve digerleri, 2017; Wang ve digerleri, 2020).

2.8 GDO Tespitinde Kullanilan Biyosensorler

Genetigi degistirilmis bitkiler, herbisitlere ve zararlilara karsi direng, daha etkili
yabanci ot kontrolii ve daha az pestisit kullanimi bakimindan iyilestirilmis 6zelliklere
sahiptir. GM bitkilerin sahip olduklar1 tiim iyilestirici 6zelliklere ragmen, insan ve
cevre lizerindeki etkilerine dair endiseler devam etmektedir. Baz1 gelismis iilkelerde
GDO igeren drunlerin etiketleme yiikiimliiligi ile ilgili diizenlemeler gelistirilmis
olmasina ragmen, diinya pazarlarindaki gida tiriinlerinin pek ¢ogunun GDO'lar igin
analiz edilmesi gerekmektedir (Arugula ve digerleri, 2014). Bu nedenle, GM
bilesenlerinin olduk¢a hassas ve kantitatif tespiti, GM {riinleri etiketleme

politikasinin uygulanmasi bakimidan 6nemlidir.

GDO’lu iriinler gida ve yem pazarina siiriildiikten kisa bir silire sonra, birgok
genosensoOr tespitine yonelik alternatif yontemler bildirilmistir (Arugula ve digerleri
2014). GDO biyosensorler igin, hedef seciminde transgenik eklemeler ve spesifik
sekanslar, veritabanlarinda ulasilabilir durumdadir ve bu teknolojiyi iceren driinlerin
onaylandiklar1 zaman valide edilmis PCR yontemleri de tam olarak agiklanmistir. Bu
dizilerin bazilari, 35S veya PEP promotdrleri ile NOS terminatorleri gibi tim GDO
iceren triinler i¢in “genetik” hedefler olarak islev goriir, bu nedenle bu tiir dizileri
hedefleyen yoOntemler “tarama yontemleri” olarak adlandirilir ve 6n analizde
yardimcei olurlar. Bununla birlikte, en yiiksek 6zgiilliikk seviyesi, hedeflerin, eklenen
DNA ile alict genomu arasindaki entegrasyon bolgesinde bulunan her bir transgenik
olayin karakteristigi sebebiyle benzersiz birlesimin oldugu olaya 0zgl (event-
spesifik) yontemlerdir. GDO 6l¢limii ve 6n tarama analizinde tiirlerin tanimlanmasi
icin taksona 0zgu tespit gereklidir, ancak bu genellikle elektrokimyasal yontemler

gelistirilirken gerceklestirilmez (Sanchez-Paniagua Lopez ve digerleri, 2018).

Biyosensorlerde ve genosensorlerde birkag transdiser (sinyal ¢evirici) kullanilmasina
ragmen, genelllikle optik, piezoelektrik ve elektrokimyasal temelli DNA
biyosensorleri, GDO sekanslarinin  saptanmasi i¢in basariyla gelistirilmistir

(Karamollaoglu 2009; Li ve digerleri, 2017; Chou ve digerleri, 2022).
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Mascini ve digerleri (2005), GDO taramasi igin elektrokimyasal algilama
platformlarinin gelistirilmesine Onciililk etmistir. Enzimatik etiketleme ile sandvic
hibridizasyonun kullanildig1 sistemde elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile
Olglim yapilmistir. Sinyalin amplifikasyonu, biyotin probuna baglanan alkalin
fosfataz (ALP)-streptavidin konjugatinin eklenmesiyle gerceklestirilmistir (Lucarelli
ve digerleri, 2005). Sonu¢ olarak, 1,2 pM'lik bir teshis smir1 ile dikkat cekici bir
hassasiyet elde edilmistir. Ancak, bu impedimetrik genosensdér, PCR ile amplifiye
edilen GDO soya ve misir tozu referans malzemelerinin iki farkli konsantrasyonunu
ayirt edememistir. Bu nedenle bu yéntemin sadece “evet veya hayir” sistemi olarak

calisabilecegi sonucuna varilmistir.

Mao-Qing ve digerleri (2008), camsi karbon elektrodun (GCE) ylzeyinde platin
nanopartikillerin (Pt-nano) elektropozisyonu ile fonksiyonel nikleik asit biyosensori
gelistirmislerdir. Platin nanopartikillerin yuksek adsorpsiyon ve katalitik aktivitesi
nedeniyle, o©zellikle elektrot yuzeyindeki biyomolekillerin modifikasyonu igin
uygundurlar. Bunun yaninda c¢ok cesitli biyomolekiiller ve kimyasal ligandlar ile
kolaylikla modifiye edilebilir ayrica elektron transferini kolaylagtirabilirler.
Elektrokimyasal biriktirme yonteminin temel prensibine dayanarak, platin
nanopartikiller elektroda dogrudan modifiye edilebilir. Calismada, CaMV 35S'nin
19-mer ssDNA's1 Pt nanopartikiil modifiye GCE iizerinde sabitlenmistir. Bu prob,
[Co(phen)3]** ile birlikte tamamlayici (hedef) DNA'nin tayininde kullanilmustir.
Sonuglar, ¢iplak elektroda goére modifiye elektrodun cevabinin daha yiiksek

oldugunu gostermistir (Mao-Qing ve digerleri, 2008).

[OsOu(bipy)] kompleksinin kullanildigi bir arastirmada, voltamerik (kare dalga
voltametrisi) sinyaller takip edilmistir (Mix ve digerleri, 2012). Calismada, asimetrik
PCR'dan sonra, tek iplik¢ikli ssDNA'y1 olusturmak igin Sawady Taq DNA polimeraz
kullanilmis ve sonrasinda Grlnler, osmiyum tetroksit bipiridin kompleksi ile
etiketlenmistir ve altin elektrotlar {izerinde immobilize edilmis oligoniikleotid
problarla hibridize edilmistir. Bu biyosensor kullanilarak transgenik misir MONS10
iceren gercek misir 6rnekleri hedef olarak alinmustir. Transgen kryla/b ve MON810
spesifik fragmani tiim transgenik misir Orneklerinde tespit edilmis ve karisik
numunelerde MONS810'un saptama smirinin % 0,6 kadar diistiigli saptanmustir.

Transgen kryla/b veya MONBS810'un transjenik musir % 0,5 oldugunda
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saptanamamasinin, biiyiik olasilikla kalip DNA'nin yetersiz amplifikasyonu

nedeniyle oldugu diistiniilmektedir.

Jiang ve digerleri (2014), hedef olarak CaMV 35S promoter sekansini kullanarak
kolorimetrik GDO  tespitinde etiketsiz  G-quadruplex DNAzim  sensori
gelistirmislerdir (Jiang ve digerleri, 2014). G-quadruplex hemin ile baglandiginda,
DNAzim peroksidaz benzeri aktivitelere sahiptir, bu da 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiyazolin-6-stlfonik asit) diamonyum tuzunun (ABTS2y) oksidasyonuna
aracilik ederek H202'yi katalize eder boylece renkli bir radikal anyon ABTS goriindr
bir renk degisimi tiretir. Calismada, hemin konsantrasyonlari, boliinmiis prob modlari
ve G-quadruplex ile hemin inklbasyon siresi gibi faktorler optimize edilmistir.
Optimum kosullar altinda, % 0,9 transgen bileseni igeren numunlerde, absorpsiyon
ve renk sinyali agikga tanimlanabilmektedir. Gelistirilen G-quadruplex DNA
biyosensor testi, genetik olarak degistirilmis organizma tespiti ve gida giivenligi

kontroliinde yaygin olarak uygulanabilecek bir potansiyeldir.

Ulianas ve digerleri (2014), perde baskili karbon elektrotlar tzerine akrilik
mikrokiireler ve altin nanopartikiillerin kullanildig1 bir kompozitin kullaniminin sub-
femtomolar algilama seviyelerine ulastigini bildirmislerdir (Ulianas ve digerleri,
2014). Bu c¢alismada, elektron transfer malzemesi olarak kullanilan nanopartikiiller,
etanol icinde dagitilmis ve elektrot yuzeyine modifiye edilmistir. Ardindan, kovalent
baglanma yoluyla DNA problarinin immobilizasyonu i¢in modifiye edilmis elektrot
iizerine akrilik mikrokiireler konulmustur. Cift sarmalda interkalasyon kapasitesi
nedeniyle hibridizasyon meydana geldiginde artan sinyal, hibridizasyon redoks
gOstergesi olarak antrakinon-2-silfonik asit monohidrat sodyum tuzunun davranisina
bagl olarak diferansiyel puls voltametrisi ile izlenmistir. Calismada kullanilan
biyosensér GDO soya Oorneklerinden elde edilen GDO'nun belirlenmesi igin

kullanilmistir ve sentetik oligonUkleotidlerle 0,779 fM teshis sinir1 elde edilmistir.

Barroso ve digerleri (2015), transgenik musirin tespiti i¢in 0.48 nM'lik LOD degeri
olan 3D-nano-yapilandirilmis Au elektrotlarina dayali bir elektrokimyasal
genosensor gelistirmiglerdir (Barroso ve digerleri, 2015). Baska bir ¢alismada, ¢oklu
enzimatik etiketleme stratejisi, soya fasulyesi GDO'larinin 0.11 ng DNA ile
saptanmas1 i¢in iki DNA dizisinin sandvi¢ hibridizasyonu yoluyla es zamanl
manyetik yakalanmasinda Kullanilmistir (Manzanares ve digerleri, 2015). Huang ve

digerleri (2015), 0.1 pM DNA tespitine ulasmak igin eksoniikleaz enzim katalitik
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reaksiyonu ve altin nanoparcacik temelli biyobarkodlama stratejileri sunmustur.
Baska bir arastirmada, tek duvarli karbon nanotiip alan etkisi transistoriine
dayanarak, CaMV 35S promotor dizisi, diisiik teshis sinir1 (1,0 nM) saglayabilen
basili bir elektrot kullanilarak tayin edilmistir (Tam, 2015).

An ve digerleri (2021), GDO'larin tespiti i¢in yenilenebilir ve ger¢ek zamanl bir
SPR biyosensorii bildirmiglerdir (An ve digerleri, 2021). Biyosensdr T-nos,
CaMV35S ve crylA'nin kalitatif tespiti i¢in olusturulmus ve iyi bir 6zgullik ve
duyarlilik gostermistir. Bu biyosensérin LOD’si, herhangi bir sinyal amplifikasyonu

olmaksizin 0,1 NM olarak belirlenmistir.

Nanoteknoloji, bilim ve teknoloji alanlarinda nano malzemelerin kullaniminin
giderek yayginlasmasiyla 6nemli bir etki yaratmistir. Karbondan altina pek ¢ok
nanoyapi yaygin bir sekilde farkli elektrot tasarimlarinda kullanilmaktadir. Genetigi
degistirilmis organizmalarin tespiti ic¢in, biyolojik ajanlar1 ve biyokimyasal
belirleyicileri tespit edebilen nanobiyosensorler gelistirilmektedir. Pek ¢ok
nanomalzemeyle bu organizmalar1 tespit etmek i¢in elektrokimyasal nanobiosensor
sistemleri tizerinde c¢aligilmistir. Kullanim amacina gore ¢esitlenen ¢ok sayida
nanomateryaller DNA sensorii ¢alismalarinda genis bir yer bulmaktadir. Bunlarin
icinde grafen oksit ve grafen temelli materyaller daha ©Once bahsedilen

avantajlarindan dolay1 elektrokimyasal biyosensorler icin ideal adaylardir.

Gao ve digerleri (2012), grafen, TiO2 nanogubuklar1 ve kitosan nanokompozit
modifiye karbon iyonik sivi elektrota (CILE) dayali, MON89788'in transgenik soya
fasulyesi dizisinin tespiti icin bir elektrokimyasal DNA biyosensorl Uretmislerdir
(Gao ve digerleri, 2012). Farkli ssDNA dizileri ile hibridizasyonun izlenmesi igin
hibridizasyon indikatori olarak metilen mavisi (MB) kullanilmis ve diferansiyel puls
voltametrik yaniti kaydedilmistir. Optimal kosullar altinda, hedef ssDNA dizisi;
7,21x1013 mol/L teshis smur1 ile 1,0x1071%-1,0x10°® mol/L konsantrasyon araliginda
tespit edilmistir.

Sun ve digerleri (2014), transgenik misir MONS810 dizisinin tespiti ig¢in
elektrokimyasal olarak indirgenmis grafen (ERG) modifiye elektrokimyasal DNA
biyosensorii tasarlamiglardir (Sun ve digerleri, 2014). Prob ssDNA dizisi, ERG/CILE
yuzeyine immobilize edilmis ve ERG'in varligi, elektrot {izerindeki prob ssDNA

dizisinin adsorpsiyon miktarlarini arttirmistir. Optimum kosullar altinda metilen
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mavisinin diferansiyel puls voltametrik cevaplarina baglh olarak, 1,0x107!'! ile
1,0x10°% mol/L araliginda dogrusallik ve teshis sinir1 4,52x107'2 mol/L olarak
belirlenmistir. Sensor, transgenik misir humunelerinin PCR Urinlerinin tespiti icin

kullanilmastir.

Aghili ve digerleri (2017), serigrafi karbon elektrodun modifiye edilmesi igin
pullandirilmig grafen oksit ve altin nano yapisi tizerinde ¢alismislardir (Aghili ve
digerleri, 2017). GDO'larin sik¢a kullanilan CaMV 35S promot0r sekansini saptamak
icin, altin nanoyap1 yiizeyinde 6zel bir alkan tiyol DNA probu immobilize edilmis ve
pullandirilmis  grafen oksit (EGO)-perde baskili karbon elektrot (SPCE)
tasarlanmigtir. SSDNA immobilizasyon islemi, DNA hibridizasyon silreci ve
indikator olarak kullanilan hematoksiline ait parametrelerin optimize edilmesiyle,
elektrokimyasal degerlendirmede en iyi kosullar secilmistir. ~ Sonugclar,
nanobiyosensoriin gergek ornek ortaminda miikemmel bir performans gosterdigine
isaret etmistir. Biyosensoriin genis lineer araliga ve diisiik algilama smirina sahip
olmasinin yaninda ayni zamanda uygun maliyetli kolay bir yontem oldugu
belirtilmistir. Onerilen nanobiyosensor GDO tespiti i¢in kolay, hizl1 ve giivenilir bir

yol sunmustur.

Jamaluddin ve digerleri (2020), genetik olarak degistirilmis soya fasulyesi tayini i¢in
elektrokimyasal bir DNA biyosensori gelistirdikleri ¢aligmalarinda piren butirik asit
(PBA) ile islevsellestirilmis grafit nanokiirelerle siislenmis grafen kullanmiglardir
(Jamaluddin ve digerleri, 2020). DNA hibridizasyon gostergesi olarak antrakinon
monosulfonik asit redoks indikatori kullanilarak, biyosensér yanitt DPV
elektrokimyasal yontemi ile degerlendirilmistir. Caligmada, 1,0x107'¢ M'den
1,0x10® M'ye kadar olan hedef DNA konsantrasyonlari arasinda dogrusallik ve
1,0x107'® M'den daha diisiik bir teshis smir1 elde edilmistir.

Altin nanopartikiiller de (AuNP) essiz optik ve elektronik 6zelliklerinden dolay1 son
zamanlarda genis kullanim alanina sahiptir. Altin-indirgenmis grafen oksit (Au-rGO)
nanokompozitler algilama alanmi ve elektron transfer hizin1 arttiran etkilere sahip
olmasi bakimindan biyosensor ¢alismalarinda hassasiyet ve segicilik agisindan tercih
edilmektedir. He ve digerleri (2017), genetigi degistirilmis Bt63’¢ spesifik tanima
saglayan Au-rGO nanokompozit temelli sensor platformu iizerinde calismislardir.
Sonuglara gore biyosensor tekrar kullanilabilirlik, kararlilik ve Bt63’e kars1 segicilik

bakimindan oldukga iyi 6zellikler géstermistir (He ve digerleri, 2017).
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Bagka bir ¢alismada, olaya 6zgii Roundup Ready (RR) soya fasulyesi ve taksona
0zgi DNA dizilerinin immobilizasyonu icin platform olarak ultra kiguk cekirdek-
kabuk FesOs@Au manyetik nanopargaciklart (MNP'ler) kullanilmistir (Placido ve
digerleri, 2018). FesOs@Au MNP'lerin Au kabugu iizerine ssDNA probunun
kovalent  immobilizasyonu, alkan tiyollerin  (6-merkapto-1-hekzanol ve
merkaptohekzanoik asit) karisimlarindan olusturulan kendi kendine dizenlenen tek
tabaka (SAM) yoluyla saglanmistir. Calismada ayrica tiyol oraninin, elde edilen
elektrokimyasal cevap iizerindeki etkisi incelenmistir. Olaya 6zgii (RR) ve taksona
0zgii (lektin) hedefler i¢in sirasiyla 0,02 nM ve 0,05 nM'lik benzer teshis smirlariyla
0,1 ile 10,0 nM ve 0,1 ile 5,0 nM arasinda dogrusal araliklar belirlenmistir. Yapilan
calisma ile yem ve gidalardaki genetigi degistirilmis organizmalarin tespiti

konusunda bagar1 saglanmustir.

Karnabahar Mozaik Viriisii 35S'yi (CaMV 35S) taniyarak genetigi degistirilmis soya
fasulyesi tespiti icin basit ve etiketsiz bir elektrokimyasal impedimetrik DNA
biyosensorl tizerine yapilan bir ¢alismada, Wang ve digerleri (2016b), algilama
sisteminde, ¢ok duvarli karbon nanotiiple indirgenmis grafen oksit nanoseritler ile
islevsellestirilmis altin nanopargaciklari, tek sarmallit DNA'y1 immobilize etmek igin
kullanmiglardir. Hedef DNA, hibridizasyon yoluyla modifiye elektrot ytizeyine
sabitlendiginde, elektron transfer siirecini kisitlayan cift sarmalli DNA nedeniyle
impedimetrik sinyal artan bir egilim gostermistir. Optimal kosullar altinda, dnerilen
DNA biyosensoriniin artan impedimetrik sinyali, 1x107'¢ M ile 5x1071® M
araliginda hedef DNA konsantrasyonlariin logaritmasi ile dogrusaldir ve ¢alismada

3,3x107!7 M gibi diisiik bir teshis siir1 elde edilmistir.

Liu ve digerleri (2020), genetigi degistirilmis misir tespiti i¢in altin nanopargaciklarla
islevsellestirilmis nitrojen katkili grafen nano tabakalara dayali bir elektrokimyasal
DNA biyosensori gelistirmislerdir. Hedef DNA hibridizasyon olaymi izlemek igin
metilen mavisi indikatoriinin diferansiyel puls voltametri yanitt kullanilmustir.
Optimum kosullar altinda, 1,0x10°* M ile 1,0x10® M araliginda DNA
konsantrasyonunun logaritmasi ile degisen bir dogrusallik elde edilmistir ve teshis
sinir1 2,52x10% M (S/N = 3) olarak belirlenmistir. DNA biyosensoriiniin yiksek
secicilige, iyi bir kararliliga ve ftretim tekrarlanabilirligine sahip oldugu da

gosterilmistir.
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Zeng ve digerleri (2021), genetigi degistirilmis (GM) mahsullerde CP4-EPSPS
proteininin tespiti i¢in nitrojen katkili grafen ve poliamid-amin (GN-PAM)
kompozitlerine dayali basit bir elektrokimyasal immiinosensér Onermislerdir. Bu
immiinosensorde, algilama sinyalinin amplifikasyonu, altin  nanopartikiller
(AuNP'ler) ile etiketlenmis antikorlar araciligiyla gerceklestirilmistir. GM soya
fasulyesi RRS ve misir NK603 i¢in teshis smirlar1 sirastyla % 0,01 ve % 0,03 kadar
diistik bulunmustur. Elde edilen bulgular imminosensoriin CP4-EPSPS proteininin

hassas tespiti igin yeni bir yaklasim sagladigini géstermistir.

Chou ve digerleri (2022), tek katmanl altin nanoparcgaciklara sahip basit bir elektrot
kullanarak genetigi degistirilmis soya fasulyelerini niteliksel ve niceliksel olarak
tespit edebilen bir DNA sensorii tasarlamiglardir. Yakalama probu olarak CaMV 35S
promotoriiniin tamamlayicist (P35S) kullanilmis ve sentezlenmis DNA segmentleri
yerine dogrudan genetigi degistirilmis soya fasulyesinden ekstrakte edilen hedef
DNA kullanilmistir. Teshis sinir1 % 1 olarak belirlenmistir. % 4 ve % 5,7 GDO
DNA’s1 igin geri kazanim oranlari, % 6,24 ve % 2,54'te RSD ile % 104,1 ve
%102,49 olarak olgllmistir. Deneysel sonuclar, 0Onerilen biyosensoriin soya
fasulyesinden izole edilen genetigi degistirilmis genleri dogrudan tespit edebildigini

gostermistir.

Cui ve digerleri (2022), genetigi degistirilmis misir tespiti i¢cin rekombinaz Polimeraz
amplifikasyonu ile birlestirilmis etiketsiz elektrokimyasal empedans genosensori
gelistirmiglerdir. Optimum kosullar altinda, rekombinaz polimeraz amplifikasyonu
(RPA) ile birlestirilmis onerilen genosensor, % 0,10'luk bir teshis smir1 ile % 0,10-
5,0'lik bir aralikta DNA konsantrasyonunun logaritmasi ile degisen bir dogrusallik ile
musir Ruifeng12-5'i tespit edebilmistir. Gelistirilen yontemin GD organizma tespiti

icin kullanimi1 kolay ve hassas bir platform saglayacagi bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 DNA lzolasyonu ve Molekiiler Calismalar

3.1.1 Gida numunelerinin temini

Calismada gida materyali olarak yerel marketlerden temin edilmis, iceriginde soya
veya misir bulunan biskiivi, kraker, kek, misir cipsi, soya unu ve misir unu gibi
cesitli gida tirtinleri kullanilmistir. DNA izolasyonunda kullanilan bu irtinler, farkli
markalardan ve farkli islenmislik diizeylerine sahip 20 ayri iiriinden olusmaktadir
(Cizelge 3.1). Pozitif kontrol olarak TUBITAK-MAM Biyoteknoloji Enstitiistinden
temin edilen standart GM soya kuspesi ve GM musir tohumu, negatif kontrol olarak

ise bugday DNA’s1 kullanilmistir.

Cizelge 3.1 : GDO analizinde kullanilan gida 6rnekleri.

Ornek No  Gida Uriinii Ornek No Gida Uriinii
1 Biskuvi (marka 1) 13 Kraker (marka 3)
2 Biskuvi (marka 2) 14 Misir cispi (marka 1)
3 Biskivi (marka 3) 15 Maisir cipsi (marka 2)
4 Biskuvi (marka 4) 16 Misir unu (marka 1)
) Biskuvi (marka 5) 17 Misir unu (marka 2)
6 Biskuvi (marka 6) 18 Soya unu (marka 1)
7 Kek (marka 1) 19 Soya unu (marka 2)
8 Kek (marka 2) 20 Soya unu (marka 3)
9 Kek (marka 3) 21 Referans GM soya kuspesi
10 Kek (marka 4) 22 Referans GM soya kiispesi
11 Kraker (marka 1) 23 Referans GM musir
12 Kraker (marka 2) 24 Referans GM musir
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3.1.2 DNA izolasyon metotlar:

Bu tez calismasinda biyosensor analizinde kullanilmak tizere hedeflenen ornek
gruplarinin segilmesi amaciyla gida orneklerinden yiiksek molekiiler agirlikli ve
kaliteli DNA eldesi icin literatiirden secilen izolasyon protokolleri karsilastirilmis ve
incelenen islenmis gida iriinlerinde en iyi sonug¢ veren DNA izolasyon protokoli

secilmistir.

Tez c¢alismasinda kullanilan DNA izolasyon prosediirleri sirasiyla; Metot-1;
Modifiye Wizard yontemi (Tung Nguyen ve digerleri, 2009; Sonmezoglu ve Keskin
2015), Metot-2; modifiye CTAB yontemi (Matthes ve digerleri, 2020), Metot-3;
modifiye Wizard-CTAB yontemi ve Metot-4; klasik CTAB yontemi (Doyle ve
Doyle, 1990) olarak uygulanmis, ayrica biyosensor calismalarinda geleneksel
izolasyon yontemleriyle birlikte kullanilmak iizere ticari DNA ekstraksiyon Kiti

(DNasy Mericon Food Kit — Qiagen) ile de DNA izolasyonu yapilmustir.

Gida numuneleri esit oranlarda her biri 50 mg olacak sekilde homojenize edilmis
numuneler halinde hazirlanmistir. Ekstraksiyonun giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi
icin DNA izolasyon yontemi ii¢ tekrarli olarak uygulanmistir. Kontaminasyon
risklerine karsi deney sirasinda her sete bir numune yerine su eklenerek kontrol

yapilmistir.

DNA izolasyon prosediirleri boyunca kullanilan cihazlar, santrifiij cihaz1 (Eppendorf
5810 R), su banyosu (Niive BM 302), analitik hassas terazi (AND), ph metre (Inolab
pH-7110), -20 dondurucu (Sanyo), 1sitic1 blok (Eppendorf) ve Bio-Rad dikey agaroz

elektroforez sistemidir.

Islenmis gida iiriinlerinde kullanilan DNA izolasyon yontemlerine ait prosedurler

asagida verilmistir.
Metot-1 : Modifiye Wizard Yontemi

1. Homojenize gida numunesi (50 mg) 2 ml'lik steril bir tiipe aktarildi. Uzerine 1500
pL TNE tamponu ve 50 pl proteinaz K (Sigma Aldrich) (20 mg/ml) eklendi.

2. Gida numuneleri su banyosunda 55 °C'de 2 saat inkiibe edildikten sonra, 5 ul 10
mg/ml ribontkleaz enzimi (RNase) (Thermo Scientific) eklendi. 1 saat boyunca 60

°C'de su banyosunda bekletildi.
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3. Ornekler 1300 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. ~700 pl siipernatant yeni bir tiipe
aktarildi. Ayn1 hacimde kloroform (Sigma Aldrich) eklendi ve daha sonra karisim
13000 rpm'de 10 dakika daha santrifujlendi.

4. Slpernatant yeni bir 1,5 ml tiipe alindi. 15 pl 3M sodyum asetat (pH 5,2) ve 50 pl
saf etanol (Sigma Aldrich) 600 pl silipernatanta ilave edilerek kalan nisasta
polisakkaritleri ¢ozuldu. Karisim 15 dakika buz iizerinde tutuldu ve 7 dakika
boyunca 13000 rpm'de santrifiijlendi.

5. Yeni bir tiipe alinan supernatanta 5 pl 3M sodyum asetat (pH 5,2) ve 500 pl saf
etanol eklendi.

6. DNA'nin ¢okmesi igin 15 dakika buz lizerinde inkiibe edildi, ardindan 12000
rpm'de 7 dakika santrifij edildi. Sivi kisim dokiildl ve pelet elde edildi.

7. Peletler, 1000 pl % 70 etanol ile yikandi. COktirmek igin 12000 rpm'de 10 dakika
santrifiij edildi, sivi kisim dokiildl ve pelet oda sicakliginda kurutuldu.

8. Pelet 100 pl ¢ift distile su (ddH20) icinde ¢6zlldu ve kullanilana kadar -20 °C'de
muhafaza edildi.

Metot-2 : Modifiye CTAB Yontemi

1. 50 mg o6giitiilmiis numunelere 6nceden 1sitilmig (65 °C) 700 pl CTAB lizis
tamponu, 5 pl RNase A (10 mg/ml) ve 20 pl proteinaz K (20 mg/ml) eklendi.
Karisim, 60 dakika boyunca 65°C'de calkalanan bir termomikser iginde inkiibe
edildi.

2. Cokturme igin ornekler 10000 rpm'de 5-10 dakika santrifuj edildikten sonra
slipernatantin tizerine 500 pl kloroform eklendi, Ust faz yeni tiipe alind1 ve 45 saniye
karigtirildu.

3. DNA ornekleri, iki hacim CTAB c¢okeltme cozeltisi eklendikten sonra oda
sicakliginda 60 dakikalik bir inkiibasyon adimiyla ¢oktiiriildii ardindan 10000 rpm‘de
5-10 dakika santrifijlendi.

4. Slpernatant dikkatlice uzaklagtirildi. Pelet 350 pl 1,2 M NaCl iginde yeniden
suspanse edildi. Ardindan 350 pl kloroform eklenerek karistirilda.

5. Yeni tiipe alinan siipernatant, 0,6 hacim izopropanol eklenerek coktirildu. -20
°C'de 15 dakikalik bir inkiibasyon adimindan sonra karigim, 5000 rpm'de 10 dakika
santriftj edilerek ¢okeltildi.

6. Elde edilen supernatant dikkatlice atildi. Pelet 1000 ul % 70 (h/h) etanol ile
yikandi, tekrar 10 dakika santrifiijlendi.
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7. DNA kurutuldu ve 100 pl ddH20 iginde ¢Ozuldu. Ardindan kullanilana kadar -
20°C'de muhafaza edildi.

Metot-3 : Modifiye Wizard-CTAB Yontemi

1. Her bir 6rnek igin, yaklasik 50 mg numune tartildi. 2000 ul TNE tamponu ve 30 pl
Proteinaz K (20 mg/ml) ile karistirildi. Bu karisim, 65 °C'lik bir su banyosunda ii¢
saat tutuldu ve her 15 dakikada bir karistirildu.

2. Ornekler, karisima 5 pl (10 mg/ml) RNase eklenerek bir saat daha 65 °C'de inkiibe
edildi.

3. 15000 rpm'de 15 dakika santriflij edildikten sonra sipernatant yeni steril
eppendorf tlplere alindi. Taplerin izerine ayn1 hacimde Kloroform/izoamil alkol
(24:1) ilave edildi.

4. 13000 rpm'de 10 dakikalik santrifiijden sonra siipernatant yeni tiiplere alindi ve
3/2 izopropanol eklendi.

5. 13000 rpm'de 20 dakika daha ¢okeltmeden sonra, pelet 400 pl TE tamponu icinde
¢6zdiruldi ve gece boyunca + 4 °C'de inkibe edildi.

6. Ertesi giin numune tipleri 60 °C'lik su banyosunda yeniden suspanse edildi ve
Kloroform/izoamil alkol (24: 1) basamag: tekrar edildi.

7. 13000 rpm'de 15 dakika santrifiij edildikten sonra iist faz yeni tiiplere alindu.

8. Coktlirme asamasi i¢in alinan siipernatanlara 9 pl 3M sodyum asetat (pH: 5,2) ve
30 pl saf etanol soliisyonu ilave edildi ve karistirildi.

9. Karisim, DNA'y1 ¢okeltmek i¢in buz iizerinde 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra
13000 rpm'de 10 dakika santriftj edildi.

10. Ust faz yeni bir tiipe alind1. Uzerine 3 ul sodyum asetat ve 500 pl saf etanol
solisyonu ilave edildikten sonra tekrar 15 dakika buz tizerinde inkube edildi.

11. Numuneler 13000 rpm'de 10 dakika santriflij edilerek cokeltildi ve pelet % 70
alkol ile yikandi.

12. Ardindan pelet alkol iginde yeniden santrifijlendi, temizlendi, iyice kurutuldu,
alkolden armdirildi ve 100 ul ddH20 iginde ¢ozlldi. Kullanilana kadar -20 °C'de
muhafaza edildi.
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Metot-4 : Klasik CTAB Yontemi

1. Homojenize gida numunesi (50 mg), 2 ml'lik steril bir eppendorf tipe aktarildi.
1200 pl TNE tamponu ve 40 pl proteinaz K (20 mg/ml) ilave edildikten sonra
vorteks ile iyice karistirildi.

2. 65 °C'de 2 saat su banyosunda inkiibe edildikten sonra karistma 5 pl 10 mg/ml
RNase ilave edildi ve bir saat daha 65°C'de inkube edildi.

3. Cozelti, 15 dakika boyunca 15000 rpm'de santrifiijlendi. Stipernatant yeni bir tipe
alind1 ve ayn1 hacimde kloroform/izoamil alkol (24:1) eklendi. Karigim hafif¢e ters
cevrilerek karistirildiktan sonra tekrar 13000 rpm'de 10 dakika santrifuj edildi.

4. Ust faz yeni bir 1,5 pl’lik tiipe alindi. Uzerine 100 pl 1,2 M NaCl ve 800 pl
mutlak etanol eklendi ve karistirildi. Ardindan Karisim 14000 rpm'de 20 dakika
santriftjlendi.

5. Siipernatant atildi. Pelet % 70 etanol eklenerek yikandi ve oda sicakliginda
kurutuldu.

6. Peletlere 100 pl ddH20 eklenerek kullanilana kadar -20 °C'de muhafaza edildi.

Ekstra temizleme adimi (gerekirse)

Numuneler 60 °C'de 1 saat 1sitildi ve DNA, 500 pL mutlak etanol ile ¢Oktlrildi.
Tuplere 100 pl ddH20 eklenerek 15000 rpm'de 15 dakika santrif(j edildi. Pelet % 70
alkol ile yikandi ve tekrar 14000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Pelet iyice

kurutuldu.

3.1.3 DNA miktar ve saflik analizleri

Izole edilen DNA'min safligini ve miktarini belirlemek icin spektrofotometrik
yontemler ve jel elektroforezinden faydalanilmistir (Sekil 3.1). Bu amagla numuneler
mikro hacimli spektrofotometre (NanoDrop-Denovix DS-11) ile 260-280 nm dalga
boylarinda &lgiilerek kantitatif tayinler yapilmistir (Wilfinger ve digerleri, 2006).
Agaroz jel elektroforezi, izole edilmis DNA'y1 gorsellestirmek i¢in tercih edilmistir.
Elde edilen genomik DNA'lar, % 1 agaroz jellerde yiiriitiilmiistiir. DNA'y1 agaroz jel
icinde yiritmek icin 1 X Tris-Borik asit (TBE) tamponu kullanilmistir. Orneklerin
yiiklendigi % 1’lik agaroz jel; 1,2 g agaroz, 24 ml 1 x TBE tamponu ve 96 ml
ddH20'dan olusmaktadir. Jel boyama igin, jele 8 pl etidyum bromir (Sigma Aldrich)
(20 mg/ml) ilave edilmistir. Numunelere ait agaroz jeller UV transilluminator

(BioRad, ChemiDocTMMP Imaging System) kullanilarak goriintiilenmistir.
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Sekil 3.1 : Spektrofotometrik dlgiimlerinde kullanilan NanoDrop ve
UV transilliiminator cihazi.

3.1.4 Soya ve musir geninin molekuler taramasi

Calismada incelenen gida iiriinlerinin GDO taramalarmin yapilmasi i¢in Oncelikle
genomik DNA izolasyonu tamamlanan gida numunelerinin soya ve misir igeriginin
varlig1 arastirilmistir. PCR ¢alismalar1 boyunca Bio-Rad C1000 Touch termal déngu

cihaz1 kullanilmistir.

Yerel marketlerden temin edilen ve ¢isitli marka gida Orneklerinde soya/misir
icerigini tespit etmek igin spesifik primerler yardimiyla soya-misir DNA taramasi
yapilmistir. Izole edilen 6rnek DNA’larda soya igeriginin belirlenmesinde lektin geni
varliginin izlenmesi i¢in LEC1/LEC2 primer ciftleri (iontek) (Vollenhofer ve
digerleri, 1999) kullanilmig ve ayni sekilde misir igeriginin tespiti amaciyla misir
bitkisine 6zgl zein geninin Orneklerde izlenmesi icin ZEINO3/ZEINO4 (Pauli ve
digerleri, 2000) primer ciftleri (Iontek) kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 : Soya ve misir DNA’s1 taramasinda kullanilan primerlere ait bilgiler.

Beklenen Bant

Primer Adi Baz Dizisi (5°-3%)
Biiyiikligi (bp)
LEC1 GTG CTA CTG ACC AGC AAG GCA AAC TCA GCG 164
LEC2 GAG GGTTTT GGG GTGCCG TTT TCG TCA AC 164
ZEINO3 AGT GCG ACC CAT ATT CCA 277
ZEINO4 GAC ATTGTG GCATCATCATTT 277
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Gida orneklerinin soya ve musir tespitinde kullanilan spesifik primerlere 6zgii PCR
amplifikasyon islemi i¢in hazirlanan mix soliisyonu; 4 pl 10X Taq Buffer, 3,2 ul 25
mM MgClz, 3,2 ul dNTP mix soliisyonu, 1’er ul 10 mM ileri ve geri primer, 0,5 U
Taq DNA polimeraz, 2 ul kalip DNA ve ddH20 olmak (izere toplam 40 ul reaksiyon
hacmine sahiptir. Lektin geni PCR reaksiyonu i¢in dongii kosullar1 Cizelge 3.3’te

verilmistir.

Cizelge 3.3 : Lektin primerleri igin kullanilan PCR dongii kosullari.

Islem Sicaklik (°C) Siire Dong Sayist
On denatiirasyon 95 12 dk 1
Denatirasyon 95 1dk
Primerin DNA’ya 72 30sn
yapisma sathasi 40
Uzama safhasi 72 30sn
Son uzama sathasi 72 10 dk 1

Zein geni taramalari i¢in yapilan amplifikasyon sonucu beklenen bant biiyiikliigii 277
bant ciftidir (Pauli ve digerleri, 2000). Zein geninin amplifikasyonu igin kullanilan
PCR dongii kosullar1 Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4 : Zein primerinin amplifikasyonu i¢in PCR dongii kosullari.

Islem Sicaklik (°C) Siire Dongl Sayist
On denatiirasyon 95 5 dk 1
Denatlrasyon 96 1dk
Primerin DNA’ya 60 1dk
yapigma safhasi 40
Uzama sathasi 72 1dk
Son uzama safthasi 72 5 dk 1

3.1.5 GDO tarama

DNA'min hangi bitki tiirline ait oldugu belirlendikten sonra Camv 35S promotor
bélgesinin amplifikasyonu yapilmistir. Bu amagla, P35s-cf3/cf4 primerleri (lontek)
(Cardarelli ve digerleri 2005; Lipp ve digerleri 2001) kullanilmistir (Cizelge 3.5). Bu
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primerlerin kullanildig1 pozitif kontrolde goriilmesi beklenen bant buyuklukleri,
P35s-cf3/cf4 primeri igin 123 baz ciftidir.

Cizelge 3.5 : 35S promotor dizilerinin taramasinda kullanilan primerlere ait bilgiler.

Beklenen Bant

Primer Adi Baz Dizisi (5°-3")
Biiyiikliigii (bp)
P35s cf3 CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG 123
P35s cf4 TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCC 123

Promotor gen bolgesi taramasinda kullanilan primerler ile amplifikasyonun PCR
reaksiyon kosullari, ¢alismada kullanilan 6rneklerle yapilan ¢alismalar igin kaynak
makalelerde belirtilen kosullara gore optimize edilmistir. Buna gore, toplam 25 pl
reaksiyon hacimi igin 2,5 pl 10x Taq Buffer, 160 pM her bir dNTP, 0,24 uM ileri ve
ters primer, 1,5 mM MgClz, 0,5 U Tag DNA polimeraz, 2 pl kalip DNA ve ddH20

kullanilmustir.

3.1.6 istatistiksel analiz

Spektrofotometrik verileri degerlendirmek icin iki yonlii varyans analizinden
(ANOVA) yararlanilmigtir. Rastgele blok tasarimma gore SPSS 15.0 yazilimi
kullanilarak Slgiimler iki kopya halinde alinmis ve ortalama verileri karsilagtirmak

icin Duncan testi kullanilmistir.

3.2 Grafen Oksit ve Indirgenmis Grafen Oksit Sentezi

Tez calismasinda elektrot ylizeyine kaplanmasi hedeflenen grafen tabakalarinin
sentezi icin, modifiye Hummers metodu ile indirgenmis grafen oksit (rGO) elde
edilerek grafen oksit (GO) ve rGO tabakalarinin karakterizasyon ¢alismalari

yapilmistir.

3.2.1 Kullamilan kimyasal ve ¢ozeltiler

Tez calismasinda grafen sentez calismalari boyunca kullanilan kimyasallar;
potasyum persiilfat (K2S20s8) (Acros Organics), fosfor pentaoksit (P4sO10) (Acros
Organics), sulftirik asit (H2SO4) (Acros Organics) grafit tozu (Sigma Aldrich),
sodyum nitrat (NaNO3) (Merc), Potasyum permanganat (KMnQOa4) (Kimetsan) ve
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H202 (Merc)'dir. Kullanilan ¢ozeltiler, % 37°lik HCI ¢ozeltisi olarak hazirlanmistir.
Pullandirma igin kullanilan N-metil-2-propilidine Acros Organics ve indirgeme ajani

olarak kullanilan hidrazin hidrat Merck’ten temin edilmistir.

3.2.2 On oksitleme

Grafit tabakalarinin 6n oksitleme islemi i¢in, 2,5 g potasyum persilfat (K2S20s), 2,5
g fosfor pentaoksit (P4O10) ve 12,5 ml sulfurik asit (H2SO4) kullanilmustir.
Hazirlanan karigim yag banyosunda yaklasik 80°C sicakliga kadar 1sitilmis ardindan
grafit tozu eklenmistir. Bes saat sonunda ¢ozelti yag banyosundan alinarak
sogutulmustur. Oda sicakligia gelen ¢ozelti lizerine 500 ml deiyonize su eklenerek
karigim bir gece boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan kalan asit

kalintilarinin giderilmesi i¢in karisim filtre kagidi kullanilarak yikama ve silizme

islemi gergeklestirilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 : Grafitin 6n oksitlemesi.
3.2.3 Oksitleme

Oksitleme igin 1,5 g sodyum nitrat (NaNOs) ve 69 ml sulfirik asit (H2SO4) buz
banyosu i¢inde karistirtlmig ardindan On oksitlenmis grafit tozu eklenmistir.
Potasyum permanganatin (KMnOa4) ilavesinin ardindan sicaklik kontrollii bir sekilde
reaksiyon devam ettirilmistir. Sicaklik 50°C’ye geldiktan sonra, reaksiyona deiyonize
su eklenerek sicaklik 95 °C iizerine ¢ikartilmistir. Ardindan tekrar bir miktar
deiyonize su ve H20: ilave edilerek reaksiyon sonlandirilmistir. Elde edilen ¢ozelti
bir gece boyunca oda kosullarinda bekletilmis, 1:10 oraninda 1 L % 37’1lik HCI1
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cOzeltisi ile muamele edilmistir. 3-4 saat oda sicakliginda bekletilen ¢ozelti santrifij
islemi ile yikanarak kurutulmustur (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 : Grafitin oksitleme basamaklari.

3.2.4 Diyaliz ve kurutma

Oksitlemeden sonra kuruyan grafit oksit (GO) diyaliz membran igerisine alinarak

deiyonize su igerisinde yedi giin boyunca diyaliz islemine tabi tutulmustur (Sekil
3.4).
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Sekil 3.4 : Diyalize birakilan membran filtre i¢indeki GO 6rnekleri.

Diyalizden aliman ornekler cam petri i¢inde vakumlu firma gotiiriilerek, 60°C

sicaklikta ve vakum altinda 24 saat boyunca kurumaya birakilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 : Vakumlu firinda 24 saat kurumaya birakilan 6rnekler.
3.2.5 Pullandirma

Vakumlu firindan alinan 6rnekler 2,5 g tartilarak, bir miktar N-metil-2-propilidine
¢ozeltisi ile birlikte pullandirma islemine tabi tutulmustur. Pullandirma (exfoliation)
asamasi i¢in bilyalt 6glitme (ball milling) teknigi kullanilmigtir. Bilyali &giitme
isleminde fiziksel olarak parcalanan Ornekler ¢oziicii ile koyu siyah renkte

gorindrler. Karisim, deiyonize su ile ¢ozdiiriilerek santrifiij yoluyla yikanmis ve
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bilyali 6giitme icin kullanilan ¢6ziicli ortamdan uzaklastirilmistir. Yikanan pelet oda

sicakliginda kurumaya birakilmistir (Sekil 3.6). GO-B bu asmada elde edilmistir.

— 4 -

Sekil 3.6 : GO orneklerinin pullandirilmasi.
3.2.6 indirgeme

Pullandirilmis GO-B tabakalarinin indirgeme basamagi igin 0,4 g GO-B, 240 ml
deiyonize su igerisinde sonikasyon islemine tabi tutulmustur. COzelti daha sonra
birkac¢ saat boyunca manyetik karistiricida karistirilmis ve bu basamakta indirgeme
ajan1 olarak hidrazin hidrat kullanilmistir. Karigim daha sonra yag banyosuna
alinarak 95 °C sicaklikta bir gece boyunca karigtirilmistir. Reaksiyon sonunda oda
sicakliginda soguyan karigim filtre kagidi ile kurumaya birakilmistir (Sekil 3.7).

Indirgeme basamag1 sonunda rGO elde edilmistir.

60



Sekil 3.7 : GO indirgeme islemi boyunca uygulanan basamaklar.
3.2.7 Karakterizasyonda kullamlan cihazlar ve donanim

Sentezlenen grafen oksit (GO) ve indirgenmis grafen oksit (rGO) orneklerinin
yapisindaki fonksiyonel gruplarinin incelenmesi i¢in Fourier doniisiimlii kizilotesi
spektrometresi FTIR (Bruker VERTEX 70), kristal 6zellikleri ve tabakalar arasindaki
degisikliklerin incelenmesi i¢in X-1s11 difraktometrisi XRD (Bruker D8 Advanced)
analizlerinden yararlanilmistir. Bu tez ¢alismasinda Hummers metodu ile sentezlenen
GO ve rGO i¢in yapidaki bozulmalar, safsizliklar ve karbon-karbon bag
gerilmesinden meydana gelen yapilar RAMAN spektroskopisi (Renishaw inVia
Raman microscope) ile 633 nm dalga boyunda lazer 6l¢iimii alinarak incelenmistir.
Grafen oksit ve indirgenmis grafen oksit tabakalarinin morfolojisinin incelenmesi
icin taramali elektron mikroskobu (HITACHI SU5000 SEM) gorintilerinden
yararlanilmigtir. Bunun yaninda sentezlenen Orneklerin UV-vis spektrumlari

(HITACHI Floresans spektrofotometresi F-7100) incelenmistir.

Biyosensor ¢aligmalar1 i¢in tasarlanan modifiye elektrodun analizi igin
karakterizasyon yontemleri kullanilmistir. Bunun igin elektrokimyasal tekniklerin
(CV, EIS) yaninda SEM analizlerine dair sonuglar tez calismasi boyunca analiz

edilmis ve elde edilen veriler bulgular ve tartisma kisminda degerlendirilmistir.

3.4 Biyosensor Calismalar:

3.4.1 Kullanilan elektokimyasal sistemler ve cihazlar

Bu tez caligmasinda biyosensor calismalari i¢in diisiik maliyet, seri iiretim kolayligi

ve hiz gibi avantajlar1 bakimindan diger daha pahali ticari karbon elektrotlara kiyasla

61



elektrokimyasal Ol¢iimler i¢in ucuz ve tek kullanimlik sensér malzemeleri olan

kalem grafit elektrotlar (PGE) tercih edilmistir.

Elektrokimyasal olcumler icin referans elektrot olarak Ag-AgCl, karsit elektrot
olarak Pt tel (% 99,9) ve ¢alisma elektrodu olarak Tombow HB kursun kalem (0,50
mm) igeren lglii elektrot sistemi kullanilmustir. Kalem ucunu tutmak igin Rotring
(Almanya) marka mekanik kursun kalem kullanilmistir. Elektrik baglantisini
saglamak ic¢in kursun kalemin metalik govdesine bakir tel sarilmistir.
Potansiyostat/Galvanostat olarak, Autolab PGSTAT 204 cihazi ile Nova 2.1 yazilim
programi kullanilmistir. Bu cihazda elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)
deneyleri icin sisteme entegre edilen FRA32M modiiliinden yararlanilmistir.
Kullanilan ¢alisma elektrodu, referans ve karsit elektrodu iceren ticlii elektrot sistemi

ile elektrokimyasal sistem Sekil 3.8'de verilmistir.

Sekil 3.8 : Kullanilan U¢lu elektrot ve elektrokimyasal sistem.

Kullanilan diger yardimci cihazlar pH metre (HANNA Instruments HI 2550), hassas
terazi (KERN ACJ/ACS), ultrasonik banyo (KUDOS SK1200H), manyetik karistiric
(IKA), otomatik mikro pipetler (Eppendorf) ve uygun pipet uclaridir.

3.4.2 Kullanilan ¢ozeltiler ve kimyasallar

Stok soliisyonlarin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar; potasyum ferrosiyanir
(Ka[Fe(CN)s]), potasyum ferrisiyanir (Ks[Fe(CN)s]), sodyum klorir (NaCl),
magnezyum Klorir (MgCl2), potasyum Kklorir (KCI), sodyum hidrojen fosfat
(Naz2HPO4.2H20), sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4.2H20), etilen diamin
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tetraasetik asit (EDTA), sodyum hidroksit (NaOH), Sigma-Aldrich ve Merck’ten

temin edilmigtir.
Hazirlanan stok soliisyonlari;

50 mM Tris-HCI tampon ¢ozeltisi; 0,1 M NaCl, 0,2 M KCI, 5,0 mM MgClz, 1,0 mM
EDTA ile pH 7,4’¢ ayarlanarak hazirlanmistir.

0,1 M Fosfat tampon soliisyonu (PBS, pH 7,4); NaH2PO4 ve Na2HPO4 standart stok
soliisyonlar1 karigtirilarak 0,1 M NaOH ile pH ayarlanarak hazirlanmistir.
Immobilizasyon tampon soliisyonu 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA ve 0,3 M NaCl
eklenerek pH 8,0’e ayarlanmustir.

Ferri/ferrosiyanur ¢ozeltisi; 0,1 M KCl igerecek sekilde 5 mM potasyum ferrisiyaniir
ve potasyum ferrosiyaniir ile hazirlanmastir.

Tris-EDTA (TE) tampon soltsyonu (1X); 1 mL 1 M Tris-HCI (pH 8,0) ve 0,2 mL
0,5 M EDTA (pH 8,0) ile hazirlanmstir.

6-merkapto-1 hekzanol (MCH) solisyonu; immobilizasyon tamponunda 0,1 M

olacak sekilde hazirlanmstir.

Kullanilan tiim soliisyonlar distile su (saf su) i¢inde hazirlanmistir.

3.4.3 Oligonukleotid dizileri ve DNA numunelerinin hazirlanmasi

Oligonikleotid stok ¢ozeltileri 100 uM olacak sekilde ultra saf su iginde hazirlanmis
ve kullanilana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir. Kullanilan sentetik
oligonukleotidler Microsynth firmasindan temin edilmistir. Tez ¢alismasi boyunca
elektrot yiizeyinde kullanilan oligoniikleotidlere ait sekans bilgileri Cizelge 3.6’da

verilmistir.

Cizelge 3.6 : Sentetik oligonikleotidlere ait sekans bilgileri.

Materyal Sekans bilgisi

. e 5 —SH-(CHz)e-
-SH isaretli oligonukleotid prob (P35S)
GGCCATCGTTGAAGATGCCTCTGCC 3’
Oligoniikleotid hedef CaMV 35S
(tamamlayic1 hedef - tDNA)

Oligoniikleotid hedef CaMV 35S

5> GGCAGAGGCATCTTCAACGATGGCC 3°

5 GGCAGACGCAACTTCAAGGATGGCC 3’
(3 baz ¢ifti uyusmazligi - M3)

Oligoniikleotid hedef CaMV 35S
5> GATTAGAGTCCCGCAATTAATCATT 3°
(tamamlayici olmayan - Nc)
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3.44 Cahsma elektrodu yiizey modifikasyonu ve biyosensér diizeneginin

olusturulmasi

Calisma elektrodu modifikasyonu i¢in tez ¢alismast boyunca grafen sentez
basamaginda elde edilmis olan pullandirilmig GO (1 mg) ve rGO (2 mg) 2 ml saf su
icinde ultrasonik banyoda 2 saat boyunca dispers edildi. Ardindan ¢alisma elektrodu
(PGE) hazirlanan GO-rGO soliisyonu i¢ine daldirilarak oda sicakliginda 10 dk
boyunca bekletildi (GO-rGO/PGE). Kalem uglart kullanilmadan Once etanolde
yikanmigs ve kurutularak kullanilmistir. Aktive edilen ve edilmeyen uglarin

cevaplarinda anlaml bir farklilik gdriilmemistir.

Yuzeye altin (Au) ve giimiis (Ag) bimetal yapisi kaplama islemi i¢in, 1:1 oraninda
HAuUCIs ve AgNOs igeren kaplama ¢ozeltisi, 2 ml sulfurik asit (H2SO4) icinde 3 mM
HAUCIs (Alfa Aesar) ve 3 mM AgNOs ¢ozeltisi ile hazirlandi. Bu ¢6zelti doniisiimlii
voltametri ile -1.0 V ile +0.1 V araliginda 100 mV/s tarama hizinda 10 déngu
boyunca elektrot yizeyine biriktirildi (Au-Ag/GO-rGO/PGE) (Arvinte ve digerleri,
2018).

Yiizey modifikasyonun tamamlanmasinin ardindan modifiye eletrot yiizeyine tiyol
isaretli problarin immobilizasyonu icin sentetik oligonukleotidlerin immobilizasyon

basamagina gecilmistir.

3.4.5 Oligoniikleotid immobilizasyonu ve hibridizasyon basamaklari

Immobilizasyon basamagi icin tiyol (-SH) isaretli oligoniikleotid problar
immobilizasyon solisyonu icinde seyreltildi (25 uM). Calisma elektrodu 90 dk
boyunca 25 uM prob DNA c¢ozeltisi icinde inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan
calisma elektrodu inklbasyon tamponu ile yikandi, hemen ardindan immobilize
olmayan bolgelerin bloklanmasi i¢in ¢aligma elektrodu 0,1 M 6-merkapta-1 hekzanol
(MCH) cozeltisine daldirilarak 30 dk boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda yiizey,

fosfat tampon soliisyonu ile yikandi.

Hibridizasyon basamagi i¢in hedef DNA soliisyonlar1 hibridizasyon tampon
solusyonu icinde seyreltildi (10%2, 10-13, 1014, 10°%5, 10-'¢ M). Prob oligonikleotid
bagl ¢alisma elektrodu, hedef DNA igeren immobilizasyon tampon ¢ozeltisi iginde

oda sicakliginda 30 dk boyunca inkiibe edilerek hibridizasyon gerceklestirildi.
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Ardindan yiizey yeniden fosfat tampon ¢ozeltisi ile yikanarak 0,1 M KCI igeren 5

mM ferri/ferrosiyanir ¢ozeltisinde empedans 6l¢iimleri alindi.

3.4.6 Gercek ornek olcumleri

Molekiiler ¢aligsmalar basamaginda izole edilen paketli gida 6rneklerine ait genomik
DNA numuneleri gercek 6rnek analizleri igin kullanildi. Biyosensor analizleri igin
izole edilen genomik DNA oOrnekleri daha once belirtilmis olan DNA izolasyon
metodu-3 (modifiye Wizard-CTAB) ve ticari kit (DNasy Mericon Food Kit —

Qiagen) izolasyon yontemi kullanilarak elde edilmistir.

Transgenik igerigin tespit esilmesi igin CaMV 35s promotér bolgesinin PCR
reaksiyonu ile amplifikasyonu sonucu elde edilen tarama sonuglarina goére pozitif
bant profili goOsteren paketli gida {riinlerinin  biyosensér  analizleri
gerceklestirilmigtir. Bunun ig¢in pozitif kontrol olarak GDO’lu soya, agaroz jel
sonucu pozitif bant profili gosteren 2 adet paketli gida numunesi, negatif kontrol
olarak GDO icermeyen soya Ornegi ve GDO soya numunesi ic¢in hedef genin

cogaltildigi PCR UrUnu kullanilmistir.

Ayrica ¢alismada, molekiiler taramalar boyunca DNA izolasyonu gercgeklestirilen
diger gida numunelerine ait biyosensor analizleri yapilmistir. Kek, cips, misir unu,
soya unu, bazi biskiivi ve kraker orneklerinin hedef olarak taranan CaMV 35S
bolgesini icermemesi veya bu boélgenin blylk oranda denatiire olmasi sebebiyle

biyosensor analizlerinden bu 6rnekler i¢in sonug alinamamastir.

Gercek ornek denemelerinde kullanilan genomik DNA numuneleri DNA’nin ¢ift
zincirli yapisimin agilmasi igin oncelikle 5 dk boyunca 95°C’de su banyosu iginde

inkiibe edilmis hemen ardindan 1 dk boyunca buzda bekletilmistir.

Hibridizasyon islemi i¢in, prob bagl ¢alisma elektrotlari, TE buffer (pH 8,0) icinde
seyreltilmis (10> M) olan tek zincirli genomik DNA cozeltileri icinde oda
sicakliginda 30 dk boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda gercek drnekler

icin elektrokimyasal 6l¢iimler alinarak kaydedilmistir.

3.4.7 GDO biyosensor gelistirme basamaklar:

GDO biyosensor gelistirme basamaklar1 Sekil 3.9’da gorsellestirildigi gibi sirasiyla

asagidaki basamaklar1 kapsamaktadir;
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e Kalem grafit elektrodun (PGE) pullandirilmis grafen oksit (GO) ve
indirgenmis grafen oksit (rGO) ile modifikasyonu (GO-rGO/PGE)

e GO-rGO/PGE’nin altin (Au) ve glimiis (Ag) nanoyapilari ile modifikasyonu
(Au-Ag/GO-rGO/PGE)

e Yiizeyi modifiye edilmis ¢alisma elektroduna (Au-Ag/GO/rGO/PGE) -SH

isaretli oligonuikleotid problarin immobilizasyonu
e Immobilize olmayan bélgelerin bloklanmasi igin MCH inkiibasyonu
e Hedef DNA hibridizasyonu

o Elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile elektrokimyasal degerlendirme
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Sekil 3.9 : GDO biyosensor modifikasyon basamaklari.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 DNA izolasyonu ve Molekiiler Calismalar

GDO analizinde DNA izolasyon yontemi DNA Kkalitesini belirlemesi bakimindan
onemli basamaklardan biridir. DNA amplifikasyon yontemlerinin basaris1 karmasik
veya yliksek oranda islenmis gida matrislerinin analizinde kritik olan DNA

ekstraksiyon protokollerinin verimliligine bagldir.

Agaroz jel elektroforezi, farkli boyutlardaki DNA ve RNA molekiillerini ayirmak
icin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu tez calismasinda numunelerdeki
DNA miktar1 hakkinda faydali bilgiler saglamasi adma DNA Kkalitesini

degerlendirmek icin agaroz jel elektroforezi kullanilmistir.

Bu tez calismasinda incelenen gida iirlinlerinden farklit DNA izolasyon protokolleri
ile elde edilen 6rnekler % 1 konsantrasyona sahip agaroz jeller kullanilarak, yiksek

yogunluklu DNA fragmanlar1 halinde goriintiillenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 : Farkli DNA izolasyon protokollerine ait agaroz jel
goruntdleri a) DNA izolasyon metot-1, b) DNA izolasyon metot-2, c)
DNA izolasyon metot-3, d) DNA izolasyon metot-4. L, GeneRulerTM 1
kb DNA Ladder (Termo Scientific). Kuyucuk; 1-6 biskivi, 7-10 kek, 11-
13 kraker, 14-15 musir cipsi, 16-17 misir unu, 18-19 soya unu, 20 GM
soya, 21 GM musir ve 22 negatif kontrol (ddH20).

Agaroz jelde dagilim gostermis olan yiiksek molekiiler agirlikli ve net gériinen bant
profilleri, en az bozulmaya ugramis saglam genomik DNA'y1 gosterir. Bozulmus
veya kirilmis DNA ve RNA kontaminasyonu, jelde yayilma olarak gorilebilir
(Shokere ve digerleri, 2009). Bu tez ¢alismasinda farkli izolasyon protokollerine ait
agaroz jel fotograflarina gore, daha yiliksek molekiiler agirlikli genomik DNA
orneklerinin modifiye Wizard metodu (Sekil 4.1’a) ile CTAB-Wizard DNA
metoduna (Sekil 4.1 c) ait oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1). Agaroz jel sonuglari,
izolasyon protokolii i¢in izolasyon verimliliginde numune isleme seviyelerinin ve
ogitme adimlarmin O6nemini gostermektedir. DNA ekstraksiyon verimliligi,
numunedeki partikiil boyutu azaldik¢a artabilir (Trifa ve Zhang, 2004). Tane
boyutunun DNA ekstraksiyonunun verimliligi lizerindeki etkisi ile ilgili olarak,

Moneano ve digerleri (2005), farkli tane boyutlarindaki (irmik, un, kiispe) misir
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orneklerini karsilastirmistir. Elde ettikleri sonuglara gore, en yuksek verimin en
kii¢iik tane boyutuna sahip misira ait oldugu gézlemlenmistir. Bu durum daha kiguk
parcaciklarin ekstraksiyon reaktiflerine daha biiyiikk bir yiizey alani sunmasi ile
iliskilendirilebilir. Bu ¢alismada, misir unu drnekleri tim izolasyon yontemleri igin
en az bir net bant verirken soya unu 6rnekleri, metot-4 (klasik CTAB) hari¢ diger
tim protokoller igin temiz bant profilleri vermistir. Diger tic DNA izolasyon
yontemine gore misir unu numunesi soya unu numunelerinden daha temiz ve yogun
bir bant profili gostermemistir. Literatir ile uyumlu olarak gida, tohum/tahil veya
yem Orneklerinden izole edilen DNA'nin miktar1 ve kalitesi, 6rnek boyutundan,
optimal 6rnekleme yodnteminden, biyolojik faktorlerden, inhibitérlerden ve matris
tipinden etkilenmektedir (Ondiej, 2004; Laffont ve digerleri, 2005; Gryson, 2010).

Is1, enzimatik aktivite ve diisiik pH gibi isleme tekniklerinin DNA'nin miktar1 ve
biitlinliigii tizerindeki etkisinden dolayi, islenmis gida maddelerinden yeterli miktarda
cogaltilabilir DNA ekstraksiyonu elde etmek cok daha zor olmaktadir (Tengel ve
digerleri, 2001; Peano ve digerleri, 2004; Vijayakumar ve digerleri, 2009; Arun ve
digerleri, 2013; Turkec ve digerleri, 2015; Pacheco Covello ve digerleri, 2017; Soylu
ve digerleri, 2020; Joelma ve digerleri, 2022). Islenmis gida numunelerinin agaroz jel
sonuclara gore biskiivi, kek ve kraker numuneleri icin jelin daha diisiik molekiiler
agirlikli  kisimlarina dogru kaymalar gozlenmistir (Sekil 4.1). Agaroz jel
elektroforezinde diisiik molekiiler agirlikli fraksiyonlar kirik veya bozulmus
RNA/DNA kontaminasyonunu godstermektedir. Jelde daha ylksek molekdler
agirlikta yogun bant bulunmasi, genomik DNA'nin saglam ve minimum diizeyde
kontamine oldugu anlamina gelir (Shokere ve digerleri, 2009). Pisirmenin DNA
izolasyon verimini ve PCR sonuglarini olumsuz etkiledigi bilinmektedir (Bauer ve
digerleri, 2003; Gryson ve digerleri, 2007; Gryson, 2010). Bu bakimdan pisirme,
kizartma, asit ve pH degisimlerine maruz kalma diizeyi acisindan biskiivi, kek,
kraker ve musir cipsi Orneklerinin agaroz jel elektroforezinde diisiik molekiiler

agirlikl kisimlara dogru yayilmalar géstermesi beklenen bir sonuctur.

Incelenen DNA izolasyon ydntemlerinden elde edilen DNA konsantrasyonlar1 ve
260/280 oranlar1 iiriin ¢esidine gore degismektedir (Cizelge 4.1). 260/280 orani,
DNA'nin safligi ve kalitesi hakkinda bilgi saglamaktadir. DNA'daki protein
kontaminasyonunun degerlendirilmesi i¢in  rutin olarak  260/280 orani

kullanilmaktadir. Bu orana gore 1,7 ve lizeri degerler kabul edilebilir olarak
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degerlendirilebilir (Sambrook ve Russell 2001). 1,8 orani, protein ve fenolik
bilesiklerin yoklugunda yiiksek safliga sahip bir DNA derecesidir. Bu oran 2'nin
tizerine ¢iktigi zaman RNA kontaminasyonundan séz edilebilmektedir (Sonmezoglu
ve Terzi, 2018).

Cizelge 4.1 : Gida DNA’larinin konsantrasyon ve saflik analizi sonuglari.

DNA izolasyonu DNA izolasyonu DNA Izolasyonu DNA izolasyonu

Metot-1 Metot-2 Metot-3 Metot-4
Gida ng/ul 260/280 ng/ul 260/280 ng/pul 260/280  ng/ul  260/280 Ortalama* Ortalama*
Uriini ng/ul 260/280
Bisklivi ~ 125,22ab 1,80a 35,05b 1,86c 68,43ab 1,77b 52,19ab  1,88c 70,22 1,83
Kek 118,87ab 1,72a 8,27a 1,41a 37,8lab 1,58ab 45,26ab 1,61ab 52,55 1,58
Kraker 274,58bc 1,80a 26,08ab  1,76c 57,83ab 1,58ab  68,02b  1,79bc 106,62 1,73
Misir 81,80ab 1,67a 45,24b 1,76c  58,98ab 1,72ab 46,65ab  1,57a 58,16 1,68
Cipsi
Misir Unu  36,16a 1,75a 25,40ab 1,76c  25,03ab  2,05c 16,86a 1,67ab 32,86 1,81
SoyaUnu  593,58d 1,89a  107,12cd 1,71bc 63,98ab  1,47a  82,14b 1,75abc 211,80 1,71
GM 380,77c 1,83a 159,47e  1,46ab  78,53b 1,8lbc 12,652  2,14d 157,86 1,81
Soya
GM Misir  150,84ab 1,81a 134,61d  1,94c 20,67a  1,45a 13,66a 1,74abc 79,85 1,74

Ortalama* 220,22 1,78 67,65 1,71 51,41 1,68 42,18 1,77

*Ayni sutun ve ardindan gelen farkli harfler ortalamalarda onemli o6lgiide farklilik
gostermistir. (P<0.05).

Tum izolasyon yontemlerine gore ekstrakte edilen 6rnekler arasindaki DNA miktari
8,27 ng/pul (Metot-2) ile 593,58 ng/ul (Metot-1) arasindadir. Gida iiriinleri {izerinde
yapilan istatistiksel analizlere gore orneklerin ortalama A260/A280 oranlarinin en
diistiik ve en yiiksek oldugu degerler 1,58 (kek) ve 1,83 (biskivi) olmustur. Cizelge
4.1'deki spektrofotometre sonuglari incelendiginde toplam DNA varliginin en yiiksek
degerlerinin soya unu orneklerine (593,58 ng/ul), en diisiik miktarin ise misir unu,
kek ve musir cipsi Orneklerine ait oldugu goriilmektedir. Cikolata ve sos gibi
bilesenlerin yani sira nisasta ve lesitin iceren orneklerden kaliteli ve bozulmamis
DNA elde etmek zordur (Greiner ve digerleri, 2005). Bu nedenle yapilan ¢alismada
iriin isleme diizeyinin olumsuz etkisinin yaninda {riin bilesiminden kaynaklanan
farkliliklarin  numune tiirii  ag¢isindan  farkli  sonucglara yol acabilecegi
desteklenmektedir. Bu sonuglar literatiirdeki diger ¢alismalarla benzerlik

goOstermektedir.

Tiirkeg ve digerleri (2015), inceledikleri iirlinler arasindaki DNA veriminin incelenen

izolasyon yontemine gore farklilik gostermesine ragmen, orta ve yiiksek islenmis
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musir icerigine sahip iirlinlerde genellikle daha diisiik saflik degerleri elde edildigine

dikkat ¢ekmistir (Bernardo ve digerleri, 2007).

En diisiik DNA verimi, bazi kek (8,27 ng/ul), kraker (26,08 ng/ul), misir cipsi (45,24
ng/ul) gibi islenmis gida 6rneklerinde goriilmektedir. Bu sonug, gidalardaki isleme
seviyelerine bagli olarak DNA miktarinda azalma ve bozulma oldugunu
dogrulamaktadir. Bu iiriinlerin, yliksek sicakliga maruz kalmalart DNA’larinin da bu
yiiksek sicaklikta degrade olmasina neden olmaktdir. > 1,9 saflik oram1 bazi
orneklerde RNA'y1 belirtirken, ekstrakte edilen DNA 6rneginde < 1,7'lik bir oran bu
orneklerde proteinlerin varligin1 gostermektedir (Abdel-Latif ve Osman 2017). Bu
tez calismasinda incelenen tiim modifiye izolasyon yontemlerine goére gida
orneklerinde sirasiyla kek (1,58) ve musir cipsi (1,68) ortalama 260/280 orani 1,7'den
az bulunmustur. incelenen diger gida numuneleri igin ortalama 260/280 orani 1,7 ile
2,0 arasindadir ve bu sonuglar numunelerde protein ve polisakkaritler tarafindan
onemsiz diizeyde kontaminasyon seviyelerine isaret etmektedir (Pervaiz ve digerleri,
2011). Tim numuneler i¢in 260/280 oraninin ortalama degerleri 2,0'n altindadir ve
bu sonug incelenen izolasyon protokolleri acgisindan gida numunelerinde minimal,

nukleik asit kontaminasyonunu gostermektedir.

Tiirkec ve digerleri (2015), Tiirkiye'de ticari olarak satilan misir igeren gida ve yem
iirlinlerinde GDO tespitini degerlendirmek icin DNA ekstraksiyon yontemlerini
incelemistir. incelenen tiim gida ve yem iiriinleri icin Wizard, Genespin kit izolasyon
protokolleri ve CTAB prosediirleri basartyla uygulanmistir. Arastirmacilara gore,
CTAB yontemi, ticari kitlere kiyasla ham soya ile misir ve yiiksek oranda iglenmis
gida numuneleri i¢in en uygun ydntem olarak bildirilmistir. Misir ekmegi harig
incelenen Orneklerde CTAB yonteminin DNA safligimin 1,5'in {izerinde olmasi,
ekstrakte edilen DNA'nin amplifikasyon analizi i¢in uygun oldugunu gostermistir
(Querci ve digerleri, 2005; Turkec ve digerleri, 2015). Bu calismada incelenen
ornekler icin soya unu ve kek hari¢ tim Orneklerde 260/280 degerinin ortalamasi

1,7'nin Uzerindedir.

Mathes ve digerleri (2020), protein agisindan zengin misir yemlerinden DNA
ekstraksiyonu icin modifiye bir CTAB protokoll dnermistir. Karsilastirdiklar: diger
protokoller arasinda bu protokoliin yiiksek oranda islenmis misir 6rneklerinden DNA
ekstraksiyonu i¢in en uygun ve tekrarlanabilir yontem oldugunu belirtmislerdir. Ayni

DNA ekstraksiyon protokoll, bu tez c¢alismasinda da kiiglik degisikliklerle
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kullanilmistir (metot-2). Misir unu ve referans misir 6rnegi ig¢in uygulanan DNA
izolasyon metodu-2, metot-1'den sonra en yiiksek DNA verimine sahip protokol
olmustur. Ek olarak, taksona 6zgli PCR calismalar i¢in zein igeriginin tarandigi
agaroz jel elektroforez gorintileri, numunelerin beklenen baz ¢ifti araliginda

tekrarlanabilir temiz bant profilleri verdigini gostermistir.

Islenmis gida iiriinlerinin ¢ogu, cesitli bitki kaynaklarindan farkli genomik DNA
icerigi bulundurmaktadir. Bu karmasik matris icinde, PCR icin sablon olarak
kullanilan genomik DNA'nin sadece kii¢iik bir kismi, amplifikasyon ig¢in uygun
hedefi icermektedir. Bu nedenle taksona 6zgu referans gen (endojen kontrol) ile
yapilan 6n ¢alismalar PCR giivenilirligi i¢in kritik bir adimdir (Shokere ve digerleri,
2009). Bu tez galismasinda, soya triinlerinin igerigini belirlemek igin lektin geninin
varligiin ve musir drlinlerinin igerigini belirlemek icin zein geninin varhigi

izlenmistir.

PCR caligmalarinda incelenen gida iiriinlerinde soya igeriginin varlig1 aragtirilmistir.
Lektin geninin varliginin saptanmasi i¢in yapilan PCR sonucunda beklenen yaklagik
bant boyutu 164 baz ¢iftidir. Pozitif kontrol olarak kullanilan referans soya fasulyesi
orneginde ve irilinlerde soya igeriginden bakimindan beklenen baz cifti araliginda

dogru bandin varlig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.2).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

200 bp _

100 bp _

Sekil 4.2 : Lektin primeri i¢in PCR 6rneklerinin agaroz jel
goruntdsd. 1) 100 bp DNA Ladder (Thermo Scintific) 2) GM Soya
(pozitif kontrol); 3-8) biskuvi; 9-12) kek; 13-15) kraker; 16-17) misir
cipsi; 18-19) soya unu.
Sekil 4.2'ye gore soya igerikli 6rnekler sirasiyla, 3-8 (biskuvi), 10,12 (kek), 13-15
(kraker), 16-17 (musir cipsi), 18-19 (soya unu) ornekleri olarak segilmistir. Soya unu

ve biskiivi ornekleri, beklenen baz ¢ifti araliginda dogru bant profilini gosteren

ornekler arasinda daha yogun ve belirgin bant profilleri gdstermistir. Ote yandan, kek
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ornekleri agaroz jelde belirgin bant profilleri gostermemistir. Bu tez ¢alismasinda
incelenen dort izolasyon protokoliiniin ortalamasi ile karsilastirildiginda, DNA
kalitesi kek numuneleri ig¢in en diisilk ortalamaya sahiptir (1,58). DNA Kalite
sonuclarma gore soya igeriginin belirlenmesinde en temiz bant profiline sahip 6rnek
gruplar1 olan biskiivi ve soya unu 6rneklerinin DNA kalite oranlarinin sirasiyla 1,83

ve 1,81 oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1).

Zein gen taramalart i¢in kullanilan ZEINO3 / ZEINO4 primer ¢ifti ile
amplifikasyondan elde edilen agaroz jel goriintiisii Sekil 4.3'de verilmistir. incelenen
primer agisindan zein geninin varligi i¢in beklenen 277 bp araliginda dogru bant

degerleri esas alinmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

300bp _
200bp _

100 bp _

Sekil 4.3 : Zein primeri icin PCR 6rneklerinin agaroz jel gorintusa.

1) 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific) 2) GM Misir (pozitif
kontrol); 3-8) biskdivi; 9-12) kek; 13-15) kraker; 16-17) Misir cipsleri; 18-

19) Misir unu; 20) Bugday DNA's1 (negatif kontrol).

Misir igerigini belirlemek icin yapilan PCR taramasi sonuglarmin agaroz jel
goriintiisiine gore (Sekil 4.3) 3, 4 ve 6 numarali biskiivi numuneleri, 17 numarali
misir cipsi ve 18-19 numarali misir unlarinda Zein geninin varligi tespit edilmistir.
Kek ve kraker numunelerinde incelenen numune gruplar1 arasinda musir igerigine
iliskin bant profili elde edilememistir. Bu sonuglarin misir unu numuneleri i¢in
beklenmesine ragmen, incelenen numunelerde misir icerigi soya fasulyesi igerigine
gore daha az olmasi veya ilgili gen bolgesinin denatiirasyonu ile ilgili olabilecegini

distindiirmektedir.

Mandaci1 ve digerleri (2014), ¢aligmalarinda inceledikleri tiim Ornekler icin soya
varhigin1 gosteren lektin geninin 118 bp araliginda dogru bant profilini soya iceren

dokuz drnekte elde etmislerdir.

Meri¢ ve digerleri (2014), misir ve soya fasulyesinin tiire 6zgli genlerini saptamak

icin musir igin zein genine 6zgii ZEIN 1-L / ZEIN_1-R primerlerini ve soya fasulyesi
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icin lektin gen bolgesine 6zgli GMO3F / GMO4R primerlerini kullanmistir. Bu

taramalar, 11 yem Gr{ininun misir ve soya varligi tespit edilmistir.

Arun ve digerleri (2013), yanlis negatif sonuglar1 ortadan kaldirmak i¢in sirasiyla
CaMYV 358 ve nos negatif drneklerde GDO'lu ve GDO'suz soya ve misirda bulunan
soyaya Ozgii lektin ve misira 6zgii zein dizilerini analiz etmislerdir. Taranan 100
iiriinden soya ve musir icerigindeki pozitif iiriinlerin dagilimi; test edilen 43 misir
orneginin 14'4 (% 32,6) ve test edilen 57 soya fasulyesi 6rneginin 111 (% 19,3)
pozitif bulunmustur.

Seker, bitkisel yaglar, yiiksek oranda islenmis karbonhidratlar yiiksek sicaklik ve
kimyasal faktorlere maruz kalan gida iriinleri igin transgenik bolge bozulabilir
(Rastegar ve digerleri 2021). Izolasyon protokoliiniin etkinligi ile bu durumun
iistesinden gelinebilse de DNA izolasyonu sirasinda tiriinlerin maruz kaldig1 fenolik
asit kalintilar1 veya polisakkaritler ortamdan tamamen uzaklastirilamamaktadir. Bu
kirleticiler, PCR amplifikasyonu sirasinda DNA polimeraz aktivasyonunu
etkilemekte ve hatta inhibe etmektedir (Arun ve digerleri 2013; Aboul-Maaty ve
Oraby, 2019; Jia ve digerleri 2019). Bununla birlikte, PCR ile kiglk miktarlarda
DNA amplifiye edilebilmektedir, ancak agaroz jel sonuglarina gére bant profillerinde
DNA Kkalitesi ve veriminde farkliliklar olusmaktadir. GDO tespitinde rutin olarak
kullanilan PCR c¢alismalarina dair bu tiir dezavantajlar1 ortadan kaldirmak ig¢in
biyosensor sistemleri daha hassas ve tekrarlanabilir sonuclar verebilir. Bu sebeple bu
tez ¢alismasinda islenmis gida Ornekleri kullanilarak hem PCR tabanli molekiiler
tespit yontemi hem de biyosensor sisteminin karsilastirilmasi ve degerlendirilmesi

esas alinmistir.

Bu tez ¢alismasinda Metot-3 izolasyon protokoliine gore elde edilen genomik DNA
orneklerinin GDO taramasi, 35S promotor bolgesinin amplifikasyon sonuglarina gore
degerlendirilmistir (Sekil 4.4). incelenen gida 6rnekleri arasinda pozitif kontrol
ornegi olan GM soya cf3/cf4 primerleri ile yapilan PCR amplifikasyonu sonucu
beklenen bant biiyiikliigii olan 123 bp araliginda net bir bant profili gostermistir.
Incelenen diger gida drnekleri iginse 6 ve 8 numaral biskiivi, 9-10 numaral1 kraker
ornekleri benzer aralikta bant profilleri gostermistir. Negatif kontrol 6rneginde

herhangi bir amplifikasyona ratlanmamistir (Sekil 4.4).
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Transgenin kopya sayisi, gida isleme ile baglantili yliksek sicaklik ve basincin bir
sonucu olarak Onemli fiziksel hasar ve parcalanma ile azalir. Bu bakimdan
cogaltilabilir DNA hedef dizilerinin PCR analizlerindeki zorlugu, isleme prosesinin
siddeti ile orantilidir. Sicaklik ve/veya basing ne kadar yiiksek ve iglem siiresi ne
kadar uzun olursa, DNA'ya verilen hasar da o kadar artmaktadir. Genomik DNA'nin
bozunmasi, Oncelikle diisik pH'ta gergeklestirilen islemlerle baglantihidir ve bu
bozunma termal stres ile 6nemli Sl¢lide artar (Vijayakumar ve digerleri, 2009). Sekil

4.4’te pozitif GM soya 6rnegine ait bant profili net olarak gérinmektedir.

Peano ve digerleri (2004) 1s1 gibi kimyasal ve fiziksel islemlerin yiiksek molekiiler
agirhkli DNA  zincirlerinin parcalanmasina neden olabilecegini ve dolayisiyla
ortalama parca boyutunu azaltabilecegini belirtmislerdir. Ayni sekilde, Gryson ve
digerleri (2007), 1sil iglemin, DNA konsantrasyonunu diisiirmeden toplam DNA
fragman uzunlugunu azalttigini ifade etmistir. Benzer sekilde, Lipp ve digerleri
(2001), DNA bozulmasmin, gidalarda GDO'larin saptanmasina izin verecek kadar
uzun olan DNA fragmanlarinin miktarinda 6nemli bir azalmaya neden olabilecegini

gostermistir.

Vijayakumar ve digerleri (2009), firinlama isleminde bozulmamis DNA'da 6nemli
bir bozulma goriilse de ¢ogaltilabilir diziler hala mevcut oldugunu bildirmislerdir. Bu
nedenle bazi biskiivi ve kraker 6rnekleri (6, 8, 9, 10) hem DNA izolasyonu hem de

PCR analizleri bakimindan diger {iriin gruplarina gore daha iyi sonuglar vermektedir
(Sekil 4.4).

1
p——

Sekil 4.4 : 35s cf3/cf4 primeri icin PCR 6rneklerinin agaroz jel
goruntisd. 1) 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific); 2) GM Soya
pozitif kontrol); 3) soya unu; 4) kek; 5) misir cipsi; 6-8) biskivi; 9-10)
kraker; 11) misir unu; 12) bugday DNA's1 (negatif kontrol).
Al-Salameen ve arkadaslarina gore (2012), islenmis gidalardan ekstrakte edilen DNA
genellikle diistik kalitededir bu sebeple PCR amplifikasyonunda tespit edilmeyebilir,

cok diisiik konsantrasyonlarda bulunabilir veya ciddi sekilde hasar gérmiis olabilir.
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Boyle bir durumda GDO igeriginin molekiiler analizle tespiti basarili olmayabilir.
Turkiye'de satiga sunulan cips ve kahvaltilik {iriinlerinde GDO tespitinin yapildigt
farkli bir ¢alismada incelenen 6rneklere CTAB ve ticari kit izolasyon yontemleri
uygulanmustir. Incelenen 6rneklerin hicbirinde yeterli kalite ve miktarda DNA elde
edilemedigi i¢in bu ¢alisma sonuglari, iirlin isleme siire¢lerinin DNA hasarina neden
oldugunu desteklemistir (Mutlu ve digerleri, 2021). Baska bir ¢alismada Artuvan ve
Aksay (2021), bebek formiillerinde GDO igerigini taramiglar ve Tiirkiye'de
marketlerde satisa sunulan bebek devam siitlerinde, p35S, tNOS ve pFMV transgenik
icerigine rastlamamislardir. Tirkiye'de GDO igeriginin gida iirlinlerinde kullanimina
iliskin kat1 yasal 6nlemler bulunmaktadir (Yénetmelik TR, 2010). Ulkemizde gida
triinlerinde GDO'lar {izerine yapilan diger ¢alismalarda (S6nmzeoglu ve Keskin,
2015; Turkeg ve digerleri 2015; Avsar ve digerleri 2020), transgenik gen bdlgesine
Ozgli tarama sonuglar1 pozitif olsa da soya ve musir igerigi acisindan dogrulanmis bir
GDO igerigi bildirilmemistir.

Bu ¢alismada incelenen paketli gida 6rneklerinden bazilarinda (biskivi, kraker) 35s
promotdr bolgesi bakimidan pozitif sonuglara ulasilmigtir. Fakat nitel ve nicel
calismalarla belirlenen diisiik miktarda GDO'larin varli§inin bir sonraki adimda dizi
analizi ile incelenmesi Onerilmektedir. Bu ¢alismada bazi 6rneklerde pozitif olarak
elde edilen bant profilinin, diisiikk konsantrasyonlarda GDO igerigi bakimindan
pozitif olabilecegi, bunun da transfer veya ayni iiretim hattinda kontaminasyona
baglanabilecegi unutulmamalidir. Bu nedenle geleneksel PCR yontemi ile yapilan
GDO analiz calismalarinda ilgili kanunlarca belirlenen smir esik degerinin
belirlenmesi i¢in kantitatif analizlerin yapilmasi ve nihai sonuca yonelik dizi
analizlerinin yapilmasi Onerilmektedir (Arun ve digerleri 2013; Avsar ve digerleri
2020). Bu bakimdan biyosensor ¢aligsmalarinin tarama testleri i¢in 6nemli bir kontrol
basamagi olusturacag: diistiniilmektedir bu sebeple bu ¢alismanin igslenmis gidalarda

GDO taramasi amaciyla kullanim bulmas1 beklenmektedir.

Buraya kadar gerceklestirilen adimlar GDO tespit giivenilirligi bakimindan temel
adimlar olan genomik DNA izolasyonu, soya ve musira Ozgii bitkisel igerigin
belirlenmesi ve rutin PCR tarama testlerini kapsamaktadir. Tez ¢alismasinin
molekiiler ayagi boyunca tamamlanan galismalar sonucunda metot-3'de belirtilen

CTAB-Wizard DNA izolasyon protokolinin hem lektin ve =zein igeriginin
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belirlenmesi hem de Kkalitatif PCR analizi icin yeterli miktar ve kalitede DNA

ornekleri igerdigi belirlenmistir.

CaMV 35S transgenik igerigin tespiti i¢in, tiim gida {iretim siirecleri ic¢inde
gerceklesen proses adimlart boyunca genomik DNA biitiinliigii farkli oranlarda veya
kismen denatiire olmus numune Orneklerinin PCR ile takibi, iirlin ¢esidine bagli
olarak farkli optimizasyon adimlar1 gerektiren, zaman alic1 ve deneyimli elemana

ihtiya¢ duyan karmasik bir siirectir.

Bu sebeple tezin devaminda GDO biyosensor iiretim basamaklari igin islenmis gida
numunelerinden izole edilen genomik DNA’nin dogrudan tespitine dayal
elektorokimyasal sensor yanitlarini degerlendirmek {izere elektot modifikasyonu ve

sensor tasarimi basamaklarina dair sonuglar degerlendirilmistir.

4.2 Grafen Sentezi ve Karakterizasyonu

Bu calismada grafen oksit (GO), bilyali degirmen ile pullandirma sonrasit GO (GO-
B) ve indirgenmis GO'nun (rGO) kristal o6zellikleri, tabakalar arasindaki
degisiklikler, yapidaki bozulmalar, safsizliklar, karbon-karbon bag gerilmesinden
meydana gelen yapilar ile yapidaki fonksiyonel gruplarin incelenmesi i¢in XRD,

FTIR, Raman ve UV-vis sonuglar1 degerlendirilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 : Grafen sentezi boyunca uygulanan islem basamaklarina
ait XRD a), FTIR b), Raman c) ve UV-vis spektrum d) grafikleri.

X-1s1mn1  difraktometresi (XRD), GO’nun kristal yapisinin tayininde kullanilan
glvenilir bir tekniktir. Bu teknige gore, kisa dalga boyuna sahip elektromanyetik
dalgalardan meydana gelen X-isinlar1 demeti analiz edilmek istenen numunenin
iizerine iletilir ve kristallerin atomlarina carptirilarak geri gonderilir (ikram ve

digerleri, 2020).

Grafit temel olarak 20 = 26,50° (002) ve 54,65° (004) civarinda iki yogun diizleme
sahiptir (Siburian ve digerleri, 2018; Sharma ve digerleri, 2020). (002) dizlemi,
altigen dizilimde grafen tabakalar1 arasindaki mesafeyle ilgilidir. Literatiire gore,
(Saleem ve digerleri, 2018) 9° ile 15° arasindaki diizlemin (001) diizlemini temsil
ettigi bilinmektedir (Feizi ve digerleri, 2019). Tipik olarak GO, (001) kafes
diizlemine karsilik gelen 20 degerinde 10°de keskin ve gii¢lii karakteristik pikler
gosterir. Bu tez caligmasinda sentezlenen grafen oksit i¢in elde edilen XRD grafigine
(Sekil 4.5 a) gore hesaplanan 26 degerlerine ait pikler grafit i¢in, 26=26,28° GO igin
20=11,01°°dir. Grafit ve GO arasindaki bu patern farkinin nedeni oksijenli
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fonksiyonel gruplarm varligindan kaynaklanmaktadir (Feizi ve digerleri, 2019).
GO'nun XRD sonucu incelendiginde grafite gore keskin tepenin azaldigi ve GO’nun
kristal yapisinda tabakalar arasia yerlesen oksijen gruplarindan dolayr bozunuma
ugradigi ve tabakalar arasi mesafe artisindan dolay1 pikin sola dogru kaydigi
goriilmektedir (Song ve digerleri, 2014). Bu kayma grafitin basarili bir sekilde
oksidasyona ugratildigi ve GO yapisinin basarili bir sekilde elde edildigini gosteren
beklenen bir sonugtur (Loryuenyong ve digerleri, 2013; Karteri ve digerleri, 2015).
Bilyal1 6giitme sonrasi pullandiriimis GO’e ait XRD degeri ise 26=11,55° olarak
belirlenmistir (Sekil 4.5 a). Pullandirma sonrasi grafen oksit pikinin siddeti diismiis
ve rGO yoniine dogru bir kayma gergeklesmistir. Bu durum tabakalar arasinda yer
alan fonksiyonel gruplarin koparildigir ve bdylece tabakalarin birbirinden ayrilmasi
islemi bakimindan pullandirma isleminin etkinligini ifade eden bir kaymadir.
Bununla birlikte literatiirdeki c¢alismalar incelendiginde GO'nun rGO'ya
indirgenmesiyle birlikte 10° civarinda olan 20 degeri sirasiyla (002) ve (100)
dizlemlerine atfedilen 26,8° ve 42,7° civarinda pik verecek sekilde kayboldugu
bilinmektedir (Shahid ve digerleri, 2014; Sharma ve digerleri, 2017; Al-Gaashani ve
digerleri, 2019). Sekil 4.5 a’daki indirgenmis grafen oksit 6rnegi igin sirastyla (002)
ve (100) diizlemlerine gore beklenen XRD pikleri sirasiyla 20=24,55° ve 20=43,23
olarak belirlenmistir. Indirgenmis grafen oksit 6rnegi igin sirasiyla (002) ve (100)
diizlemlerine ait tepe noktalari, grafen tabakalarinin yeniden istiflenmesinden
kaynaklanan azalmay1 gostermektedir. Ayrica, GO indirgemesi sirasinda, oksijenli
elektronegatif pargalar ¢ikarilir ve bu da n-n etkilesimlerine atfedilebilen grafen
tabakalarinin yeniden istiflenmesine isaret etmektedir (Ismail, 2019). Bu sonug

pullandirilan GO tabakalarinin basaril1 bir sekilde indirgendigini gostermektedir.

Katmanlar arasi bosluk (d-uzaklig1) hesaplamalari, denklem (4.1)'deki Bragg Yasasi
kullanilarak belirlenmistir (Rochman ve digerleri, 2019). Denklem (4.1) asagidaki
gibidir;

nA=2dsin 6 4.1)
Burada n bir tam sayidir, A elektronlarin dalga boyudur (nm), d kristal diizlemlerin

ara katman araligidir ve 0 Bragg agisidir. Bu tez ¢aligmasinda sentezlenen GO, GO-B

ve rGO i¢in hesaplanan d-uzakligi ve 20 degerleri ¢izelge 4.2’de verilmistir.
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Cizelge 4.2 : Grafit, GO, GO-B ve rGO i¢in hesaplanan 26 ve d-araligi degerleri.

Grafit Grafen oksit Pullandirma Indirgenmis
(GO) sonrasi grafen grafen oksit
oksit (GO-B) (rGO)
26 26,28° 11,01° 11,55° 24,55°
d-uzakligi 3,39 8,04 7,65 3,62

Saleem ve Abbasi (2018) calismalarinda, grafitin oksitlenmesi asamasinda diizlemler
aras1 mesafenin 3,4 A'den 7,5 A'ye yiikseldigini gozlemlemisler ve diizlemler arasi
bu genislemenin grafen oksit katmanlari arasina katilan oksijenli fonksiyonel
gruplarim varligi oldugunu belirtmislerdir. Benzer sekilde, Rochman ve digerleri
(2019) calismalarinda grafit, GO ve rGO numunelerinin d-uzakligini sirasiyla 3,37
A, 822 A ve 3,56 A olarak belirtmislerdir ve aradaki degisen farkin oksidasyon
sirasinda olugan oksijen fonksiyonel gruplarinin varligimi gosterdigini bildirmislerdir.
Bu tez c¢alismasinda elde edilen d-uzakliklari ise grafit, GO, GO-B ve rGO igin
sirastyla 3,39 A, 8,04 A, 765 A ve 3,62 A olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2).
Oksitleme sirasinda d-uzakligmin arttig1 goriilmistiir. Elektrostatik itme nedeniyle,
tepe noktasmin yogunlugu, elektronegatif fonksiyonel gruplardan kaynaklanan
tabaka ara katmanlar1 arasindaki mesafe ile iligkilidir. Bu bakimdan elektronegatif
fonksiyonel gruplar, n-m etkilesimleri nedeniyle grafen tabakalarinin yeniden
istiflenmesini &nlemeye yardimci olurlar (Sharma ve digerleri, 2017). Indirgeme
sonras1 d-uzakligi degerindeki azalma ise GO yapisindaki oksijen fonksiyonel
gruplarinin  uzaklastirilmasiyla GO'nun basarili  bir sekilde indirgendigini

gostermektedir (Ziang ve digerleri, 2014).

Nano tabakalarin yiizeyinde ve kenarlarindaki oksijenli gruplar varliginin tespiti igin
Fourier doniistimlii kizilotesi spektrumu (FTIR) karakterizasyonu gereklidir (Tienne
ve digerleri, 2022). FTIR, bir malzemenin fonksiyonel gruplarinin incelenmesinde
etkili bir analizdir ve grafit, GO ile rGO, FTIR spektrumlari incelenerek etkin bir
sekilde analiz edilebilir (Ikram ve digerleri, 2020). Grafit, GO, GO-BO ve rGO
orneklerine ait FTIR grafigi Sekil 4.5 b’de goriilmektedir. Sekil 4.5 b’deki GO FTIR
spektrumu incelendiginde GO uzerine adsorbe edilen OH gruplar1 su molekullerinin
gerilme ve biikiilme titresimine karsilik gelen yiiksek frekansl alan arasinda (3689 —
2853 cm™) genis bir tepe gostermektedir. 3400 cm™ civarindaki bu genis bant
GO'daki su molekiillerinin ve diger hidroksil fonksiyonel gruplarinin OH

bagi/gerilme titresimlerini ifade etmektedir (Ismail, 2019). Bu nedenle, numunenin
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giiclii bir hidrofiliklige sahip oldugu sonucuna varilabilir. Sekil 4.5 b’de GO igin,
karboksil C=0'nun karakteristik zirveleri 1721 cm™'de goriilmiistiir. 1721 cm™’deki
C=0 kaynakli gerilme titresimlerinin ve 1620 cm™*’deki C=C baglarinin varhigindan
dolay1 olusan aromatik germe titresimleri oksidasyon isleminin basinda ve sonunda
bulunmaya devam etmistir. Rochman ve digerlerine (2019) gore, 1213 ve 1053 cm™
arasindaki pikler, C—-O—C epoksi veya C-O alkol varligina baglanabilir (Rochman ve
digerleri, 2019). Benzer sekilde, 1222 cm™ ve 1041 cm® meydana gelen tepe
noktalari, oksidasyon islemi sirasinda oksit fonksiyonel gruplarinin varligimn
dogrulamaktadir. GO i¢in bu baglarn varligi grafen oksit olusumunu
desteklemektedir (Saleem ve Habib, 2016; Saleem ve digerleri, 2018). Sekil 4.5
b’deki GO i¢in 1485 cm™'deki bant, baglantinin polar olmayan karakteri nedeniyle
yogun olmayan C=C titresimi ile ilgilidir (Yang ve digerleri, 2018). Oksijenli
gruplarin etkisi nedeniyle, C=C kimyasal baginin dipolar 6zelligi arttirilabilir ve bu
durumda bandin yogunlugu artabilir (Safajou ve digerleri, 2017). Bu sebeple GO i¢in
C=C baglar1 daha belirgin gozilkmektedir. Teorik olarak, ayni kimyasal elementi
iceren C=C gibi kimyasal baglar, elektronlar ayni yogunluk ve kuvvet tiirii altinda
oldugundan kohezyonu siirdiirmek i¢in polar olmayan bir bag olusturma
egilimindedir. Polar olmayan kovalent baga ek olarak, karbonlar arasindaki baglarin
eslesmemis elektronlar1 yoktur. Sonug olarak, molekiiliin dipol moment degisimi
sifirdir, ¢linkii hicbir endiiktif ve elektronegatif etki, molekiilde sapma veya acisal bir
momentum olusturma egiliminde degildir (Manoratne ve digerleri, 2017). Bu
durumda varsayimsal olarak grafen aymi sp2 hibridizasyonundaki karbon
atomlarindan herhangi bir kusur olmadan olusmalidir. Fakat heteroatomlarin yan
gruplar olarak eklenmesiyle kusurlu yapilar s6z konusu olur ve bu ekleme molekiiliin
act olusturmasini etkiler ¢iinkii oksijenli gruplarin elektronu bu bagda bir ag1
olusturma ve saptirma egilimi gosterir (Manoratne ve digerleri, 2017; Rochman ve
digerleri, 2019; Tienne ve digerleri, 2022). Sekil 4.5 b’de GO-B igin 1051 cm™'de
ortaya ¢ikan bandin C-O-C gruplarindan (1120 — 1000 cm?) kaynaklanmis
olabilecegi diisliniilmektedir. Bilyali 6giitme sirasinda ¢0zucl olatak kullanilan NMP
molekiillerinin grafen diizlemleri ile etkilesiminin, ¢ift oksijen baglarinin kopmasina
ve C-O-C’nin R—O-C alkoksi baglarinin olusumuyla ilerleyen NMP molekiillerinin
oksijen araciligiyla grafene baglanmasina yol a¢tigi goriilmektedir (Yakimchuk ve
digerleri, 2019).
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rGO’nun FTIR spektrumlart GO ile karsilastirildiginda, 1721 cm*'deki karboksil
C=0 i¢in karakteristik tepe noktasinin ¢ok daha diisiik bir yogunluk gosterdigi ve
indirgenmis grafenin FTIR spektrumundaki tepe noktalarinin yogunlugu,
deoksijenasyon nedeniyle 3689 — 2853 cm™ araligindaki (OH germe titresimleri)
dahil olmak fizere azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.5 b). rGO durumunda,
oksijenlenmis islevselliklerin kaldirilmast nedeniyle yukarida bahsedilen tiim

bantlarin yogunlugu 6nemli 6lgiide azalmasi beklenen bir sonugtur (Monteserin ve

digerleri, 2017; Al-Gaashani ve digerleri, 2019).

Raman ve Krishnan (1928), molekiiller tarafindan sag¢ilan 1smin dalga boyunun gelen
demetinkinden farkli oldugunu, dalga boyundaki kaymalarin sagilmaya sebep olan
molekiillerin kimyasal yapisina gore degistigini bildirerek 1931’de Nobel 6diiliine
lay1k goriilmiislerdir. Raman spektroskopisi, konjuge ve C=C ¢ift baglar1 dahil olmak
iizere karbon firtinlerinin karakterizasyonu i¢in yliksek yogunlukta Raman pikleri
veren, giliclii bir teknik olmasmnin yaninda karbon bazli malzemelerin
karakterizasyonunda hizli ve tahribatsiz analiz saglamaktadir (Novoselov, 2007;
Ikram ve digerleri, 2020). Raman spektroskopisi, GO'nun rGO'ya indirgenmesini
analiz etmek kullanilan yontemlerden birisidir (Manouchehri ve digerleri, 2019).
Raman spektrumunda, D (sp3) bandi karbon yapmin diizensizliklerini, yapidaki
bozulmalar1 ve amorf yapilar belirtirken, G (sp2) band1 ise aromatik/diizenli yapilar
belirtmektedir. 2D band1 varlig1 ise tek tabaka grafenin varligini dogrulamak igin
kullanilmaktadir. Bu c¢alismada, Raman spektroskopisi ile modifiye Hummers
metodu yoluyla sentezlenen GO ve rGO i¢in yapidaki bozulmalar, safsizliklar ve

karbon-karbon bag gerilmesinden meydana gelen yapilar incelenmistir.

Sekil 4.5 c'de grafit, GO, GO-B ve rGO sonuglarina dair Raman sonuglar1 verilmistir.
GO i¢in Raman spektrumunda, D ve G band1 degerleri sirasiyla 1359 cm™ ve 1606
cm?, pullandirma sonras1 GO i¢in D ve G band1 degerleri, 1353 cm™ ve 1594 cm!
olarak belirlenmistir. Grafen icin Onceki bazi literatiir ¢alismalari, G ve 2D'ye
karsilik gelen yaklasik 1600 ve 2700 cmY'de iki karakteristik tepe noktas1 bildirmistir
(Dresselhaus ve digerleri, 2008; Sharma ve digerleri, 2017). Bu c¢alismada rGO
spektrumunun D bandi ve G band: ise sirasiyla 1343 cm™ ve 1587 cm olarak
belirlenmistir (Sekil 4.5 c). Sekil 4.5 ¢’deki rGO i¢in 2D band: ise 2672 cm™Yde

keskin olmayan bir tepe olarak gorilmektedir.
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GO i¢in, Raman spektrumunda goriilebilen D, G ve 2D gibi iyi tanimlannus ve
belirgin li¢ tepe noktasit goriilmektedir (Voiry ve digerleri, 2016). Kenarlardan
kaynaklanan D bandi tepkisi, kusurlu veya translasyonel simetrinin par¢alanmasina
baglanabilirken, G bandi grafitin sp2 bdlgesinin E2g modunun birinci dereceli
sacilmasina karsilik gelmektedir. D bandinin G bandina kiyasla nispi giicii, grafitik
materyallerdeki diizensizlik miktarina biiyiik 6l¢iide baghdir (Wang ve digerleri,
2008). 2D bandi, G'deki ikinci mertebe bolge sinir1 fononlarinin Raman sagilmasi
nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir (Ferrari ve digerleri, 2006). 2D bandin sekli
(yogunlugu ve genisligi) ve konumu, yi1gilmig grafen katmanlarinin sayisi1 azaldikca

artar (Hack ve digerleri, 2018).

D ile G band1 arasindaki oran, GO'nun rGQO'ya indirgenmesini degerlendirmek igin
hesaplanan bir degerdir (Muzyka ve digerleri, 2018). Wu ve digerleri, (2018)
calismalarinda GO i¢in D/G oraninin 1'den az oldugu goézlemlemistir ve bu oran
GO'nun indirgenmesiyle énemli dl¢iide iyilestirilmistir (Wu ve digerleri, 2018). Bu
tez calismasinda sentezlenen rGO i¢in D/G orami (ID / IG = 1,03) GO igin
hesaplanan D/G oranindan (ID / IG = 0,81) daha ylksektir Bunun nedeni, dizenli
kristal yapilarin kismen olugsmasi ve GO'nun rGQO'ya indirgenmesi sirasinda diizlem
ici sp2 alanlarmm boyutunun azalmasidir (Xi ve digerleri, 2019). GO-B igin
hesaplanan D/G degeri (0,78), rGO ile kiyaslandiginda (1,03) daha diisiik
bulunmustur. Bu degisiklik, pullandirilmig GO'nun indirgenmesiyle sp2 alanlarinin
ortalama boyutunda bir azalma oldugunu gostermekte olup indirgemeden 6nce GO-
B'de bulunan boyut olarak daha kii¢iik, fakat sayica daha fazla yeni grafitik alanlarin
ortaya ¢ikigina atfedilebilir (Stankovich ve digerleri, 2007). Sonu¢ olarak hem GO
hem de GO-B yapilari ile karsilastirildigi zaman oksijen i¢eren fonksiyonel gruplarin
rGO yapisindan indirgeme sebebiyle ¢ikarilmasiyla birlikte ortalama sp2 alanlarinda

bir azalma oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Lee ve digerleri, 2017).

Sekil 4.5 d’de GO ve rGO numunelerine ait ultraviyole-gorinir bélge (UV-Vis)
spektrumlar1 verilmistir. GO ve rGO numunelerinin UV-Vis spektroskopisi igin
Olgiimler 1 mg/ml distile su iginde hazirlanmistir. GO'nun UV-gorinur spektrumunda
iki karakteristik absorpsiyon bandi vardir. Yaklagik 230 nm'deki absorpsiyon bandi
n-n* aromatik C-C baglarinin gecislerini 300 nm'de ortalanan pik ise n-n* C=0
baglarinin gegislerine karsilik gelir (Lai ve digerleri, 2012; Alam ve digerleri, 2017).

Sekil 4.5 d’ye gore hidrazin hidrat ile indirgeme reaksiyonundan sonra, bitln
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spektrumdaki absorbans degerleri artmigtir. Grafen indirgendiginde 232 nm’deki GO
pik zirvesi yaklasik 270 nm'ye dogru kayar ve yaklasik 300 nm'deki diger pik ise
ortadan kaybolur. Sekil 4.5 d’de elde edilen GO ve rGO 6rneklerine ait UV-gorindr
spektrumlar1 GO yiizeyindeki fonksiyonel gruplari igceren oksijenin ¢ogunlukla
¢ikarildigini ve grafen nano tabaka icindeki elektronik konjugasyonun indirgenme
reaksiyonu ile modifiye edildigini gostermektedir. Benzer sonuglar literatiirde elde
edilmis diger sonuglarla uyumluluk gostermektedir (Xu ve digerleri, 2011; Yu ve
digerleri, 2013).

Taramali elektron mikroskobu, GO nano tabakalarinin yiizey morfolojisini incelemek
icin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Farkli sentez metotlar: ile edilen GO
malzemeleri, SEM goriuntilemeleri sonucunda farkli morfolojiler gostermektedir.
Genel olarak, GO'nun SEM goruntileri, gesitli yiizey olusumlar ile katmanli bir yap1
gosterir (Ikram ve digerleri, 2020). Bu c¢alismada da grafen oksit, pullandirilmis
grafen oksit, ve indirgenmis grafen oksit, tabakalarinim morfolojisinin incelenmesi

icin SEM goriintiilerinden yararlanilmistir (Sekil 4.6).
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SEM HV: 5.0 kV WD: 5.13 mm MAIA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV wo:stgmm | MAIA3 TESCAN
SEMMAG: 50.0kx | Det:In-BeamSE  1pm SEMMAG:100kx  Detin-BeamSE 500nm
View field: 5.54 ym | Date(m/dly): 05/11/18 BARTIN UNIVERSITY View field: 2.76 ym  Date({m/dly): 05/11/18 BARTIN UNIVERSITY

4

SEM HV: 5.0 kV WO: 4.47 mm | MAIA3 TESCAN| SEM HV: 5.0 kv WO: 4.47 mm 1 J MAIA3 TESCAN|
SEM MAG: 50.0 kx Det: In-Beam SE  1pm SEM MAG: 100 kx Det: In-Beam SE 500 nm
View field: 5.54 ym  Date(m/dly): 11/729/18 BARTIN UNIVERSITY View field: 275 ym  Date(m/dly): 11/28/18 BARTIN UNIVERSITY

Sekil 4.6 : rGO (a-b), GO-B (c-d) ve GO’ya (e-f) ait SEM
gorintdleri (1-0,5 pm, 5 kV).
Incelenen rGO oOrneklerinde 4.6 (a, b) pullandirma ve yeniden istifleme islemleri
nedeniyle deformasyonun bir sonucu olan burusuk ve dalgalanan bir yapi ortaya
¢ikmaktadir. rGO’ya ait SEM goriintiileri, kenarlar belirgin, ylzey burusuk ve
katlanmis, rasgele kiimelenmis benzer ince levhalar seklindedir (Shalaby ve digerleri,
2015). rGO yiizeyindeki bosluklu yapilar, indirgeme islemi sirasinda GO yiizeyinden
oksijen fonksiyonel gruplarinin ortamdan uzaklastirilmas: ile ortaya c¢ikmaktadir
(Sharma ve digerleri, 2017). rGO nano tabakalari, SEM goruntilerinde gosterildigi

gibi, katman yapili, diizensiz katlanmis ve birbirleriyle dolasmis sekilde
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gorunmektedirler. Pullandirilmis GO-B tabakalar1 Sekil 4.6 (¢, d)’de goriildigii gibi
pullandirmadan kaynaklanan kismi indirgeme nedeniyle rGO yapisina benzer

burusuk bir yap1 gostermektedir.

GO tabakalarinin tek tabakali grafenin kalimligindan daha biiyiik oldugu Sekil 4.6 (e,
f)’deki SEM gorintileri ile ortaya konmustur. Kalinliktaki artis, oksijen igeren
fonksiyonel gruplarin girmesinden kaynaklanmaktadir. GO katmanlarinin kenarlarda
daha kalin oldugu da belirtilebilir. Bunun nedeni, oksijen igeren fonksiyonel
gruplarin  ¢ogunlukla GO'nun kenarlarinda olusmasidir. Literatiirdeki diger
calismalarla karsilastirildiginda, Shojaeenezhad ve digerleri (2017), GO'nun SEM
goriintiilerinin esnek ve kirigmis tabakalar sergiledigini gdstermistir. Shahriary ve
Athawale (2014), SEM goruntilerinden, katmanli yapidaki GO filmlerinin
kenarlardan, biikiilmiis ve kirismis alanlar gosterdigi sonucuna varmistir. Bu tez
calismasindaki SEM goruntileri bu bakimdan literatiirdeki diger c¢alismalarla
uyumluluk gostermektedir.

Ayrica rGO’nun (Sekil 4.7 b) GO'ya (Sekil 4.7 a) kiyasla kenarlarda daha fazla
kirisiklik gosterdigi gegirimli elektron mikroskobu (TEM) goéruntilerinde daha net
gorinmektedir (Sekil 4.7). TEM gorintuleri rGO tabakalarmin birbiri (zerine
istiflenmis birka¢ katmandan olustugunu gostermekle olup yapimin indirgendigine

dair ylizey morfolojisi hem TEM hem SEM gorintuleri ile desteklenmektedir.

Sekil 4.7 : (a) GO ve (b) rGO’ya ait TEM mikrograflari (200 nm).

Cizelge 4.3’te grafen ve grafen oksit orneklerine ait iletkenlik 6l¢imlerine ait
sonuglar verilmistir. Dort nokta prob Olgimi grafenin tabaka direncini (Rs)
belirlemek igin kullanilan ydntemlerden birisidir. Elde edilen numunelerin 6z
direnclerinin belirlenebilmesi igin gereken elektrik direnci, maddenin Uzerinden
gecen I akimi ve onun meydana getirdigi V geriliminin orani ile bulunur. Elektriksel

direng (p), numune kalinlig1 (L) ve numunenin yiizey alani (A) verileri ile asagidaki
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esitlik kullanilarak elektriksel iletkenlik (o) hesaplamalar1 yapilmistir (Wu ve
digerleri, 2011).
L
o (S/cm)==p

Elektriksel iletkenlik, o semboli ile gosterilmektedir ve metre basina Siemens SI
birimine (S/m) sahiptir. Elektriksel iletkenlik (o), elektriksel direncin (p) tersidir
(Helmenstine, 2018):

Cizelge 4.3 : Grafen oksit ve indirgenmis grafen oksit iletkenlik 6lgtimleri.

Oz direng (p) Yizey direnci G res. (S/m) G sres. (S/M)

[Ohm.cm] [Ohm/sq]
Gres 1,42E+01 7,12E+06 7,02E-02 1,40E-07
Gresl 1,50E+01 7,51E+06 6,66E-02 1,33E-07
Gres2 2,06E+02 1,03E+08 4,86E-03 9,72E-09
Gres3 1,12E+01 5,59E+06 8,94E-02 1,79E-07
Gres4 1,88E+05 9,40E+10 5,32E-06 1,06E-11
Gort. 4,62E-02 9,24E-08
Rres 1,09E+01 5,44E+06 9,19E-02 1,84E-07
Rresl 1,26E+01 6,28E+06 7,96E-02 1,59E-07
Rres2 1,10E+01 5,48E+06 9,12E-02 1,82E-07
Rres3 1,63E+01 8,15E+06 6,13E-02 1,23E-07
Rres4 1,56E+01 7,81E+06 6,40E-02 1,28E-07
Rort, 7,76E-02 1,55E-07

Cizelge 4.3 incelendiginde, GO ve rGO i¢in iletkenlik degerleri karsilastirmasi
sonucu beklenildigi gibi rGO’nun iletkenlik degerlerinin GO’e gore daha yiiksek

oldugu belirlenmistir.

4.3 Biyosensor Gelistirilmesi ve Ger¢ek Ornek Olgiimleri

Ag-Au'nun birikimini ve redoks davraniglarin1 degerlendirmek i¢in doniistimli
voltametri yontemi kullanilmistir. Au-Ag bimetal nano yapilarmin elektro kaplama
sonug¢larinin optimizasyonuna ait ¢alisilan dongii sayilarina (5, 10 ve 20 dongi) dair
veriler degerlendirilmistir (Sekil 4.8). Bu sonuglara gore kaplama i¢in dongii sayisi

10 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.8 : a) Au-Ag nano yapilarinin biriktirilmesine dair sonuclar
ve b) bar grafikleri.

Tarama hiz1 ile pik akimlar1 arasindaki iligkinin incelenmesi i¢in CV Ol¢limlerinden
faydalanilarak elektrokimyasal mekanizmalar hakkinda veri elde etmek amaciyla
sekil 4.9°da tarama hizina bagli olarak Ipa ve Ipc icin artan pik siddetleri
gorulmektedir. Bu sonuclara gore, elektrot tzerindeki redoks tepe noktalar1 (pik
siddetleri), tarama hiz1 arttikca kademeli olarak biiytimektedir. Yukseltgenme pik
akimi (lpa), Sekil 4.9 b'de gosterildigi gibi tarama hizinin karekoki ile dogrusal
degisim gostermektedir (R?=0,997'dir). Bu sonug, Onerilen biyosensor algilama
arabirimi Uzerindeki indirgenme ve yikseltgenme reaksiyonunun, ytzey diflizyon

kontrollii bir siire¢ i¢inde gergeklestigini dogrulamaktadir.

88



4004 2
200
<
= 0
4 400 mV/s
=200 - T
SmV/s
400 -

04 02 00 02 04 06 08
E (V)

400 b
350
300 |

250

200

I (WA)

| y=18,252x+20,307
150 Rz =0,997
100;

50 - u

——TTT7—
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Sekil 4.9 : a) Farkli tarama hizlarina sahip (5,10, 25, 50, 100, 200,
300, 400 mV/s) Au-Ag/GO-rGO/PCE CV olcumleri ve b) Yikseltgenme
pik siddetinin (lpa) tarama hiziyla iliskisi (Vv).
Elektrokimyasal sensorlerin hassasiyetini daha da artirmak ig¢in, elektrot ylizeyi
genellikle ozellikleri iyilestirecek sekilde degistirilir (Zheng ve digerleri, 2022).
Tasarlanan GDO  biyosensér elektrot ylzeyi icin  uygulanan ylzey

modifikasyonlarmimn incelenmesi i¢in modifiye PGE’lerin [Fe(CN)6]3/* redoks
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cozeltisi icinde alman CV oSl¢iimlerinden yararlanilmistir. Sekil 4.10°da ¢iplak kalem
grafit elektroda ait akim degerleri ile karsilagtirildiginda rGO ve GO’nun birlikte
kullanilmas1 elektron transferini kolaylastirmaktadir. Bu yilizey Uzerine modifiye
edilen Au-Ag bimetalik nano yapilarinin anodik pik akimlarmi 6nemli 6lglde
tyilestirmis oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar GO-rGO ve Au-Ag nanoyapilarinin
elektron transferini iyilestirdigini gostermektedir.

300
—— Ag-AurGO-GO/PGE a
Ag-Au/PGE
200 1 rGO-GO/PGE
PGE
m— Ag-Au/rGO/PGE
1001 — GoPGE
~]
- 0 -
-
-100-
-200 4
04 02 00 02 04 06 08
E (V)
I: Az-Au/rGO-GO/PGE
200 - II: Ag-Au/PGE b
11I: rGO-GO/PGE
IV: PGE
V: Ag-Au/rGO/PGE
150 4 1 VI: rGO/PGE
— I
<«
2
=100
50 -
0 - T
| I 111 IV A% V1

Elektrotlar
Sekil 4.10 : a) Elektrot ylizey modifikasyonuna dair 0,1 M KCI

iceren 5 mM [Fe(CN)6]3'/4' ¢ozeltisi iginde alinan CV odlgtimleri b) CV
olgtimlerine ait bar grafikleri.
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Au-Ag/GO-rGO/PGE yiizey modifikasyonlarinin morfolojik  degerlendirmesi
taramali elektron mikroskobu (SEM) ile yapilmistir. Elektrot yiizeyinde biriken Au-
Ag miktar1 ve dagilimi alan haritalamasi kullanilarak SEM'e bagli enerji dagilim
spektrumu (EDX) ile 6lgtilmiistiir. Biriken nanopartikillerin morfolojik kalitesi, PGE
elektrot yuzeyinde uygulanan her modifikasyondan asamasinda incelenmistir. Sekil
4.11°de elektrot yiizeyine kaplanan GO-rGO ve AuU-Ag nano yapilarimin SEM
goruntdleri verilmistir. GO-rGO yapilart (b) ylzeyin yizeyin modifikasyonu
nedeniyle ¢iplak PGE (a) iizerinde burusuk, dalgali ve katli goriintiiler sergilemistir.
Au-Ag bimetalik nano yapilar1 ise GO-rGO/PGE iizerinde net sekilde goriilmektedir
(c). Pargacik boyutu, miktar ve kompaktlik olarak Au ve Ag pargaciklar arasinda
baz1 farklar mevcuttur. Arvinte ve digerleri (2018), ¢alismalarinda karbon nanotlp
(CNT) elektrot yiizeyine biriktirmis olduklari Au pargacik miktarinin Ag’ye gore
daha fazla ve daha kompakt bir goriintii sergiledigini belirtmislerdir. Ayni zamanda
EDX analizleri sonucu yuzeyde Ag birikimine (% 5-6 Ag - % agirlik) kiyasla daha
yiiksek bir Au birikim ytzdesi (% 37-39 Au - agirlik %) elde etmislerdir.

SEM gorintilerindeki Au-Ag miktar1 ve dagilmi EDX ile Sekil 4.11°de
degerlendirilmistir. Sonuglar Au yapilarinin Ag’ye goére miktarinin daha fazla
oldugunu dogrulamakla birlikte (d) Au ve Ag nano yapilarinin GO-rGO/PGE
ylizeyinde homojen ve uniform bir dagilim gosterdigine dikkat ¢ekmektedir (€). Bu
caligmada uygulanan elektrobiriktirme yontemi sonucu elde edilen SEM goriintiileri
ve EDX sonuglari bu bakimdan literatiir ile uyumlu goériinmektedir (Arvinte ve
digerleri, 2018).
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Sekil 4.11 : a) Ciplak elektrot (PGE), b) GO-rGO/PGE ve c¢) Au-
Ag/GO-rGO/PGE SEM goruntileri (5 pum, icerideki goruntuler; 1 um, 10
kV), d) Au-Ag/GO-rGO/PGE EDX ve e) haritalama sonuglari.
EIS, ylizeyi modifiye edilmis elektrotlarin arayliz 6zelliklerini incelemek icin etkili
bir tekniktir. EIS o6lglimlerinde, yiiksek frekanslardan ¢ikan yarim daire kismu,
elektron transferini sinirlama islemine karsilik gelmektedir, dolayisiyla elektron

transfer direnci (Rct) dogrudan yarim daire ¢ap1 ile dlgiilebilir (Wang ve digerleri,
2016).

Probun immobilizasyonu ve hedef ile hibridizasyon reaksiyonu elektrot yuzeyinde
gerceklestirildiginden, elektrot malzemesi ve yiizey Ozellikleri elektrokimyasal
algilama sonuglari {izerinde biiyiik bir etkiye sahiptir (Karimi Maleh ve digerleri,
2021; Karimi Maleh ve digerleri, 2022). Bu tez calismasinda, DNA biyosensor
tretim basamaklarinin farkli asamalarmi incelemek i¢in EIS d&l¢limlerinden
yararlanilmigtir. Sekil 4.12 a’da goriildiigi gibi Au-Ag/GO-rGO/PGE yizeyine -SH
isaretli tek zincirli prob DNA (ssDNA) tiyol-Au etkilesimi yoluyla modifiye edilmis
elektrodun yiizeyine baglanmig ve Rct belirgin bir sekilde artmistir (Gao ve digerleri,
2022). Negatif yikli ssDNA’nm [Fe(CN)6]3/4e kars: elektrostatik itici bir kuvvet
olusturabilmesi nedeniyle literatiirde daha dnce yapilmis olan benzer caligmalarla
(Benvidi ve Jananbani, 2016; Wang ve digerleri, 2016) tutarli bir sekilde
elektrokimyasal empedansin 6nemli Olciide etkilendigi goriilmektedir. Tek zincirli

prob DNA’nin yilizeye basarili bir sekilde tutunmasmin ardindan ortama hedef
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7" (Q)

DNA’nimn eklenmesiyle birlikte elektrot yilizeyinde tek zincirli prob DNA ve hedef
DNA’nin hibridizasyonundan kaynakli ¢ift zincirli DNA (dsDNA) yapisi olusmustur.
25 UM ssDNA probunun immobilizasyonundan sonra ortama eklenen 10 M
tamamlayict hedef DNA, empedanst onemli Olglide arttirmistir. Au-Ag/GO-
rGO/PGE ylizeyinde ¢ift zincirli DNA (dsDNA) olusumu, negatif yiiklerin
yogunlugunu arttirmaktadir. Bu sonuca bagh olarak elektrot ylizeyinde [Fe(CN)6] *
/4-<arasindaki yiik transferinin (elektron transferi) daha fazla engellemesiyle Rt
degeri beklenen sekilde artmaktadir (Benvidi ve digerleri, 2014). Bu tez ¢calismasinda
tasarlanan Au-Ag/GO-rGO/PGE hedef DNA’ya bagl olarak artan EIS sinyali
gostermistir. Tasarlanan biyosensoriin Ol¢iilen EIS sinyalini izleyerek hedef DNA'y1

tespit etmek icin uygulanabilir oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.12 : a) 0,1 M KCl iceren 5 mM [Fe(CN)6]*/* ¢ozeltisi icinde
Au-Ag/GO-rGO/PGE, immobilize elektrot (ssSDNA/ Au-Ag/GO-
rGO/PGE) ve hibridize elektrot (ssSDNA/ Au-Ag/GO-rGO/PGE) EIS
yanitlar1 b) EIS yanitlar1 sonucu elde edilen bar grafikleri.

Kullanilan DNA biyosensorlerinin duyarliligini ve segiciligini artirmak igin, farklh
prob ssDNA konsantrasyonlari ve prob ssDNA'nin inkiibasyon siireleri deneysel

kosullar altinda optimize edilmistir (Sekil 4.13)

Elektrokimyasal DNA biyosensoriiniin hassasiyeti, DNA biyosensdriinin hassasiyeti
icin gok 6nemli olan ssDNA probunun konsantrasyonu ile yakindan iligkilidir (Wang
ve digerleri, 2016). Sekil 4.13 a'da gosterildigi gibi, Rct degeri, prob ssDNA
konsantrasyonunun artmasiyla belirgin bir sekilde artmaktadir. 1, 10 ve 25 uM prob
ssDNA konsantrasyonlari karsilastirildiginda, 25 uM bu ¢alismada kullanilan optimal
prob ssDNA konsantrasyonu olarak secilmistir. Wang ve digerleri, (2016)
calisgmalarinda AUNPS/MWCNT-rGONR/GCE icin belirledikleri optimal prob
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ssDNA konsantrasyonunu 10 uM olarak se¢mislerdir. Bu c¢alismada Onerilen
biyosensor icin daha yiksek bir prob ssSDNA konsantrasyonu belirlenmis olmasinin
sebebi elektrot ylzeyine modifiye edilen indirgenmis grafen oksit yapisi ile Au
nanopartikiil yapilarinin prob ssDNA i¢in daha yiiksek bir tutunma alani olusturmasi

olabilecegi diistintilmektedir.

DNA biyosensoriiniin performansi, prob ssDNA ve Au/GO-rGO/PGE arasindaki
inklibasyon siresinin artmasiyla birlikte immobilizasyon miktarimm arttirilmasini
(Wang ve digerleri, 2011) desteklemektedir. Biyosensoriin performansini, 6zellikle
hassasiyeti optimize etmek i¢in, inkiibasyon siiresinin etkisi ayrica arastirilmstir.
Sekil 4.13 b'de gosterildigi gibi, Ret kademeli olarak artmistir. 30, 60, 90 ve 120 dk
arasinda Rct degeri, siirekli artis egilimi gdstermekle birlikte 90 ve 120 dk arasinda
¢ok belirgin bir artis goriilmemistir bu sebeple bu ¢alisma i¢in optimum prob sSDNA

immobilizasyon siresi 90 dk olarak segilmistir.
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Sekil 4.13 : a) Prob ssDNA konsantrasyonun ve b) prob ssDNA
inkibasyon siiresinin elektrokimyasal DNA biyosensorinun analitik
performansi iizerine etkileri.

Optimum deneysel kosullar altinda, hedef DNA'nin farkli konsantrasyonlarini
kantitatif olarak tespit etmek icin hedef DNA’nin farkli konsantrasyonlar1 varliginda
AuU-Ag/GO-rGO/PGE biyosensorii i¢in Olgiilen EIS cevaplar1 sekil 4.14°de
verilmistir. Elde edilen EIS yanitlari, elektrot ylizeyinde ne kadar ¢cok hedef DNA
yakalanirsa (veya baglanirsa), 0 kadar biylk Rct degeri elde edildigini

gostermektedir.
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Lineer regresyon denklemi; ARct (Q)=496,9logC(mol/L)+8401,8 (R?=0,9943) olarak
hesaplanmistir. Hazirlanan biyosensor, 1x10%2 M ile 1x10® M araliginda hedef
DNA konsantrasyonlarinin logaritmasiyla dogrusaldir ve 1017 M mertebelerinde

diisiik teshis sinirina sahiptir.
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Sekil 4.14 : a) Hedef DNA'nin farkli konsantrasyonlariin
saptanmast i¢in ssDNA/Au-Ag/GO-rGO/PGE 'nin EIS yanitlar1
(1x101?, 1x1013, 1x1014, 1x10°%5, 1x10°%6),
b) hedef DNA tespiti i¢in kalibrasyon egrisi.
Bu tez ¢alismasinda onerilen elektrokimyasal DNA biyosensoriinun, Cizelge 4.4'de
listelenen GDO tayini igin literaturde daha Once bildirilen yontemlerle

karsilagtirildiginda,  diisik tespit limitlerine sahip elektrokimyasal GDO
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biyosensorleri ile yarigabilecek kadar hassas ve diisiik bir tespit limitine sahip oldugu

gortlmektedir.

Cizelge 4.4 : Genetigi degistirilmis organizmalarin tespiti i¢in literatiirde yapilmis
olan bazi ¢caligmalar.

Elektrokimyasal

Elektrot teknik Dogrusal aralik LOD Referans
GCDs (Altin karbon EIS 1.0x10723- 3,1x107* M Gao ve digerleri,
elektrot) 1.0x107" M (2022)
Fe304-Au@Ag MNPs _ . .
A 1x107%6- 17 Ye ve digerleri,
nano prob et!.ketll DPV 1x10-10 M 1,26x107""M (2020)
genosensor
ssDNA/RGO/CPE 3x107- 12 Deng ve digerleri,
(Karbon pasta elektrot) DPV 5x107" M Lx10™M (2020)
Poly(nBA-NAS)-rGO s .
modifiye SPE (Ekran DPV f:llg_g " 6,3x106 M diag?l‘r‘f‘z'z%‘l’g)
baskil1 elektrot) & ’
AbC-Cu2 sinyal etiketli DPV 0.10x10712- 0,06 x107'?M  Zhan ve digerleri,
Au elektrot 0.50x10°M (2017)
Eksfoliye Edilmis Grafen
Oksit (EGO) ve Altin 40.0- Aghili ve
Nano-Urchins (GNU) DPV 1100.0x10°1 13x10°1°M dis ﬂg i, (2017)
modifiye SPCE (Ekran M gerietl,
baskili karbon elektrot)
Au NPS/IMWCNT- 1x107%- 17 Wang ve digerleri,
rGONR EIS 5x10710 M i, (2016b)
core-shell SiO,@ CdTe
modifiye PEC 1x1076— - Li ve digerleri,
(fotoelektrokimyasal EIS 5x1071° M 0,05x10°M (2016)
biyosensor)
SWCNT-FET (alan etkili EIS 110109 M 1x10°M Tam, (2015)
transistor)
Akrilik mikro kre ve
altin nanopargacik 2.0x10712- 16 Ulianas ve
modifiye SPE (ckran DPV 20x107M  TPIOEM i creri, (2014)
baskili elektrot)
indirgenmis grafen
(ERG) modifiye CILE 2.0x10712- 1 Sun ve digerleri,
(karbon iyonik s1v1 DPV 2.0x107M 4,52x107%M (2014)
elektrot)
Au-PtNPs/Pty 1.0x10712- i L
(elektropolimerize EIS 1.0x107 M 3,6x107" M Yang ve digerleri,

polistiramin (Pty) film)

(2012)

GDO tespitinde kullanilmak tizere 6nerilen DNA biyosensoriniin segiciligi, SSDNA

immobilize elektrot yilizeyinde ayni konsantrasyonlarda (10 M) 3 baz cifti

uyumsuz DNA (M3), ve tamamlayici olmayan DNA (Nc¢) varligi bakimindan

degerlendirilmistir. Sekil 4.15'de gosterildigi gibi, elde edilen Rct degerlersi,

tamamlayic1 olmayan DNA (Nc) dizilerini kiyasla 3 baz ¢ifti uyumsuz DNA (M3)

varhiginda biraz daha yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar GDO biyosensorin
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YAl (n)

tamamlayict olmayan ve uyumsuz oligontkleotid fragmanlarini ayirt edebildigini

gostermektedir (Hu ve digerleri, 2015).

2000
1400{ = Immobilize Elektrot a 1 : Immobilize dektrot b
* Nc (Tamalayici olmayan) I1: Nc (Tamamlayici olmay an) 1
12004 A M3 (3 baz uyusmazligi) I11: M3 (3 baz uyusmazligi) 1
1500 - 1
1000 4 a ; T
800 ‘A @ 1
s a « 1000
600 AAAL, . A
.i‘:... A, -l...AA é)
400 [} - [ a ‘. A
0
v v T v v v 0 . . .
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 I I I
Q) Elektrotlar

Sekil 4.15 : a) EIS yanitlar1 ve b) 10*° M konsantrasyonda farkli
oligoniikleotitlerle her bir hibridizasyon olay1 i¢in 6nerilen DNA
biyosensoriniin Rct degerleri: (1) immobilize elektrot (ssSDNA/Au-Ag/GO-
rGO/PGE), (1) tamamlayici olmayan (Nc),
(111) 3-baz ¢ifti uyusmazligi (M3).
Biyosensor yanitlarini karsilagtirmak ve CaMV 35s promotdr bélgenin incelenen
gida numunelerinde varhigini kanitlamak igin bu transgenik gen bolgesine 6zgii P35S
cf3/cf4 primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilmistir.
Ger¢cek oOrnek denemerinde sensor yaniti icin kullanilan Orneklerin PCR

amplifikasyonlarina dair sonuglarinin gorsellestirilmesi ig¢in 6rnekler etidyum bromr

(EB) boyasi kullanilarak % 2 agaroz jel elektroforezi ile analiz edilmistir.

Sekil 4.16'da GDO’lu soya numuneleri; GDO soya-1, (CTAB-Wizard izolasyon
yontemi, 20,67 ng/ul, 260/280; 1,45), GDO soya-2 (kit izolasyon yontemi, 100
ng/ul, 260/280; 1,76), iki adet gida ornegi (biskiivi Ornekleri, CTAB-Wizard
izolasyon yontemi, ~68,43 ng/ul, 260/280; ~1,77), transgenik olmayan gida
numunesi (soya unu) ve negatif kontrol olarak cift distile su (ddH20) kullanilan
agaroz jel sonuglar1 verilmistir. 35S promotér bolgesi tayini ig¢in beklenen bant
profili 123 bp'de pozitif kontrol olarak kullanilan GDO soya ve gida numunelerinde
ortaya g¢ikarken, bu gen bdlgesini bulundurmayan soya 6rnegi ve PCR inhibitor
kontroli icin eklenen ddH20 negatif kontrol 6rnegi agaroz jelde bant vermemektedir.
Biyosensor gercek 6rnek denemeleri i¢in Sekil 4.16°daki agaroz jel fotografi referans

alinarak, GDO soya 6rnegi icin 1. kuyucuktaki GDO soya-1 6rneginin agaroz jelin
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alt taraflarina dogru yogunlasan ve spesifik olmayan bant profili gdstermesi
sebebiyle daha temiz bant profili gosteren 2. kuyucuktaki GDO soya-2 6rnegi tercih
edilmistir. Biyosensor denemelerinde PCR karsilastirmasi yapilmak iizere incelenen

amplifikasyon drlnd 2.kuyucuktaki GDO soya numunesine aittir.

200bp-

—_—
~ — —
—
—_—
——
Cm—
—
—_—
——
-——

100bp-

Sekil 4.16 : 35S promotor bélgesinin tespiti igin yapilan PCR
sonuglart (L: 100 bp DNA Ladder (Thermo Scinetific), 1) GM soya-1
(pozitif kontrol), 2) GM soya-2, 3) gida-1, 4) gida-2, 5) soya unu (negatif
kontrol) 6) ddH20 (negatif kontrol)).

Bir elektrokimyasal nanobiyoalgilama sisteminin gelecekteki gelisimi ve kullanilan
teknigin buyik olcekli pratik uygulama alani bulmasi dogrudan gercek biyolojik
ortamdaki performansina baghidir (Aghili ve digerleri, 2017). Tasarlanan
elektrokimyasal DNA biyosensor tespit yonteminin uygulanabilirligini test etmek
icin tez caligmasinin molekiiler basamaklar1 boyunca izole edilmis ve Sekil 4.16’da
PCR sonuglar1 verilmis olan genomik DNA numuneleri TE buffer icinde (pH 8.0)
femtomolar konsantrasyonlarda seyreltilerek analiz edilmistir. EIS tekniginde negatif
yikli redoks habercisi olarak kullanilan  potasyum ferri-ferrosiyandrin
([Fe(CN)6]3/*) elektrostatik etkilesimler nedeniyle DNA ile modifiye edilmis
elektrot yiizeyine yaklasmasi engellenir bdylece yiik transfer direncinde bir artis
tespit edilebilir (Tertis ve digerleri, 2019; Manzano ve digerleri, 2019; Hai ve
digerleri, 2020). Sekil 4.17'de gosterildigi gibi, biyosensoriin Ret degerleri pozitif
kontrol olarak kullanilan GDO'lu soya fasulyesinden elde edilen hedef DNA ve iki
gida Ornegi icin daha yuksek gozlemlenirken, incelenen transgenik igerigi
bulundurmayan soya orneginden daha diisiik bir deger elde edilmistir. Sensor
yanitlari, 6nerilen Au-Ag/GO-rGO/PGE biyosensoriin paketli gida iiriinlerinden izole
edilmis olan genomik DNA numulerini CaMV 35s promotor bolgesi bakimindan

GDO igermeyen orneklerden ayirabildigini gostermektedir.
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Calismada ayrica sensdr yanitlar1 genomik DNA ve PCR firilinlerine ait sensor
yanitlart karsilagtirilmistir. Buna gore Sekil 4.17°de gosterildigi tizere GDO’lu soya
numunesine ait PCR urinlne ait Rct degeri daha yiiksektir. PCR drunlerinin hedef
olarak kullanilan transgenik gen bolgesini spesifik olarak ¢ogaltmasi sebebiyle bu
beklenen bir sonugtur. Literatiirde GDO tespiti i¢in yapilmis olan elektrokimyasal
biyosensor ¢alismalarinin ¢ok biiyiik bir bolimii analit olarak PCR amplifikasyon
triiniiniin elektrokimyasal tespitine dayanmaktadir (Wang ve digerleri, 2016; Li ve
digerleri, 2016b; Placido ve digerleri, 2018; Deng ve digerleri, 2020; Gao ve
digerleri, 2022). Bu tez ¢alismasinda amacimiz CaMV 35S transgenik igerige sahip,
karmagsik biyolojik matriks igerikli, yliksek oranda bozulmus veya denatiire olmus
islenmis gida numunelerinin ekstra PCR analizine ihtiya¢ olmadan genomik DNA
yoluyla dogrudan tespitini incelemektir. Bu bakimdan Sekil 4.17°de verilen gercek
ornek numunelerine dair elde edilen sonuglar literatiirde var olan diger GDO
biyosensdr c¢alismalarindan ayrilarak, tasarlanan biyosensoriin dzgiinliigiine katki

saglamaktadir.

Jel elektroforezi gorintilerine gore elde edilen sonuglar, tasarlanan DNA
biyosensorii ile elde edilen sonuglarla iyi bir uyum igindedir. Onerilen
elektrokimyasal DNA biyosensoriniin paketli gida gibi farkli proses adimlari
sebebiyle DNA igerigi biiyiikk oranda denatiire olmus GDO'lu igerigi ek PCR

basamagina ihtiya¢ duymadan tespit edebildigini gdstermektedir.
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Sekil 4.17 : a) GDO biyosensorun gercek numunelere ait Ret
degerleri ve b) Rctdegerlerine ait bar grafikleri.

Bu tez calismasinda GDO o&rneklerinin tespiti i¢in tasarlanan elektrokimyasal
biyosensor sistemi GDO’lu soya ve baz1 paketli gida 6rnekleri igin ayirt edici sensor
yanitlar1 vermistir. Fakat gercek oOrneklerde g¢ogunlukla hedef saptama surecini
engelleyebilecek ve yanlis negatif ve/veya pozitif yanitlara neden olabilecek cesitli

biyomolekiil tiirleri vardir.

Aghili ve digerleri (2017), GDO drinlerinin tespiti icin gelistirdikleri
nanobiyosensor ¢alismalarinda sentezlenmis DNA ¢ozeltisine dort potansiyel girisim
molekill (% 25 CTAB, % 25 glukoz, % 25 etanol ve % 25 SDS) ekleyerek simile
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edilmis bir ekstrakte DNA ¢ozeltisi olusturmuslar ve bilinen miktarlarda hedef
DNA’y1 simiile edilmis ekstrakte DNA oOrneklerine ekleyerek bagil geri kazanim
ylizdesi degerleri hesaplamislardir. Elde ettikleri degerlere gore gelistirdikleri
biyosensOr yonteminin bagil geri kazanim yiizdesi oldukga yiiksek (% 98,3,
% 101,98, % 99,5) bulunmustur. Bu degerlere gore sunulan DNA biyosensoriniin
GDO'larin ekstrakte edilmis DNA's1 ile gergek laboratuvar testleri igin pratik
potansiyele sahip oldugunu ve gelecekte gida endiistrisinde ve/veya tespit
laboratuvarlarinda GDO igeren {irlinleri tespit etmek icin kullanilabilecegini
belirtmislerdir. Bir baska ¢alismada Chou ve digerleri (2022), GDO’lu soya tespiti
icin gelistirdikleri biyosensor ¢aligmalarinda iki hedef DNA 6rnegi kullanarak (% 4
ve % 5,7) GDO DNA ornekleri i¢in sirasiyla % 104,1 ve % 102,49 geri kazanim
oranlart hesaplamiglardir. Bu sonuclarla gercek numune algilama sonuglarinin,
Onerilen sensér sisteminin  GDO DNA'sim1 tam olarak algilanabilecegini
dogruladigin1 bildirmislerdir. Zhan ve digerleri (2017), CaMV 35S promotor
bolgesinin tespiti i¢cin Onerdikleri elektrokimyasal DNA biyosensorii ig¢in yaptiklar
gercek ornek denemelerinde karmasik matrislere sirasiyla 1,00 pM, 10,0 pM ve 50,0
pM CaMV 35s ile iceren hedef DNA eklemisler ve test edilen geri kazanim
oranlarmi  %96,4-102,0 araliginda bulmuslardir. Elde ettikleri bu gozlemler
onerdikleri yontemin gercek orneklerde CaMV 35'lerin tespiti icin potansiyel olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.

Geri kazanim c¢alismalarinda, 101® M ve 10** M olmak (izere iki konsantrasyon
kullanilmig ve elde edilen geri kazanim yiizdeleri sirasiyla % 97,5 ve % 101,7 olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.5). Bu sonuclara gore hesaplanan her iki 6lcimin % 80-
120'lik kabul edilebilir iyilesme orani araliginda oldugu tespit edilmistir (Chou ve
digerleri, 2022).

Cizelge 4.5 : Incelenen GDO firiinleri i¢in geri kazanim sonuglari.

Derisim OI(;UIen R« Gercek Rg % Geri kazanim

(mol/L) (Ohm) (Ohm)
10 2115 2169 % 97,5
1018 3204 3150 % 101,7
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5. SONUC VE ONERILER

Gida ve yemlerdeki genetik modifikasyon bilesenlerinin tespit edilmesi, denetim
otoritelerinin transgenik Urln varligi hakkinda endise duyan tiiketicilere giivenilir
bilgi sunmasina yardimecr olmaktadir. Gidalardaki Kkalitatif GDO analizinin
elektrokimyasal DNA biyosensorii ile tespitini amaclayan bu tez ¢alismasinin ilk
islem basamaklarindan biri, marketlerde tiiketicilere satilan gida materyallerinin

GDO varliginin belirlenmesidir.

Bu amagla, bu tez ¢alismasinda farkli marka ve farkli islenmislik diizeylerindeki
islenmis gida Urtinlerinin genomik DNA izolasyonlar1 gergeklestirilmis, incelenen
urtinlerdeki soya ve musir varligi belirlenmis ardindan bu iriinlerdeki GDO varligt

aragtirilmigtir.

Calismanin ilk basamagi olan mekanik, termal, kimyasal ve enzimatik islemlere tabi
tutulmus gida iirlinlerinden yiikksek verimde bozulmamig genomik DNA elde
edilmesi amaciyla literatiirde belirtilen DNA izolasyon protokolleri arastirilmis ve
kiigiik modifikasyonlarla gida 6rneklerinin DNA izolasyonunda kullanilmistir. Tez
calismasinda islenmis gida {riinlerinin izolasyonunda denenen farkli DNA
ekstraksiyon protokollerinin karsilastirilmas1 sonucunda metot-3'de belirtilen CTAB-
Wizard DNA izolasyon protokolinin hem lektin ve zein varliginin belirlenmesinde
hem de Kkalitatif PCR analizi i¢in yeterli miktar ve kalitede DNA igerdigi
belirlenmistir. PCR reaksiyonlarinda kullanilmak iizere izole edilen genomik DNA
orneklerinin saflik ve miktar analizleri gergeklestirilerek yeterli kalitede genomik
DNA izolasyonu tamamlanmistir. Modifiye DNA izolasyonu metotlar ile elde edilen
yeterli kalite ve miktar igerigine sahip genomik DNA numuneleri secilerek

calismanin biyosensdr basamagi boyunca gergek 6rnek analizleri i¢in kullanilmistir.

Gida orneklerinde soya geni igeriklerinin belirlenmesi amaciyla lektin genine 6zgu

primerlerle PCR taramalar1 gerg¢eklestirilmistir. Molekiiler taramalar ile 6’s1 biskiivi,
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2’si kek, 3’1 kraker, 2’si musir cipsi ve 2 tanesi soya unu olmak iizere toplam 15 gida

numunesinde soya igerigi belirlenmistir.

Soya i¢eren numunelerde CaMV 35S promotdr bolgesi bakimindan molekiler GDO
taramalar1 yapilmistir. 35S spesifik cf3/cf4 primeri ile yapilan GDO taramasi sonucu
incelenen tim gida tirtinleri (biskiivi, kek, misir cipsi, kraker, soya ve misir unu)
icerisinde 2 adet biskuvi ve 2 adet kraker numuneleri beklenen buyuklikte net pozitif
bant profilleri gostermistir. Elde edilen yeterli kalite ve miktar icerigine sahip
genomik DNA numuneleri segilerek, ¢aligmanin biyosensér basamagi boyunca

gergek ornek analizleri i¢in kullanilmustir.

GDO tespitine yoOnelik DNA-bazli elektrokimyasal biyosensdr iiretiminin
hedeflendigi Au-Ag/GO-rGO/PGE tasarimi1 amaciyla grafen oksit yapilarinin sentezi
icin grafit tozundan indirgenmis grafen oksit iiretimi ¢alismalar1 yapilmustir.
Calismada kullamilan GO iiretiminde modifiye islemler yoluyla daha
guvenilir/kullanilabilir hale getirilmis ve diger iiretim yontemlerine gore daha
ekonomik olan modifiye Hummers yontemi kullanilmistir (Shahriary ve Athawale,
2014; Song ve digerleri, 2014). Modifiye Hummers yontemi ile elde edilen GO
bilesiklerinin karakterizasyon c¢alismalarinda FTIR, XRD, Raman, SEM ve TEM
yontemleri kullanilarak sentezlenen GO’nun yapisal ve kristal ozellikleri, bag
yapilari, igerdigi fonksiyonel gruplar ve morfolojik Ozellikleri hakkinda yorumlar
yapimistir. Sonug olarak sentezlenen pullandirilmis grafen oksit ve indirgenmis
grafen oksit yapilarinin literatirde belirtilen 6zelliklere uygun nitelikte oldugu tespit
edilerek biyosensor ¢alismalarinda kullanilmak tizere ¢alisma elektrodu yiizeyine

modifiye edilmistir.

Elektrot modifikasyonu ve biyosensor {iiretim basamaklar1 ic¢in optimizasyon
calismalar1 gergeklestirilmis ve elektrokimyasal karakterizasyon ¢aligmalar1 basariyla
tamamlanmustir. Tasarlanan elektrokimyasal GDO biyosensorii sentetik hedef i¢in

1012 ve 1016 M konsantrasyon aralidinda bir dogrusallik gostermistir.

Tez ¢aligmasinin molekiiler basamagi boyunca GDO igerdigi tespit edilen islenmis
gida riinlerinden izole edilmis olan genomik DNA’lar tasarlanan elektrokimyasal

GDO biyosensoru kullanilarak incelenmistir.

GDO'lu urunlerin tespiti sadece tiiketici tercihine bagli olarak gida giivenliginde

degil aym1 zamanda ticari faaliyetlerde de 6nemli bir rol oynama potansiyeline

103



sahiptir. Geleneksel GDO tespit yontemleri, gelismis cihazlar ve deneyimli personel
gerektiren karmasik adimlar igermektedir. Bu bakimdan elektrokimyasal sensorler,
minyatUrlestirilebilir olmalari, kullanim kolayliklar1 ve hizli sonug¢ vermeleri
sayesinde saha testleri i¢in uygun analitik cihazlardir. Bu tez ¢alismasi ile islenmis
gidalarda GDO'nun tespitine olanak saglayabilecek olan hassas ve pratik
elektrokimyasal tabanli, hibridizasyon esasli bir DNA biyosensor tasarimi

gerceklestirilmistir.

Ozellikle islenmis gidalarmm DNA’sinm 1s1l islemlerden dolay: zarar gdrmesi ve
denatiire olmasi1 PCR tespitini zorlagtirmaktadir. Bu tez ¢alismasi, genomik DNA’ nin
dogrudan analiz edilebilmesine olanak saglamasi acisindan islenmis gidalarin GDO
taramalar1 i¢in umut verici sonuglar igermektedir. Boylece GDO’nun gidalarda etkin
tespiti agisindan literatiire 6nemli bir katki saglamasi ve kalitatif PCR testlerine

alternatif daha pratik bir test aract sunmasi beklenmektedir.
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