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NANOLIF KAPLI KALEM GRAFIT BIYOSENSOR YUZEYINDE
SPESIFIK NUKLEIK ASIT DIZILERININ HIBRIDIZASYONUNUN
ELEKTROKIMYASAL OLARAK TESPITI

Nilay ALADAG TANIK
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danmisman: Prof.Dr.Elif DEMIRKAN
ikinci Damisman: Dog.Dr. Yakup AYKUT(Uludag Universitesi)

Bu calismada, nanolif kapl grafit biyosensor yiizeyinde spesifik niikleik asit dizilerinin
hibridizasyonunun elektrokimyasal olarak tespiti amag¢lanmistir. Bu amagla, Alzheimer, Parkinson,
Bipolar Bozukluk gibi nérodejeneratif hastaliklarda siklikla gézlenen norotrofik faktorler ailesinden
BDNF geninde meydana gelen Val66Met tek nokta mutasyonunun ilk kez elektrokimyasal tayinine
yonelik bir biyosensor gelistirilmistir. Bu polimorfizminin tayini i¢in genelde kullanilmakta olan
yontemler, RFLP, RT-PCR ve DNA sekanslama yontemleridir. Ancak bunlar pahali yontemler olup
ayn1 zamanda olduk¢a zaman alan Ornek hazirlama siirecleri gerektirmektedir. Tez kapsaminda
yapilan 6n ¢alismalarda, guanine dayali yani indikatdrsiiz bir ayirimin miimkiin oldugu goriilmiis ve
yontem olarak DNA’daki en elektroaktif ve kararli yanit veren baz olan guanin bazinin yaklasik +1,0
V civarinda verdigi yiikseltgenme sinyaline dayali indikatorsiiz hibridizasyon algilama yontemi
kullanilmigtir. Literatiirde ilk defa PGE yiizeyi elektrospin yontemi ile nanolifle kaplanmistir.
Nanolif kapli elektrot yiizeyine prob tutturmadan 6nce CV uygulanmasi, yiizeyden alinan guanin
sinyalinin CV uygulanmamis ve nanolif kapli olmayan PGE yiizeyine gore 4 kat arttisina sebep
olmustur. Calismada optimum kosullarin belirlenmesinde tek sarmal DNA’da gozlenen guaninin
oksidasyon sinyalinin, dsSDNA (hibrit) ve tek baz1 eslesmemis DNA(MM)’dan daha fazla olmasi esas
almmistir ve miimkiin olan en iyi aymrimin saglandigi kosullar en iyi tayin kosullar1 olarak
belirlenmistir. Buna gdre en uygun prob ve hedef tamponu 5X SSC, 6l¢iim tamponu ABS, prob
konsantrasyonu 10pg/ml, hedef konsantrasyonu 15ug/ml, prob tutturma ve hibridizasyon siiresi
30dk, hibridizasyondan sonraki yitkama siiresinin 20sn oldugu goriilmiistiir. Tek sarmal DNA da yani
hibridizasyon meydana gelmemis dizilerde (prob, NC ve MM dizilerinde) guaninler agik oldugu i¢in
yiikseltgenme sinyali yliksek, hibridizasyondan sonra ise sitozinle aralarinda olusturduklari hidrojen
bag1 kopriileri nedeniyle yiikseltgenmesi kismen kapali duruma geldiginden tek sarmala gére daha
diisiik sinyal vermesi beklenmistir. Sonug olarak tek sarmal olan prob diziden alinan sinyal en
yiiksek, hibrit diziden aliman sinyal en diisiik, NC ve MM dizilerinden alinan sinyalin de
hibridizasyon meydana gelmedigi i¢in prob dizisine yakin bir degerde oldugu goriilmiistiir. Ayrica
bu sonug, gelistirilen biyosensoriin se¢imli sekilde hedefine baglandigini ve polimorfizm tayinin
miimkiin oldugunu gostermistir. Y dntemimizin kolay uygulanabilir olmasi, pahali ekipmanlara gerek
duyulmamasi, hizli cevap veren bir sistem olmasi (yaklagik 65dk’da) ve herhangi bir toksik veya
radyoaktif ajanin kullanmilmamasi nedenleriyle klasik yontemlere giicli bir alternatif yontem
gelistirilmistir. Bu prototip biyosensor ile sadece bu gibi polimorfizmlerin ve mutasyonlarin tespiti
degil, cevre, gida, tibbi tam1 ve klinik uygulamalarda da kullanilabilecek mikrogip teknolojisinin
altyapisi olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: Elektrokimyasal DNA biyosensor, SNP, nanolif, elektrospin

2016, x + 84 sayfa.
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ELECTROCHEMICALLY DETERMINATION OF SPECIFIC NUCLEIC ACID
SEQUENCES HYBRIDIZATION ON THE NANOFIBER COATED PENCIL
GRAPHITE BIOSENSOR SURFACE

Nilay ALADAG TANIK

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof.Dr.Elif DEMIRKAN
Second Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yakup AYKUT(Uludag University)

In this study, specific nucleic acid sequences hybridization on the nanofiber coated pencil graphite
biosensor surface is intended to detect by electrochemically. For this purpose, biosensor has been
developed at the first time for the electrochemical detection of Val66Met single point mutations
occurred in the BDNF gene which is frequently observed neurodegenerative diseases such as
Alzheimer, Parkinson, and bipolar disorder. For determining this polymorphism, these methods are
generally used: RFLP, RT-PCR, and DNA sequencing. But, these methods are expensive and they
also requires expertise and quite time-consuming sample preparation processes. It was found that to
be possible the detection of hybridization with label-free methods which are based on a guanine
signal in the preliminary studies of these thesis. In this method, the oxidation signal of most
electroactive and stable DNA’s base, guanine, approximately at about +1.0V is used. It is the first
time that PGE surface is coated with nanofibers with electrospinning method in the literature.
Application of CV to the nanofiber coated electrode surfaces before the probe attachment has led to
a 4-fold increase in oxidation signal of guanine when compared with the untreated and uncoated
surface of PGE. For the determining of optimum operation conditions, it was based on that the
oxidation signal of guanin signal at the sSDNA is more than the signal at the dSsSDNA and MM DNA.
The conditions which give the best possible distinction between the ssDNA, dsDNA and MM DNA
were determined as the optimum conditions of assay. Accordingly, optimum probe, target, and
measurement buffer were found 5X SSC, 5X SSC and ABS, respectively, probe and target
concentration were found 10pg/ml and 15pg/ml, probe immobilization and hybridization time were
found 30min, and washing time after the hybridization was found 20s. ssDNA is the meaning of
sequences which are not occur hybridization (probe, NC, and MM) had higher oxidation signal of
guanin. Because, when the hybridization occurs, there is a decrease in electrochemical signals due to
the interaction of free guanines of the probe with complementary cytosine bases present in the target
sequence. This is because of the guanine bases are closed with the cytosine bases in the target
sequences. Consequently, signal received from the probe was high, signal received from the hybrid
was low, since the signals received from the NC and MM sequences, in which hybridization not
occur, were found to be close to the value of the probe signal. Moreover, these results showed that
the developed biosensor selectively connect to the target and showed that it is possible to
determination of polymorphisms. Our method is easy to apply, no need to expensive equipment, fast
response system (about 65min), and no using of any toxic or radioactive agents. For these reasons, it
is powerful alternative to classical methods. This prototype biosensor can be used not only the
detection of polymorphisms and mutations and also can be used environment, food, medical
diagnostics and in clinical applications to create the infrastructure of the microchip technology.

Key words: Electrochemical DNA biosensor, SNP, nanofiber, electrospinning
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1. GIRiS

Sensorler, fiziksel, kimyasal veya biyokimyasal bir 6zelligi veya degisimi algilayan,
Olcen ve sonra kayit altina alan, gdsteren ya da baska bir sekilde cevap olusturan
cihazlardir. Sensorleri basing, sicaklik, kiitle, uzaklik gibi ozellikleri Olgen fiziksel
sensorler, kimyasal veya biyokimyasal maddeleri ve degisimleri 6lgen kimyasal
sensorler olarak simiflandirabiliriz. Kimyasal sensorler toplam bilesimin igerisindeki
spesifik ornek bileseninin (analitin) konsantrasyonu ile orantili olarak degisen kimyasal
bilgiyi yararli bir analitik sinyale doniistiiren cihazlardir. Kimyasal sensorler, genellikle
seri baglh iki temel bilesenden olusur: kimyasal tanima sistemi ve fizikokimyasal
doniistiiriicii. Biyosensorler ise tanima sistemi olarak biyokimyasal mekanizma kullanan
kimyasal sensorlerdir (Thevenot ve ark. 1999). Spesifik “bio” kisim spesifik oldugu
analiti tanir ve gelen yanit “sensor” kismina sinyal (elektriksel, optik vb. gibi) olarak
iletilir. Biyosensorleri kimyasal sensorlerden ayiran en onemli farklilik biyolojik bir

tanima mekanizmasina sahip olmalaridir.

DNA biyosensorlerinde tanima yiizeyi olarak DNA kullanilir. DNA biyosensdrlerinin
esasi, DNA bazlarinin hibridizasyonuna dayanir. DNA hibridizasyonu; iki adet tek
sarmal niikleik asit dizisinin ¢ift sarmalli bir yap1 haline gelmesidir. DNA'da yapisinda
bulunan niikleotidlerden, Guanin ile Sitozin ve Adenin ile Timin birbirine
komplementerdir. Boylece birbirinin tam karsilig1 olan iki adet tek sarmal niikleik asit
dizisi kolaylikla birbirleriyle eslesir. Tek niikleotit farkliligi bile bu eslesmeyi

zorlastirir.

Elektrokimyasal DNA biyosensdrleri yontemlerin esasi, prob ile etkilestigi zaman
farkli, hibrit ile etkilestigi zaman farkli sinyal veren bir maddenin indirgenme veya
yiikseltgenme sinyalinin veya madde kullanmaksizin dogrudan DNA’ya ait bazin
yiikseltgenme sinyallerinin Olglilmesine dayanmaktadir. Gilinlimiizde, dizisi belli
hibridizasyon olaylarinin izlenmesinde, DNA ile etkilesime giren analitlerin (karsinojen
maddeler, ilaglar, vb.) tayininde, kalitsal ve bulasici hastaliklarin tanisinda, giday1 ve

cevreyi tehdit eden mikroorganizma tayinlerinde, biyolojik ve kimyasal silahlarin



tayininde elektrokimyasal DNA biyosensorlerinden yararlanilmaktadir (Ozkan 2006,
Ozsoz 2012).

Tez c¢alismast kapsaminda, Alzheimer, Parkinson, Bipolar Bozukluk gibi
norodejeneratif hastaliklarda siklikla gézlenen norotrofik faktorler ailesinin bir iiyesi
olan BDNF geninde meydana gelen guanin bazinin adeninle yer degistirmesi sonucu
BDNF geninin 66. kodonundaki valin aminoasidinin metionine yer degistirmesine
(Val66Met) sebep olan tek nokta mutasyonunun elektrokimyasal DNA biyosensorleri

ile algilanmas1 amaglanmastir.

Kanser, diabetes, alzheimer, bazi1 kardiyovaskiiler hastaliklar ve migren gibi
hastaliklarin tek nokta mutasyonlar1 (SNP) ile baglantilidir. Taniy1 kolaylastirmak i¢in
bugiine kadar, RT-PCR, RFLP, DNA sekanslama gibi bir ¢cok mutasyon tespit yontemi
gelistirilmistir. Bu yontemlerin tercihinde, pratiklik, tayin siiresi, maliyet gibi 6zellikler

g6z onilinde bulundurulur.

Val66Met polimorfizminin tayinine yonelik literatiirlerde genelde kullanilmakta olan
yontemler, RFLP (restriction fragment length polymorphism), RT-PCR ve DNA
sekanslama yontemleridir (Clarke ve ark. 2016, Iamjan ve ark. 2015, Tonacci ve ark.
2013). Ancak, bu yontemler, pahali, uzmanlik gerektiren ve olduk¢a zaman alan 6rnek
hazirlama siiregleri gerektirmektedir. Tez kapsaminda ilk kez bu polimorfizmin sentetik
dizilerle de olsa DNA biyosensorleri kullanilarak elektrokimyasal olarak tespiti

gerceklestirilmesi hedeflenmistir.

Tez kapsaminda yapilan 6n ¢aligmalarda, guanine dayali yani indikatorsiiz bir ayirimin
mimkiin oldugu goriilmiis ve yontem olarak indikatorsiiz hibridizasyon algilama
yontemi kullanilmaya karar verilmistir. Herhangi bir indikatoér kullanmadan yapilacak
bu tayin ile, indikator gereksinimini ortadan kaldirilarak tayin siiresi en aza indirilmesi
amaglanmistir. Bunun i¢in de DNA’daki en elektroaktif ve kararli yanit veren baz olan
guanin bazinin yaklagik +1,0 V civarinda verdigi ylikseltgenme sinyali degerleri g6z
onlinde bulundurulacaktir. Tek sarmal DNA da yani hibridizasyon meydana gelmemis

dizilerde (prob, NC ve MM dizilerinde) guaninler agik oldugu i¢in yiikseltgenme sinyali



yiiksek, hibridizasyondan sonra ise sitozinle aralarinda olusturduklart hidrojen bagi
kopriileri nedeniyle yilikseltgenmesi kismen kapali duruma geldiginden tek sarmala gore
daha diisiik sinyal vermesi beklenmistir (Mascini ve ark. 2001, Lucarelli ve ark. 2008,
Aladag ve ark. 2010). Sonug¢ olarak tek sarmal olan prob diziden alinan sinyal en
yiiksek, hibrit diziden alinan sinyal en diisiik, NC ve MM dizilerinden alinan sinyalin de
hibridizasyon meydana gelmedigi i¢in prob dizisine yakin bir degerde olmasi
beklenmistir. Ayrica bu sonug, gelistirilen biyosensoriin se¢imli sekilde hedefine

baglandigini ve polimorfizm tayinin miimkiin olacagini da gosterecektir.

Caligmada, literatiirdeki biyosensor yiizeyinden alinan sinyali arttirmaya yonelik
yapilan ¢alismalardan farkli olarak ilk defa kalem grafit elektrot yiizeyine elektrospin
yontemi ile nanolif kaplanmasi saglanacaktir (Liu ve ark. 2009, Pardo ve ark. 2015).
Elektrot yiizeyindeki bu yapinin nanoboyutta olmasi elektrodun spesifik yiizey alanini
arttiracagindan, minimum yiizey alanindan maksimum sinyal alinmasi saglanarak

sistemin ¢ip teknolojisine de uygulanabilirligi gosterilmek istenmektedir.

Literatiirde BDNF geninde goriilen Val66Met polimorfizminin elektrokimyasal DNA
biyosensorleriyle tayinine yonelik herhangi bir kayita rastlanmamistir. Yontemimizin
kolay uygulanabilir olmasi, pahali ekipmanlara gerek duyulmamasi, hizli cevap veren
bir sistem olmasit ve herhangi bir toksik veya radyoaktif ajanin kullanilmamasi
nedenleriyle klasik yontemlere giiclii bir alternatif yontem olmasi ve bu konuda calisma

yapacak arastirmacilara basamak olusturacag: diisiiniilmektedir.

Calismada giiniimiizde sik¢a kullanilan nanoteknolojik yiizeylerin kullanilmasi ile
hibridizasyon tayinini en yiiksek hassasiyette gerceklestirebilen, kullanilan yontemlere
alternatif hizli ve ileride ticari olarak da firetilebilecek bir sistem gelistirilmesi
amaglanmistir. Bu prototip biyosensor ile sadece bu gibi polimorfizmlerin ve
mutasyonlarin tespiti degil, cevre, gida, tibbi tant ve klinik uygulamalarda da
kullanilabilecek mikrog¢ip teknolojisinin altyapisi olusturulmasi ise en dnemli amaglar

arasinda yer almaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Biyosensorler

Sensorler, fiziksel, kimyasal veya biyokimyasal bir 6zelligi veya degisimi algilayan,
Olcen ve sonra kayit altina alan, gosteren ya da baska bir sekilde cevap olusturan
cihazlardir. Sensorleri basing, sicaklik, kiitle, uzaklik gibi 6zellikleri olgen fiziksel
sensorler, kimyasal veya biyokimyasal maddeleri ve degisimleri Olcen kimyasal

sensorler olarak siniflandirabiliriz.

Kimyasal sensdrler toplam bilesimin icgerisindeki spesifik ornek bileseninin (analitin)
konsantrasyonu ile orantili olarak degisen kimyasal bilgiyi yararli bir analitik sinyale
doniistiiren cihazlardir. Kimyasal sensorler, genellikle seri bagli iki temel bilesenden
olusur: kimyasal tanima sistemi ve fizikokimyasal doniistiiriicii. Biyosensorler ise
tanima sistemi olarak biyokimyasal mekanizma kullanan kimyasal sensdrlerdir
(Thevenot ve ark. 1999). Spesifik “bio” kisim spesifik oldugu analiti tanir ve gelen yanit

“sensor” kismina sinyal (elektriksel, optik vb. gibi) olarak iletilir.

2.1.1. Biyosensorii olusturan bilesenler

Biyosensor sistemleri, secici tanima mekanizmasina sahip ve hedef analitin baglandigi
biyomolekiil (algilama kism), bu biyomolekiiliin hedef analitle etkilesmesi sonucu
olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doniistiirebilen ¢evirici kisim ve

elektronik kisim olmak tizere ii¢ temel bilesenden olusmaktadir (Sekil 2.1).

Biyosensor sitemini olusturan bilesenlerden en Onemlisi olan biyomolekiil kismi
antikor, enzim, protein, niikleik asitler ya da hiicre, doku ve mikroorganizmalar gibi
canli biyolojik sistemler olabilir. Algilama kismi olarak kullanilacak biyomolekiillerin
en onemli Ozelligi tespit edilmesi istenen analite karsi yiiksek afinite ve secicilik
gostermeleridir (Rasooly 2005). Bunlarin i¢inde en yaygin kullanilanlar enzimler,

antikorlar ve nikleik asitlerdir.
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Sekil 2.1. Biyosensdrlerin yapisi ve ¢alisma prensibi

Enzimlerin hedef molekiile karsi olduk¢a 6zgiil olmalar1 ve kimyasal tepkimelere
katildiklarinda elektron, proton, 1s1 ve 11k gibi birgok oOlgiilebilir reaksiyon iriinii
meydana getirdiklerinden dolayi, biyosensorlerde siklikla biyomolekiil olarak
kullanilirlar (Chambers ve ark. 2008). Enzimlerin kullanilmas1 sicaklik ve pH gibi
kosullarima bagli oldugundan ve enzimlerin kararliklariin diisiik olmasi gibi
nedenlerden dolayr zordur. Ayrica enzimin biyosensdre immobilizasyonu ve bunun
sonrasinda kararliligin1 slirdirmesinin de zorlugu tasarimi yapilacak biyosensdrde

dikkate alinmas1 gereken en 6nemli unsurlardir.

Antikorlar ve antijenler arasindaki spesifik etkilesim ve hedef analitin 6n saflastirma
islemlerini elimine etmesinden dolay:1 antikorlar uygun cevirici kisimlar ile birlikte
bakteri, viriis, ilag, hormon ve pestisit gibi ¢evresel kirletici olan diger molekiillerin

tayini i¢in kullanilabilmektedirler (Chambers ve ark. 2008).

Niikleik asitlerin kullanildig1 sistemlerde aranan hastaliga, bakteriye veya viriise ait
niikleik asit yiizeye genelde tek zincirli olarak immobilize edilir ve bu dizinin 6rnekteki
analitle hibridizasyonuna gore analiz gergeklestirilir. Kullanilan niikleik asit dizileri
genellikle 20-30 bazlik kisa tek zincirli DNA veya RNA’dir. Bu tez kapsaminda da
biyomolekiil olarak DNA’dan yararlanildi.



Cevirici kisim, biyokimyasal reaksiyonun oOzelligine gore elektrokimyasal, optik,

kiitleye duyarli veya termal sisteme dayali olarak segilir (Sassolas ve ark. 2009).

Elektronik kisim ise g¢evirici kismin elektrik sinyali iiretebilmesi i¢in gerekli osilatdr,
fark devresi, islemsel ylikselte¢ devresi, besleme devresi, anolog-digital doniistiiriicii vb.

kisimlardan olusmaktadir.

Biyosensorler, kullanilan biyolojik materyal veya g¢eviriciye bagli olarak farkli sekilde
siniflandirilabilmektedir. Ornegin; ¢evirici tiirine bagli olarak, elektrokimyasal
biyosensorler, optik  biyosensorler, pizoelektrik biyosensorler vb. olarak
siiflandirilmaktadir. Kullanilan biyolojik materyale bagl olarak ise; enzim sensorleri,
immiinosensorler, DNA biyosensorleri (genosensorler), mikrobiyal sensorler seklinde

siiflandirilmaktadir.

Elektrokimyasal biyosensorler yliksek spesifiklik, duyarlilik, dogrusallik ve basitlik
parametreleri yaninda genis 6l¢lim alani ve diisiik tayin sinir1 saglamasi, kiigiiltiilebilir
olmalari, tasinabilir ve tek kullanimlik modellerinin tasarlanabilmesi, ucuz olmalari,
diisitk miktarda gii¢ ve liriin gereksinimleri, hizli cevap verebilmeleri, bulanik ortamda
kullanilabilmeleri gibi 6zelliklerinden dolayr tercih edilmektedirler (Sassolas ve ark.
2009). Tez kapsaminda yapilan dlgiimlerde de elektrokimyasal yonteme dayali 6l¢iimler

gercgeklestirildi.

2.1.2. Biyosensor teknolojisinin tarihcesi

Biyosensor teknolojisi alanindaki ilk ¢alismalar 1950°li yillarda yapilmistir. Leland C.
Clark (1918-2005) 15 Nisan 1956’da, daha sonra “Clark elektrodu” olarak adlandirilan
oksijen elektrodu ile ilgili ilk makalesini sundu. 1962°de ise Clark ve Ann Lyons
Cincinnati Cocuk Hastanesinde Glikoz oksidaz (GOx) enzimini ve O; elektrodunu
kullanarak ilk kez kanin glikoz diizeyini 6lgmeyi basardilar (Sekil 2.2). Oksijen
elektrodu ve ilizerinde ince bir glukoz oksidaz katmani iceren bu sistemde, glukoz

oksidaz enziminin substrati glikoz ile enzimatik reaksiyonu sirasinda tiiketilen O:



miktart 6l¢iilmistiir. Yaptiklart bu ¢alisma yasam bilimlerinde birgok atif almistir ve

Clark’in “biyosensoriin babas1” olarak anilmasini saglamistir (Borgmann ve ark. 2012).
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Sekil 2.2. Clark’in enzim elektrodu (Belluzo ve ark. 2008)

1963 yilinda Garry A. Rechnitz, S. Katz ile birlikte ilk defa biyosensor alaninda iireaz
hidrolizi sonras1 potansiyometrik olarak iire tayini ile ilgili yaymlarini ¢ikardilar. Bu
dénemde biyosensdr terimi heniiz kullanilmadigi i¢in bu cihazlara enzim elektrodu veya
biyokatalitik membran elektrotlari denilmistir (Katz ve Rechnitz 1963).

1967°de G.P. Hicks ve S.J. Updike enzimi jele immobilize ederek ilk pratik enzim
elektrodunu yapmislardir (Updike ve Hicks 1967 (a) ve (b)). 1969 yilinda George
Guilbault amperometrik elektrotlarin yani sira potansiyometrik elektrotlarin da
kullanilabilecegini gdstermistir. Bu ¢alismada, amonyum segici sivi membran elektrot

lizerine tireaz tutuklanarak bir {ire sensorii gelistirilmistir (Guilbault ve Montalvo 1969).

[k ticari biyosensér ise 1975 yilinda Yellow Springs Instruments (Ohio, ABD)

tarafindan piyasaya siiriilmiistiir (Sekil 2.3). Bu cihazin 6l¢iim prensibi glikoz oksidazin



katalizledigi tepkime sonucu olusan hidrojen peroksitin amperometrik olarak 6l¢iimiine

dayanmaktadir.

Sekil 2.3. Ik ticari biyosensor (YSI 23A, ABD) (Newman ve Turner 2005)

1976°da ise ilk mikrobiyal tabanli biyosensorler gelistirilmeye baglanmigtir. 1977 de ise

Karl Cammann “biyosensor” kavramini tanitmstir.

1960 yilinda Emil Palecek’in niikleik asitlerin elektroaktivitesini kesfi ve 1996’da
Joseph Wang ve ekibinin DNA (deoksiriboniikleik asit) hibridizasyonu biyosensoriinii
gelistirmeleri bu alanda yapilan en 6nemli ¢aligmalardir (Palecek 1960, Wang ve ark.

1996).

2.1.3. Biyosensorlerin avantajlari ve kullanim alanlari

En basta ucuz, basit, pratik ve yanit siirelerinin kisa olmasi sebebiyle ve ayrica siirekli
Ol¢ciim olanag1 sunmalari, biyoalgilayaci bilesenlerinden dolayi yiiksek segicilikleri, hem
polar hem de non-polar 6zellikteki molekiilleri 6lgebilmeleri, analiz 6ncesi numunelere
on islem gerektirmemeleri, diisiik analit derisimlerini tayin edebilmeleri, kiiciiltiilebilir
olmalari, rutin analizlerde kisinin kendi kendine o&lglim yapabilme olanagini
saglayabilmeleri, tek kullanimlik olarak da tasarlanabilmeleri, ayn1 anda birden fazla

analit derisimini O6lgme imkani sunmalari, diisiik numune hacmi gereksinimleri,



tiretimlerinin kolay olmasi gibi 6zellik ve avantajlarindan dolay1 giiniimiizde tip, gida,

cevre, savunma, tarim vb. gibi bir¢ok alanda biyosensorlerden yararlanilmaktadir.

Tipta seker, iire, kreatin, kolesterol pek cok biyolojik bilesenin in vivo tayininde,
cevreyle ilgili olarak toprak, hava ve sudaki pestisit ve mikotoksin gibi toksiklerin
tayinlerinde, patojen tayinlerinde, organofosfatlarin tayin ve tespitinde, ila¢ sanayinde,
gida endiistrisinde, kimyasal ve biyolojik silahlarin algilanmasinda kullanilmak {izere
biyosensorler gelistirilmektedir. Biyosensorler en fazla tip ve biyomedikal sektorde

uygulama imkan1 bulmustur.

Tabi ki biyosensorlerinde biyolojik materyalin denatiirasyonundan dolay1 1s1 ile
sterilizasyonun miimkiin olmamasi, biyolojik materyalin (enzim, hiicre, antikor, doku,
vb.) kararliliginin ortam sartlarindan (pH, sicaklik, iyonlar, vb.) etkilenmesi ve
biyouyumluluk sorunlar1 gibi bir takim dezavantajlar1 bulunmaktadir. Biyosensorlerin
tasarimi1  sirasinda en ¢ok bu parametrelerin  bir gsekilde elimine edilmesi

amagclanmaktadir.

2.2. Niikleik Asitler

Calismada biyolojik tanima ylizeyi olarak DNA’dan yararlanildigi i¢in bu bdliimde
niikleik asitler hakkinda da bilgi verilmek istenmistir.
Niikleik asitler, bir¢ok niikleotidin birlesmesi ile meydana gelen genetik bilginin

depolanmasi, tanimlanmasi ve iletilmesinden sorumlu molekiillerdir.

Deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA) olmak {izere kimyasal
olarak birbirinden farkli iki degisik niikleik asit vardir. DNA ¢ift ipliklidir ve hiicrenin
kromozomlarinda, mitokondrilerinde ve bitkilerin kloroplastlarinda bulunur. Hiicrelerde
ayrica, plazmit adi verilen kromozom yapisinda olmayan sitoplazmik DNA'lara da
rastlanir. RNA ise tek iplik¢ikli olup, kromozomlarda, ribozomlarda, ¢ekirdekgikte ve
sitoplazmanin her yerinde bulunur. Protein sentezinde gorevlidir. Gorevlerine gore

RNA’lar li¢ ceside ayrilirlar: Ribozomal RNA(rRNA-ribozomlarin yapisina katilir),



mesajct RNA(mRNA-protein sentezinde kalip gorevi goriir) ve tasiyict RNA(tRNA-

aminoasitleri tasir).

Sekerler niikleik asitlerin en 6nemli ana elemanlarindan biridir. Hem RNA hem de
DNA'da pentozlar niikleik asitlerin ana omurgalarini olusturur. RNA'da riboz, DNA'da
ise deoksiriboz sekeri bulunur (Sekil 2.4). RNA’daki 2’ ve 3’ iindeki hihroksil gruplari
RNA’y1 hidrolize daha duyarli hale getirir. Bu nedenle tek 3’-OH igeren DNA daha
kararlidir. Genetik materyal olarak DNA daha kararli olmalidir. RNA ise kullanildiktan

sonra yikilmalidir.

5.r :-l!
HOoCH, @ OH HOCH, 9. oOH
G H H G 4" G H
\ 3 Erc/ e Ee ] /
H i H H Caa——
OH H OH OH
Deoksiriboz Riboz

Sekil 2.4. Deoksiriboz ve riboz sekerleri

Azotlu bazlar olarak da bilinen piirin ve pirimidinler niikleik asitlerin yapisina katilan
onemli organik bilesiklerdir. Piirinler biri alt1 digeri bes atomdan olusan iki halkali
yapiin kaynasmasindan ortaya ¢ikmistir. Pirimidinler ise yalnizca alt1 iiyeli bir tek
halkadan ibarettir. ~ Niikleik asitlerin yapisinda bulunan piirinler Adenin(A) ve
Guanin(G), pirimidinler ise Sitozin(C), Timin(T) ve Urasil(U)’dir (Sekil 2.5). A, G ve C
hem DNA hem de RNAnm yapisinda bulunurken, U ise yalmizca RNA'da
bulunmaktadir. Bazen tRNA T de igerebilir (Passarge 2000).
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PURINLER PIRIMIDINLER

Sekil 2.5. Niikleik asitlerin yapisindaki piirin ve pirimidin bazlar

Timin, Urasil’e gore daha stabil ve dayaniklidir. Zamanla Sitozin kendiliginden
(deaminasyonla) Urasil’e doniisiir (Sekil 2.6). Hiicrelerdeki onarim mekanizmalart bu
degisimleri tanityarak ve bu Urasil’leri tekrar Sitozin’lere doniistiiriir. DNA’da Timin
yerine Urasil olsaydi, onarim enzimleri bu mutant Urasil’leri dogal Urasillerden
ayrramazdi. Bunun sonucunda DNA sirasinda rastgele dizi degisiklikleri olurdu. Bunun

istesinden gelebilmek i¢in doga Urasil yerine Timinleri(5-metil-U) koymustur.

NH: 0 0
+ HO0 —> NHg + s
o)\? OJ\T OJ\N ©
1
H H H
Sitozin Urasil Timin

Sekil 2.6. Sitozinin Urasil’e doniisiim mekanizmasi
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Piirinin 9

numarali pozisyonundaki veya pirimidinin 1 numarali pozisyonundaki azot

atomu, sekerin 1 numarali pozisyonundaki karbon atomuna baglanarak (N-glikozidik

bag) niikleositleri olustururlar. Niikleosit yapisindaki seker atomunun 5’ ucuna fosfat

grubunun da eklenmesiyle niikleotid yapis1 olusur (Sekil 2.7).

T 0 0
HD—P—D—Fl"—D—IT—D
OH OH OH Glikozidik bad

Fentoz

OH R R iekerboer
L‘NUKlE‘ﬂEIt

- - Nukleosit-monofosfat

- = NUKleosit-difosfat Mikleotid

-- Nikleasit-trifosfat

Nikleosit Nikleotid

DNA RNA DNA RNA

A |Deoksiadenozin| Adenozin | Deoksiadenozin(n)fosfat | Adenozin(n)fosfat
G |Deoksiguanozin| Guanozin | Deoksiguanozin(n)fosfat | Guanozin(n)fosfat
C Deoksitidin Sitidin Deoksitidin(n)fosfat Sitidin(n)fosfat
T Deoksitimidin X Deoksitimidin(n)fosfat X

U X Uridin X Uridin(n)fosfat

Sekil 2.7. Niikleosit ve niikleotid yapis1

Poliniikleotidler birden fazla niikleotidin polimerizasyonu ile meydana gelmektedirler.

Bu polimerizasyon niikleotidlerin 3°-5° fosfodiester baglari ile olusur (Sekil 2.8).

Sadece birkag¢ niikleotid kalintisindan olusan kisa polimerlere ise oligoniikleotid denir

(Passarge 2000).
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— “O—p=0 fosfodiester + H;0
AL |
L=P=0) 5
CH,
7 -
"tH: 4 L =
|
- 3 H OH
gz

O OH

Sekil 2.8. Poliniikleotidlerin ve fosfodiester baglarinin olusumunun sematik olarak
gosterimi (http://biology4isc.weebly.com/nucleic-acid.html)

2.2.1. DNA’nin molekiiler yapisi

DNA molekiilii, heliks (=sarmal) seklinde kivrilmis, iki kollu merdiven seklindedir.
Kollarini, yani merdivenin kenarlarini, seker (deoksiriboz) ve fosfat molekiilleri
meydana getirir. Deoksiriboz ile fosfat gruplart ester baglariyla birbirlerine
baglanmistir. Kovalent ester baglari veya fosfodiester baglari olarak da bilinen bu baglar
son derece kuvvetlidir. Fosfodiester baglarinin varligt DNA molekiiliiniin tek zincirli
yapt halinde iken bile dayanikli ve stabil yapida olmasini saglar. RNA ve DNA’daki

fosfodiester baglarinin kesimini niikleazlar katalizler.

DNA heliksinin sekonder yapisinin A, B, Z ve H formu olarak nitelendirilen bazi
formlar1 bulunmaktadir. DNA heliksinin sulu ortamlarda en sik rastlanan sekli “B”
seklidir. Bu formda iki zincir birbirine zit yonde paraleldir. Biri 5'-3' yoniinde, digeri, 3'-
5' yoniindedir. Seker-fosfat omurgas1 fosfodiester bagi ile baglanmustir. iki zincirdeki
bazlar birbirinin tamamlayicisidir. Adenin (A) Timin (T) ile 2°1i hidrojen bagi ve
Guanin (G) Sitozin (C) ile de 3’li hidrojen bagi kurarak eslesir. Aslinda bu tiir bir

eslesme rastlantt degil bazlarin stereo-kimyasal yapilarina bagli bir zorunluluktan
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kaynaklanmaktadir. Sarmalin kararliligt ise bazlarin kendilerine ait hidrofobik
Ozellikten kaynaklanan ¢ekim giicleri vasitasiyla saglanmaktadir. Bu 6zellik molekiiliin
dis kisminin sivi ortam ile iligkisini saglar ve ¢ift sarmali bir arada tutar. Bu bag fosfor
baglar1 kadar kuvvetli olmadigi icin pH degisikligi, sicaklik, basing gibi faktorlerde
kolaylikla birbirlerinden ayrilabilmektedir. DNA’nin kendi kopyasini yapmasi ve gen
anlatimi, niikleotidler arasindaki hidrojen baglarinin ayrilmasi ile gergeklesmektedir

(Passarge 2000).

H baglan DNA heliks yapisinin
iki sarmalini birarada tutarlar

A-T arasinda 2'li
H bagi bulunur

seker {ﬂ

fosfat =%
i f i

baglan

; J Herbir fosfat
—— grubu bir sekerin
3'karbonunu bir
sonraki sekerin
5'karbonuna
baglar

.
é_
3" ucu 5" ucu ! e e e A
3 uey " G-C arasinda 3'lG 0'=+“‘0_
H bagi bulunur 4 b5 ucy
Her iki kol birbirine antiparalel
| olarak 5'-3" ybniinde uzarlar

Sekil 2.9. DNA’nin molekiiler yapis1
(https://burningscience.wordpress.com/biology/dna-structure-and-replication/)

Sarmalin her bir donlimiinde on baz ¢ifti bulunur. Her baz ¢ifti komsusuna gore 36°’1ik
ac1 yapacak sekilde yerlesmistir. Birbirine komsu baz ciftlerinin dontimleri arasindaki
uzaklik 3.4 Angstrom (A°), on baz ciftinin yer aldigi her bir doniim 34 A°‘dur.
Zincirlerdeki sekerleri bazlara baglayan glikozidik baglar tam olarak karsilikli
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gelmediginden seker fosfat omurgasinda major (biiyiik, genis) oluklar ile mindr (kiiciik,
dar) oluklar meydana gelir. Burada zincirlerin hidrofilik deoksiriboz fosfat ana iskeleti
molekiiliin dis kisminda bulunur. Hidrofobik bazlar ise i¢e dogru, heliks eksenine dik

olarak yerlesmislerdir.

Niikleotidlerin yapisinda baz olmasina karsin omurgadaki fosfat grubunun varlig
poliniikleotid zincirlerin asit 6zellikte olmalarina yol agar ve niikleik asit terimi de bu
ozellikten kaynaklanir. Ayrica fosfat negatif (-) degerli oldugundan DNA molekiilii de
bu nedenle negatif yiik kazanmaktadir.

2.2.2. DNA hibridizasyonu

DNA hibridizasyonu; iki adet tek sarmal niikleik asit dizisinin ¢ift sarmalli bir yapi
haline gelmesidir. DNA'da yapisinda bulunan niikleotidlerden, Guanin ile Sitozin ve
Adenin ile Timin birbirine komplementerdir. Bdylece birbirinin tam karsilig1 olan iki
adet tek sarmal niikleik asit dizisi kolaylikla birbirleriyle eslesir. Tek niikleotit farklilig1
bile bu eslesmeyi zorlastirir (Sekil 2.10).

SNAR.

g Ty
o o o o |,
F T\

&EATE Hibrizasyon

Sekil 2.10. DNA hibridizasyonu

Hibridizasyonun kinetigini etkileyen faktorlerden en onemlilerini belirtecek olursak:

(Ozkan 2006)
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Baz kompozisyonu: Aralarinda ii¢ hidrojen bagi bulunan GC baz ¢iftinin 1siya karsi
dayaniklilig1 aralarinda iki hidrojen bagi bulunan AT baz ciftine gore daha yiiksektir.
Bu yiizden dizilerde GC orani arttiginda hibridizasyon hizi artar.

DNA dizi uzunlugu: Hibridizasyona tabi olacak olan dizilerin uzunlugu ile
hibridizasyon hiz1 ile ters orantilidir. Ayrica hedef dizinin, prob dizisinden kisa oldugu
durumda, baglanma hizinda belirgin bir diisiis gézlenirken, prob dizinin uzunlugu eger
hedef dizinin uzunlugundan az oldugu durumda, baglanma hizi hedef dizinin

uzunluguna bagli olarak artmaktadir.

Sicaklik: DNA, erime sicakliginin 25°C altinda hibrit olusturmaktadir ve bu sicaklik

hibridizasyon i¢in en iyi sicaklik olarak nitelendirilir.

Iyonik kuvvet: Iyonik kuvvetin artisma bagli olarak, hibridizasyonun hizi da artis
gosterir. Her calisma icin en uygun iyonik kuvvetin ve tuz derisiminin bulunmasi

calismalar1 yapilmalidir.

Baz degisimleri: Birbirinin tam karsiligt olmayan prob ve hedef diziler de kendi
aralarinda hibrit olusturabilirler (yanlis eslesme). Baz degisimine ugramis diziler

arasindaki hibridizasyon, tepkime hizin1 ve erime derecesini (Tm) azaltmaktadir.

pH: Hibridizasyon tepkimesi i¢in en ideal pH 6.8 — 7.4 arasindaki n6tr ortamlardir.

2.3. Mutasyon

Canl1 organizmanin kalitim materyali olan niikleik asitlerde meydana gelen degisimlere
mutasyon denir. Bir mutasyon tek baz ¢ifti degisimini, bir veya daha fazla baz ¢iftinin
eklenmesini yada silinmesini yada kromozom yapisindaki 6nemli bir degisimi igerebilir.
Mutasyonlar bir genin protein kodlayan bolgesinde olabilecegi gibi, intron ve
diizenleyici sekanslarin yer aldigi kodlanmayan bélgelerde de goriilebilir. Mutasyonlar
fenotipte algilanabilir bir degisime sebep olabilir de olmayabilir de. Bir mutasyonun

organizmanin Ozelliklerini degistirebilir olmasi, mutasyonun hangi hiicre tipinde
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olduguna, gen {riiniini mi yoksa gen diizenleyici bdlgenin islevini ne derece

etkiledigine gore degisir.

Genetik varyasyon kaynagidirlar ve dogal seleksiyon i¢in hammadde saglarlar. Dogal
biyolojik ve kimyasal siireglerin bir sonucu olarak kendiliginden olusabilecegi gibi,
kimyasallar veya radyasyon gibi dis faktorler tarafindan da tetiklenebilir. DNA onarimi,
mayoz bolinme veya DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen hatalar,
transpozonlar, viriisler, X 1s1n1, radyasyon, ultraviyole, bazi ilag ve mutajen kimyasallar,
ani sicaklik degisimleri vb. etkenlerle mutasyon olusabilir. Bunun yaninda
hipermutasyon gibi hiicresel siire¢lerde organizmanin kendisi tarafindan da
tetiklenebilir. Bu durumda DNA’nin sentezledigi protein veya enzim bozulur. Boylece
canlinin, proteinden dolay1 yapisi, enzimlerinden dolayr metabolizmasi degisebilir.
Omegin viriisler bu mutasyonlar sayesinde insan bagisiklik sistemi ve ilaclar gibi

savunma mekanizmalarini atlatabilmektedirler.

Mutasyonlar somatik hiicrelerde de, iireme hiicrelerinde de goriilebilir. Ureme
hiicrelerinde meydana gelenler kalitsaldir ve genetik hastaliklar gibi evrim ve ¢esitliligin
aktarilmasinin temelini olusturur. Somatik hiicrelerde meydana gelenler bir sonraki
kusaga aktarilmaz ancak hiicre fonksiyonu degisimine ve tiimorlere sebep olabilir.
Ornegin, orak hiicre anemisinde hemoglobinin polipeptit zincirini sentezleyen geninde
meydana gelen nokta mutasyonu sonucu timin yerine adenin girmesi, mRNA’da adenin
yerine urasilin gelmesine ve bu da translasyonda valin adli amino asitin proteinin

yapisina girmesine sebep olur ve bu da bu hastaligin temelini olusturur.

Organizmalar mutasyonlar1 ortadan kaldirmak i¢in bir dizi DNA tamir mekanizmasi
kullanirlar. Bu mekanizmalar baz eksizyonu ve homolog rekombinasyon tamirinden
replikasyon hatalariin tekrar okunup diizeltilmesine kadar genis bir yelpazeye sahiptir

(Klug ve ark. 2012).
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2.3.1. Mutasyonun molekiiler degisim tipine gore simiflandirilmasi

Birgok etkisi ve ¢esidi oldugu icin genetikciler mutasyonlar1 birka¢ farkli sekilde
smniflandirirlar.  Genellikle mutasyon olusturan niikleotid degisikliklerine gore
siiflandirilirlar. DNA molekiilinde bir bazin baska bir baza degisimine nokta
mutasyonu denir. Protein kodlama bolgesinde olan bdyle bir degisiklik farkli bir tiglii
kodon olusumuna sebep olabilir ve protein Triiniindeki farkli bir aminoasidi
kodlayabilir. Bu durumda, bu mutasyona yanhs anlamh mutasyon denir. Ikinci olasi
sonug¢ ise proteinin translasyonunun sonlanmasiyla sonuglanan kodonun durdurma
kodonuna dontigmesi olabilir. Bu mutasyona ise anlamsiz mutasyon denir. Eger nokta
mutasyonu bir kodonu degistirir, ancak protein icerisindeki pozisyonundan dolayi
aminoasitte herhangi bir degisiklige sebep olmaz ise bu da sessiz mutasyon olarak

kabul edilebilir.

Baz degisimlerini tanimlamak igin iki terim sik¢a kullanilir. Piirin yerine piirin,
pirimidin yerine pirimidin geldiyse transizyon (gegis), plirin yerine pirimidin, pirimidin

yerine piirin geldiyse de transversiyon terimleri kullanilir.

Diger bir degisim tiirii ise genin herhangi bir noktasina bir veya daha fazla niikleotidin
eklenmesi veya ¢ikarilmasi olabilir. Sekil 2.11°de goriildiigli gibi, bir niikleotidin kayb1
veya eklenmesi sonraki liclii kodonun degisimine sebep olur. Translasyon sirasinda

ticlii okuma kodonunu degistirdigi i¢in, buna frame-shift mutasyonu denir.

THE CAT SAW THE DOG

Bir harfin Bir harfin Bir harfin
¥ kaybedilmesi

degisimi kazanimasi

Yerine gecme

THE BAT SAW THE DOG THE ATS AWT HED OG THE CMA TSAWTHEDO G
THE CAT SAW THE HOG ’[
THE CAT SAT THE DOG C kaybi M eklemesi
Nokta Mutasyonu Cerceve(kodon) Kaymasi Cerc¢eve(kodon) Kaymasi
Mutasyonu Mutasyonu

Sekil 2.11. Mutasyonun molekiiler degisim tipine gore siiflandirilmasi (Klug ve ark.
2012)
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Frame-shift mutasyonu, okumanin ilk Ttg¢lisiinii belirleyecek Tt¢lii niikleotidlerin
eklenmesi veya cikarilmasi hari¢, herhangi bir sayida baz eklenmesinde veya
cikarilmasinda goriilebilir. Degisen ti¢lii kodonlar translasyonu sonlandiran UAA, UAG
veya UGA olabilir. Translasyon sirasinda bu {glii kodonlardan herhangi biri ile
karsilagildiginda polipeptid sentezi bu noktada sona erer. Agikcas1t frame-shift
mutasyonlarinin sonuglar1 6zellikle erken kodlama bolgelerinde olursa ¢ok keskin

olabilir (Klug ve ark. 2012).

2.3.2. Tek nokta polimorfizmi (SNP)

Mutant hale gelen birey, ana bireyden genotip olarak farklilik arzeder. Genotipte ortaya
cikan farklilik bireyde goriiniir olarak fenotipte degisimlere de yol agabilir. Yapilan
calismalar sonucu farkli insan genomlarinda yaklagik her 500 niikleotidde bir niikleotid
farklidir. Bu farkliliga polimorfizm denir. Fenotipte olusacak degisim bazen gozle
goriiliir olmayabilir. Insan DNA’sinda gen diziliminin %99,9°u birbirine benzemektedir.

Insanlar arasindaki genetik gesitlilik bu %0,1°lik farkliliktan ileri gelmektedir.

DNA’daki bir veya birka¢ baz ile ortaya ¢ikan mutasyona nokta mutasyonu adi verilir.
En yaygin ve basit goriilen mutasyon sekli tek bir bazda olusan nokta mutasyonudur.
Belirli bir baz pozisyonunda meydana gelen tek niikleotid degisiklikleridir. Bu
degisiklikler eklenmeler veya eksilmeler olabilir. SNP, genom boyunca ve
mitokondriyal DNA’da rastgele her 500 ile 100 niikleotidde bir goriilir. Bu da demek
oluyor ki, insan genomundaki milyonlarca lokusda profil olusturma potansiyeli oldugu
anlamina gelir. Ancak SNP’ler genellikle iki allele sahiptirler, iki birey arasinda STR
(short tandem repeats-kisa ardarda tekrarlar)’da oldugu kadar verimli bir ayrimin
yapilabilmesi i¢in 50 veya daha fazla SNP nin DNA profili olusturmak i¢in kullanilmasi
gerekmektedir (Klug ve ark. 2012).

Kanser, diabetes, alzheimer, bazi kardiyovaskiiler hastaliklar ve migren gibi hastaliklar
SNP ile yakin iligkilidir. SNP taramalarinda, hangi varyant allellerin hastalikla yakin
iligkili oldugu belirlenebilmektedir. Cesitli hastaliklara 6zgii SNP profilleri
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belirlenmistir.  DNA o6rneklerinde spesifik SNP allelleri incelenerek bireylerin

hastaliklara yatkinliklarini belirlemek amaciyla tarama yapilabilmektedir.

Bilim adamlar1 SNP’leri analiz etmek igcin, ilgilendikleri bolgeleri amplifiye etmek i¢in
spesifik primerler kullanirlar. Bu tek niikleotid farklilig1 igeren DNA molekiillerini ayirt
etmek icin, daha sonra bu amplifiye edilen bolgeleri DNA sekanslama veya DNA
mikroarrray gibi bir dizi yontem kullanarak analiz ederler. Adli SNP profillemenin STR
profilleme {lizerinde biiylikk bir avantaja sahiptir. SNP, DNA molekiiliindeki tek
niikleotidi igerdigi i¢in, PCR reaksiyonu icin teorik olarak gerekli DNA boyutu iki
primer ve bir niikleotid kadardir (yani yaklasik 50 baz). Bu 6zellik 6nemli derecede
bozulmus olan DNA 0&rneklerinin analizi i¢in SNP analizini uygun hale getirir. Bu
avantajina ragmen, SNP profilleme heniiz adli uygulamalarda rutin hale gelmemistir.
Daha sik olarak aragtirmacilar soy ve evrim calismalari i¢in Y-kromozomu ve
mitokondriyal DNA lokuslarinin SNP profillesini kullanmaktadirlar (Klug ve ark.
2012). Ayrica bir niifusun en az %1 ’inde mevcut bulunduklarinda, SNP’den genetik

isaretleyici olarak yararlanilabilir.

2.3.3. Mutasyon tarama yontemleri

Taniy1 kolaylastirmak icin bugiline kadar, pek c¢ok mutasyon tarama yontemi
gelistirilmistir. Bu yontemler, siire, pratik uygulanabilirlik, maliyet gibi 6zellikleri géz

Oniinde tutularak kullanilmaktadir.

Mutasyon taramasi i¢in kullanilan yontemlerden bazilart RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism), ASA
(Allele Specific Amplification), Primer Extension Assay, RT-PCR (Real-Time PCR),
DNA dizi analizi, heterodupleks analizi, TGCE (Temperature Gradient Capillary
Electrophoresis), DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography) ve
HRM (High Resolution Melting)’dir.

Mutasyon taramasi i¢in hangi yontemin kullanilacagi biyolojik materyal c¢esidine,
niikleik asite, saptanacak mutasyonun daha dnceden bilinip bilinmedigine, saptanacak

potansiyel mutasyonlarin ne kadar fazla olduguna, kullanilacak metodun ne kadar
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giivenilir olduguna ve ne Olglide standardize edilebilecegine, testin nasil
uygulanacagina, rutin tan1 i¢in uygun olup olmadigina, ne kadar slirede yanit verecegine

ve testin maliyetine gére degismektedir.

Ancak bu yontemlerin ¢ogu pahali, uzmanlik gerektiren ve olduk¢a zaman alan 6rnek
hazirlama siirecleri gerektirmektedir. Tez kapsaminda tek nokta polimorfizminin DNA
biyosensorleri  kullanilarak  elektrokimyasal olarak tespiti  gerceklestirilmesi
hedeflenmistir. Yontemimizin kolay uygulanabilir olmasi, pahali ekipmanlara gerek
duyulmamasi, hizli cevap veren bir sistem olmasi ve herhangi bir toksik veya radyoaktif
ajanin kullanilmamasi nedenleriyle klasik yontemlere giiclii bir alternatif yontem olmasi
ve bu konuda calisma yapacak arastirmacilara basamak olusturacagi diistiniilmektedir.
Asagida genelde kullanilan bazi yontemlerin avantaj ve dezavantajlarindan
bahsedilmistir. Daha sonraki bodlimlerde de mutasyon tayinine yonelik olarak

elektrokimyasal DNA biyosensorlerinin kullanim1 ve avantajlarindan bahsedilecektir.

2.3.3.1. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

RFLP analizi restriksiyon endoniikleazlarin ¢ift zincirli DNA’y1 spesifik tanima
bolgelerinden kesmesi temeline dayanmaktadir. Her bir restriksiyon endoniikleaz
spesifik palindromik kisa DNA dizisini tanir ve keser. Mutasyon tarama amaciyla
yapilan RFLP analizlerinde, incelenen mutasyon noktasini i¢ine alan kesim noktasina
sahip restriksiyon enzimleri ile kesilen PCR fragmentleri jel elektroforezi ile fragment
biiyiikliiklerine gore ayrilirlar. DNA dizisinde meydana gelen degisimler var olan
restriksiyon enzimi kesim noktasini ortadan kaldirabilir ya da yeni bir enzim kesim
noktast olusturabilir. Bdylece kesim sonucu olusan fragment sayisim1 degistirirler.
Kesim sonucu olugan bantlar agaroz jelde yiiriitiildiigli zaman elde edilen bant profiline

bakilarak mutasyon tasiyip tasimadigi sOylenebilmektedir (Sekil 2.12).
RFLP uygulamasi kolay bir yontem olmakla birlikte ayrim giicli ¢ok yiiksek degildir.

Her mutasyon restriksiyon enzimi kesim noktasi olusturamayacagi veya yok

edemeyecegi i¢in tiim mutasyonlarin bu teknikle belirlenmesi miimkiin degildir. Ayrica
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cok fazla DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi, pahali ve fazla zaman almasi da diger bir

dezavantajidir.
Normal Mutasyoniu Normal Mutasyonlu
NORMAL Dizi
Kesim Enzimi Moktalan — —

Kesilir, yiiritiilir e

! MUTASYON - —_— =

: : Mutasyon bir kesim — —

: : bélgesini yok edebilir — —

\ J —— ——

Prob boigesi Jel Elektroforezi Southern Blot

Sekil 2.12. RFLP analizi ile mutasyon analizi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techrflp/)

2.3.3.2. RT-PCR (Real-Time PCR)

Real-time PCR yontemi, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gsteren
floresan sinyalinin Ol¢iilmesiyle, kalitatif veya kantitatif sonu¢ alinabilen bir PCR
yontemidir. Real-time PCR yontemi, standart PCR yonteminden ayiran iki 6nemli
ozellik vardir: Bunlar, real-time-PCR yOnteminde termal dongii cihaziyla birlestirilmis
bir optik okuma sisteminin ve PCR islemi sirasinda amplifikasyonu bilgisayar ekranina

yansitacak bir probun olmasidir.
RT-PCR’da sicaklik dongiileri ve floresan okunmasi cihaz icerisinde gerceklestigi igin
hedef bolge, elektroforeze gerek kalmadan kisa bir siirede tespit edilebilmektedir. Bu da

yontemi pratik kilmakta ve kontaminasyon riskini de azaltmaktadir.

Real-time PCR’da amplifikasyon sonrasinda elde edilen {iriin varliginin saptanmasi i¢in

ya ¢ift zincirli DNA boyalar1 ya da floresan isaretli problar kullanilmaktadir.
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Real-time PCR giiniimiizde yaygin kullanim alan1 bulan, ucuz, kolay, hizli, givenilir bir
yontemdir. Amplifikasyon iiriiniin gozlenmesinin yanisira kantitatif PCR sonucu
alinmasina olanak saglamasi, mutasyonlarin gosterilebilmesi yontemin Onemli
avantajlaridir. Mutasyonlarin  saptanmasi, hastaliklarin  tanisinda, diziler arasi
farkliliklarin gosterilmesiyle epidemiyolojik verilerin elde edilmesinde, tir ayrimi
yapilmasinda, direngli mikrrorganizmalarin saptanmasinda kullanilmaktadir (Alp ve

ark. 2012).

RT-PCR yonteminin teknik donanim, alt yapi, beceri ve tecriibe gerektirmesi, yiiksek
ekipman ihtiyaci, aynt ve farkli laboratuvarlar arasinda sonuclar arasi fakliliklar ve

standardizasyon problemi gibi bir takim dezavantajlari bulunmaktadir.

2.3.3.3. DNA dizi analizi

Sanger ve Coulson Metodu (enzimatik DNA sentezi) 1975’de Frederick Sanger ve
A.R. Coulson’un gelistirdigi ve gilinlimiizde halen kullanilmakta olan en yaygin
kullanilan ~ dizi analiz teknigidir. Bu metot DNA zincirinin enzimatik
sentezine(polimerizasyon) ve sentezin 2’,3’-dideoksiniikleotidtrifosfatlar
(ddNTP’ler) kullanilarak belli bazlarda sonlandirilmasi prensibine dayanmaktadir.
ddNTP’leri normal dNTP’lerden ayiran 6zellik bunun 3’ karbonunda bir oksijenin eksik
olmasidir. Bu tiir bir niikleotidin baglandigr noktadan bir sonraki niikleotid ile
fosfodiester bagi olusamayacagindan sentez durdurulmus olur. Bu metot i¢in, gen
DNA’sin1 olusturan ¢ift iplik¢ik sicaklik veya alkali ortamda birbirinden ayristirilir.
Ayrilan ipliklerden herhangi biri baz tespitinde kullanilmak {izere bir bakteriyofaja ait
tek iplik¢ikli ve M13 ad1 verilen vektore (6.4 kilobazdan olusan tek iplik¢ikli plazmid)
klonlanir. Bu yontem i¢in dort ayr1 deoksiniikleotid (dATP, dGTP, dCTP, dTTP),
dideoksiniikleotid(ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) ve 3*’P ile radyoaktiflestirilmis

primerler kullanilir.
G, A, C ve T olarak isaretlenen dort ayri tiipiin her birine *?P ile isaretlenmis primerler,

dort tiir ANTP, Taqg DNA polimeraz enzimi ve esit oranlarda baz dizisi belirlenecek

DNA iplik¢igi ilave edilir.
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Sekil 2.13. Sanger ve Coulson metodu ile DNA dizi analizi (Koolman ve Roehm, 2005)

Daha sonra tiiplerden her birine farkli tek bir ddNTP konularak reaksiyon baslatilir.
Reaksiyonda her bir ddNTP, kendine uyumlu olan niikleotidin deoksiribozundaki
hidroksil grubunu bloke ederek iplik¢igin uzamasimi durdurur. Ornegin ddGTP konulan
tiipte olusacak polimerizasyon sirasinda DNA iplik¢iginde yer alan bir C bazinin
varliginda, C’e karsilik gelmesi gereken dGTP yerine ddGTP’nin gelmesi ile
polimerizasyon bu noktada sonlanir ve buza kadar olan gen banti ortaya ¢ikar. Bu
durum her bir baz i¢in dort tlipte ayr1 ayr tekrarlanir. Polimerizasyon tamamlandiktan
sonra olusan fragmentler 1sitma ile kaynak DNA ipliklerinden ayrilir. Ayrilan iplikle
70°C’lik ortamda iire deterjanini igeren poliakrilamid jelde yiiriitiiliir. Bir jelde 500 baz
uzunluguna kadar olan DNA dizisi goriintiilenebilmektedir. Baz sayisina bagli olarak
olusan degisik uzunluklardaki tek iplik¢ikli DNA bantlar1 mobilite hizlarina bagl olarak

hareket ederler. Boylece 5°-3° yoniine dogru olan baz dizilimi belirlenmis olur (Dilsiz

2009) (Sekil 2.13).

24




Birinci nesil Sanger dizileme yontemi radyoaktif isaretlemeyi kullandigi, en fazla 500
baza kadar dizilemeyi miimkiin kilabildigi ve ayrica uzun zaman ve is giicii gerektirmesi

nedeniyle genis 0lcekli DNA dizileme ¢aligmalarinda kullanimi miimkiin olmamustir.

1977°de dizi analizi igin gelistirilen yontemlerden biri de Allan Maxam ve Walter
Gilbert’in gelistirmis oldugu Maxam-Gilbert dizileme yontemidir. Bu metodu diger
metottan ayiran Ozelliklerin basinda, tek iplik¢ik olusturma zorunluluguna ve yeni
iplikgiklerin sentezlenmesine gerek olmayist gelir. Ayrica bu metotta kullanilan
kimyasal ayiraglar oldukca toksik maddelerdir. Dolayisiyla teknigin kullanimi dikkat
gerektirmektedir. Bu metot Ozellikle kisa DNA segmentlerine uygulanmaktadir.
Metodun uygulanabilmesi i¢in dizi tespiti yapilacak DNA Orneginin fazla miktarda

bulunmasi gerekir.
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Sekil 2.14. Maxam-Gilbert metodu ile DNA dizi analizi (Passarge 2000)

Cift iplik¢ikli DNA’nin 5° uglar1 radyoaktif bir madde olan *?P ile isaretlenir. Is1 veya
alkali ortamda birbirinden ayristirilan tek iplik¢iklerden yeterli miktarda ve esit olarak

dort ayn tiipe aktarilir. Tiiplerin her birine dimetil siilfat, formik asit, hidrazin ve NaCl
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gibi kimyasal maddelerden biri ilave edilir ve daha sonra piperidinin ilave edilmesi ile

belli boylarda kesilmig DNA bantlar1 elde edilir (Dilsiz 2009)(Sekil 2.14).

Yukarida belirtilen iki metoda ilave olarak giinlimiizde niikleotid dizilerinin okunmasi
elektroforez yerine yaklasik 1000 niikleotidi bir anda okuyabilecek ve otomatize edilmis
bilgisayar baglantili DNA sekans makinalari kullanilmaya baslanmigtir. Ayrica
radyoaktig isaretleme yerine daha ¢ok floresans olarak boyanabilen oligoniikleotid

primerler kullanilmaktadir.

Prirmur
ACTLAGATGE
ACTLAGATG
ACTTAGHT
ACTOAGA l Lazer
BCTCAG Eppiller Elektrofore:
RETEA g, T = = e
AT
ACT
ALCT l Horesan
B

Cheuma: | 1T A T

Sekil 2.15. Otomatik DNA dizi analizi

Otomatik DNA dizi analiz sistemlerinde ise farkli renkte floresan boyayla isaretlenmis
olan dort farkli ddNTP, dort farkli ANTP, hedef bodlgeye ozgiil primer ve DNA
polimeraz kullanilarak reaksiyon kurulur. Reaksiyon iiriinii lazer dedektoriine sahip bir
kapiller elektroforez sisteminde yiiriitiilerek analiz edilir. (Sekil 2.15). DNA dizi analizi
cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir.

Bu yontemin kullanilabilmesi i¢in uygun laboratuvar alt yapisina gereksinim duyulmasi

ve maliyetinin yiiksek olmasi, tiim Orneklerin dizi analiziyle incelenmesini

zorlagtirmaktadir.
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2.3.34. DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography)

DHPLC  belirli sicaklik kosullarinda heterodupleks DNA’larin  homodupleks
DNA’lardan ayrilmasi esasina dayanan analiz yontemlerinden biridir. DHPLC
mutasyon saptamada yiiksek 6zgiilliikk ve hassasiyete sahip bir indirekt mutasyon analiz

yontemi olarak kullanilmaktadir.

Sistemin temeli heterozigot PCR fiiriinlerinin 1sitilip sogutulduktan sonra hibridizasyonla
heterodubleks olusturmalarina ve bu heterodubleklslerin saptanmasina dayanir.
Heterodupleksler termal olarak homoduplekslerden daha kararsizdir bu yiizden erime
1silar1 daha diigliktiir. Cihazda bulunan ultraviyole saptayicisi kartustan ayrilan DNA
pargaciklarini saptar ve pikler seklinde degerlendirir (Sekil 2.16).

‘ | Denaturaswn J L ‘ ‘

TR Renaturasyun A C 6 'r

)

heteroduple ks hnrm:n:lu pleks

H+Hﬁ Y
| MO

Kalma !I:Irl!'kl {dk}

Sekil 2.16. DHPLC yontemi ile mutasyon analizi

Mutasyon saptanmasinda DHPLC’nin hassasiyetini etkileyen en Onemli parametre
sicakliktir. Her bir DNA fragmenti farkli bir baz kompozisyonuna sahip oldugu i¢in
fragmentin erimesi birkag farkli sicaklik gerektirebilir. Ornekler cihaza yiiklenmeden
once melting domain analizi yapilarak Orneklerin hangi sicakliklarda yliriitiilmesi
gerektigi belirlenir. Sistemin dezavantaji, heterodubleksleri saptadigi icin homodubleks

olusturan homozigot mutant genotipteki degisimlerin saptanamamasidir (Demir 2011).
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2.3.3.5. HRM (High Resolution Melting) Analizi

HRM analizi DNA’nin sicaklikla denatlirasyonunun floresan boya ol¢iimii ile takibi

€sasina dayanlr.

Yiiksek ¢oziiniirliikli erime analizinde oncelikle ¢ift zincirli DNA’ya baglanma 6zelligi
olan floresan boya varliginda hedef DNA bolgesi 6zgiil primerler kullanilarak PCR ile
cogaltilir. Kullanilan floresan boya sadece c¢ift zincirli DNA’ya baglanarak 1sima
vermekte tek zincirli DNA ile etkilesim gostermemektedir. Floresan 6zellikteki boya ile
hem amplifikasyon sirasinda DNA konsantrasyonundaki artis hem de HRM analiziyle
DNA’nin erimesi goriintiilenmektedir. Amplifikasyon basamagindan sonra gergceklesen
erime analizinde bagslangicta floresan 1s1ma yiiksektir. Sicakligin artmasiyla ¢ift zincirli
DNA’ya satiire olmus floresan boya ortamdaki soliisyona gececegi igin floresan

siddetinde azalma goriilecektir.

Ml 015+
= 0.8 _
£ Wild type T 0104
93; — Hétamzygme\\:_ Mld typ Dl:é 0::
£ 0a- N | g 3
= 0.2 Mutalfﬂ\\ o 0.00—+
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Sekil 2.17. HRM analizi (http://www.bio-rad.com/en-tr/applications-technologies/real-
time-pcr-data-analysis)

Homozigot DNA 6rnegindeki degisiklik genellikle erime sicakliginda (Tm) bir degisim
olarak gozlenirken heterozigot DNA oOrneklerindeki degisimler ise erime egrilerinde
farkli bir profil olusturarak kendini gosterir. Heterozigot DNA Orneklerinde PCR
sonrasinda iki homodupleks ve iki heterodupleks olmak {izere dort farkli dupleks
olugsmaktadir. Bununla birlikte yabanil tip veya homozigot mutant DNA Ornekleri ise
tek bir homodupleks icermektedir. Her dupleks kendine 6zgii bir erime davranisi
gostermektedir. HRM analiziyle bu erime egrisi sicakliga bagli floresan siddetindeki

degisim grafigi seklinde olusturulmaktadir. Homozigot DNA ornekleri keskin ve
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simetrik erime egrileri olustururken, heterozigot Ornekler homodupleks ve
heteroduplekslerin varligina bagli olarak kademeli ve kompleks egriler olustururlar

(Sekil 2.17).

HRM’nin giicii, cihazin sicaklik kontroliine, sicaklik ve floresan Ol¢limiine, floresan

boyalara ve PCR iiriiniiniin safligina baglidir (Stimer 2008).

2.4. Elektrokimya

Maddelerin elektriksel davraniglarini ve elektrik enerjisi ile kimyasal tepkimeler
arasindaki iliskileri inceleyen bilim dalina elektrokimya, maddelerin elektrokimyasal
ozelliklerini analiz amaciyla kullanilan yontemlere de elektroanalitik yontemler adi

verilir.

Elektrokimyasal tepkimelerde, ylikseltgenme(elektron verme) - indirgenme (elektron
alma) reaksiyonlar1 s6z konusudur ve elektrokimyasal hiicre adi verilen bir hiicrede

gergeklesir.

Bir elektrokimyasal tepkimenin olusabilmesi icin, incelenecek maddeyi igeren ve
elektriksel 1iletkenligi saglayan bir ¢ozelti(tampon ¢ozelti), maddenin kimyasal
dontisiime ugradig: elektrot sistemi (genellikle iiclii elektrot sistemi) ve bu elektrotlar:

birbirine baglayan bir ¢evirim sistemi (transducer) gereklidir.

Elektroanalitik yontemlerin avantajlarini siralayacak olursak;

. Hizli ve tekrar edilebilirlikleri ytiksektir,

o Kullanilan cihazlar diger yontemlerde kullanilan cihazlara gére daha ucuzdur,
. Analizi yapilacak maddenin ¢ok diisiik tayin sinirlarina kadar ulasilabilir,
o Elde edilen elektrokimyasal 6l¢iimler ¢ogu kez bir elementin ya da molekiiliin

0zel bir ylikseltgenme basamagi i¢in spesifiktirler.

Biitiin elektrokimyasal tekniklerde, elektrot-cozelti sistemine bir elektriksel etki

yapilarak sistemin verdigi cevap Olgiiliir. Hemen hemen biitiin elektrokimyasal

29



tekniklerde potansiyel, akim ve zaman parametreleri bulunur ve bu parametrelere
teknigin adinda yer verilir. Mesela, voltametri, kronoamperometri, kronokulometri gibi
adlandirmalarda  swrasiyla  potansiyel-akim,  zaman-akim  ve  zaman-yiik
parametrelerinden teknik hakkinda kabaca bilgi edinilebilir (Skoog ve ark. 1996, Skoog
ve ark. 1998, Tural ve ark. 2006, Y1ildiz ve Geng 1993).

Cesitli elektrokimyasal yontemler ile Dogru akim (DC), Difarensiyel Puls (DP),
Déniistimlii voltametri (CV) vb. de belirli potansiyel aralifinda tarama yapilarak
meydana gelen akim siddeti dlgiiliir. Akim, diflizyona bagh olarak olustugundan dolay1
burada odlgiilen diflizyon akimidir. Diflizyon hiz1 akim ile dogru orantilidir. Difiizyon,

elektrot ylizeyinin yakinindaki diflizyon tabakasindan olusur.

2.4.1. Voltametri

Voltametri, elektrot potansiyelinin degistirilmesi ile elektrolitik hiicreden gecen akimin
degismesine dayanan elektroanalitik metotlarin genel adidir. Voltametri, Cekoslavak
kimyac1 Jaroslav Heyrovsky tarafindan 1920’lerin basinda bulunan voltametrinin 6zel
bir tipi olan polarografiden gelistirilmistir. Voltametrinin 6nemli bir dali olan
polarografi, diger voltametri tiplerinden c¢alisma elektrodu olarak bir damlayan civa

elektrodu (DCE) kullanilmas1 bakimindan farklilik gosterir.

Voltametri, ¢esitli ortamlarda meydana gelen yiikseltgenme-indirgenme olaylarinin,
yiizeylerdeki adsorpsiyon olaylarinin ve kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot
yiizeylerindeki elektron aktarim mekanizmalarinin temel ¢aligmalarini kapsayan ve ¢cok

basvurulan duyarli ve giivenilir bir yontem durumuna gelmistir.

Voltametride, bir ¢alisma elektrodu igeren elektrokimyasal hiicreye degistirilebilir bir
potansiyel uyarma sinyali uygulanir. Bu uyarma sinyali yontemin dayandigi
karakteristik bir akim cevab1 olusturur. Uygulanan potansiyele kars1 akim grafigine de
voltamogram adi verilir (Skoog ve ark. 1996, Skoog ve ark. 1998, Tural ve ark. 2006,
Yildiz ve Geng 1993).
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2.4.1.1. Voltametrik cihazlar

Voltametrik analizde kullanilacak cihazlar, elektrokimyasal hiicre, analit ve destek
elektrolit ad1 verilen elektrolitin asirisini igeren bir ¢ozeltiye daldirilmis ii¢ elektrottan

yapilmustir (Sekil 2.18).

POTANSIVOSTAT
karsii elekirot + 1
~i—b Cahsma elekirodu
v
Referans elekirot
Tampon Cizelt

Sekil 2.18. Uclii elektrot sistemi (Aladag 2008)

Calisma elektrodu: Yiizeyinde analitin yiikseltgendigi veya indirgendigi ve zamanla
potansiyeli analit konsantrasyonundaki degisimlerle beklenen sekilde degisen
elektrottur. Cok ¢esitli tiir ve sekilde calisma elektrot kullanilir. Bunlar civa, platin,
altin, camsi1 karbon vb. elektrotlardir. Bu tiir elektrotlarin kullanildigi potansiyel
araliginm tespiti ¢ok &nemlidir. Ozellikle de bu potansiyel aralifi, sulu ¢ozeltilerde
sadece elektrot malzemesine degil, ayn1 zamanda bu elektrotlarin daldirildigi ¢ézeltinin
bilesimine bagli olarak da degisir. Genel olarak, kullanilan calisma elektrotlar

polarizasyonu arttirmak i¢in yiizey alanlari kii¢iik tutulur.

Genis bir potansiyel araliginda ¢aligsma yapilmasina imkan saglamasi, kimyasal inertlik,
diisitk maliyet, cesitli algilama ve saptama uygulamalari i¢in uygunlugundan dolay1
karbon elektrotlarin ¢esitli formlar1 elektroanalitiksel uygulamalar i¢in kullanilmaktadir.
Hidrojen, hidroksil ve karboksil gruplar1 ve hatta kinonlar ile karbon yiizeyinde baglar
olusabilmektedir. Bu fonksiyonel gruplarin varligi nedeniyle karbon ylizeyinr bir¢ok

degisik madde tutturulabilir.

31



Karbon pastasi elektrodu (CPE), cams1 karbon elektrot (GCE) ve perde baskili karbon
(grafit) elektrotlar (SCPE) gibi karbon elektrotlarin arasinda kalem grafit elektrodun
ucuzluk, kolay ulasilabilirlik, yliksek elektrokimyasal reaktivite, modifikasyon ve
minyatiirize edilebilme kolaylig1 sayesinde elektrokimyasal sensor tasariminda ve DNA
etkilesimlerine dayali biyosensor tasarimlarinda siklikla kullanilmigtir. Bu nedenle
calismamizda oldukga kolay hazirlanmasi, tek kullanimlik ve ucuz olmasi nedeniyle
kalem grafit elektrot ¢alisma elektrodu olarak kullanilmistir. Yapilan ¢aligmalarda bu
elektrotlarla alinan sonuclarin daha tekrarlanabilir oldugu ve daha diisiik tayin

siirlarina ulasilabildigi gozlenmistir.

Referans elektrot: Analit ¢ozeltisinin bilesiminden bagimsiz sabit bir elektrot
potansiyeline sahip bir yar1 hiicredir ve anot olarak ele alinir. Elektrik direnci ¢ok biiyiik
oldugu i¢in hemen hemen hi¢ akim gegmez. Referans elektrot genellikle Ag/AgCl veya
doymus kalomel elektrottur.

Bir referans elektrot, kolay hazirlanabilmeli, potansiyelin sicaklikla degisim katsayisi
kiiclik olmali, belli bir akim araliginda tersinir davranmali, yani i¢inden kiiciik akimlar
gectiginde bile gerilimi sabit kalmalidir. Polarize edilemeyen bir elektrot olmali,
potansiyeli zamanla degismemeli, dogru ve tekrarlanabilen bir potansiyel degeri hizl

bir sekilde okumalidir.

Calismada Ag/AgCl referans elektrodu kullanilmistir. Giimiis—giimiis kloriir referans
elektrotlari, doygun kalomel elektrotlar gibi olduk¢a yaygin kullanim alanina sahip olan
elektrotlardir. Doygun kalomel elektrottan iistiinliigii glimiis—giimiis kloriir elektrodun
doygun kalomel elektroda gore daha yliksek sicakliklarda kullanilabilmesidir. Aym
zamanda giimiis iyonlar1 civa (I) iyonlarina gore daha az sayida analitle reaksiyona
girerler. Bir glimiis—glimiis kloriir referans elektrot giimiis bir telin, elektrolitik yoldan
AgCl ile kaplanarak CI iyonu igeren bir ¢ozeltiye daldirilmasiyla elde edilir. Doygun
KCI ¢ozeltisi kullanildigr zaman 25°C’° de standart hidrojen elektrota gore potansiyeli
+0,222 V’ dur.
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Karsit elektrot: Bu elektrot ¢alisma elektroduyla bir ¢ift olusturur onu elektronlarla
besler, ayrica ortamda olusabilecek istenmeyen akimlarin {izerinden ge¢mesine izin
verir. Sinyal kaynagindan c¢ikan elektrigin ¢ozeltiden gecerek c¢alisma elektroduna
aktarilmasin1 saglamaktadir. Karsit elektrotta genellikle helezon seklinde bir platin tel

veya bir civa havuzudur. Calismada platin tel karsit elektrot olarak kullanilmistir.
Tampon cozelti: Elektriksel iletkenligi saglar.

Potansiyostat: Calisma elektrodunun potansiyelini sabit tutar.

2.4.1.2. Voltametride kullanilan baz1 6nemli tamémmlamalar

Voltametride akim, calisma elektrodu {izerinde maddelerin indirgenmesi veya
yiikseltgenmesi sonucunda olusur. Indirgenmeden dolay1 olusan akima katodik akim,
yiikseltgenmeden dolay1 olusan akima ise anodik akim adi verilir. Geleneksel olarak,

katodik akimlar daima pozitif, anodik akimlar ise negatif isaretlerle gosterilir (Skoog ve

ark. 1996, Skoog ve ark. 1998, Tural ve ark. 2006, Yildiz ve Geng 1993).
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Sekil 2.19. Dogrusal taramal1 voltammogram egrisi
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Bir voltammogrami niteleyen ii¢ temel biiyiikliik artik akim, simir(limit akim) ve yari

dalga potansiyelidir.

Belli bir potansiyelden sonra akimin sabit kaldig1 bir plato bolgesine ulasilir. Bu akima
siir akim (is) adi verilir (Sekil 2.19). Bu akim elektrot yilizeyinde elektroetkin tiiriin
derisiminin sifira gittigi andaki akim degeridir ve potansiyelden hemen hemen

bagimsizdir.

Sinir akimi, analitin kiitle aktarim islemiyle elektrot yiizeyine tasinma hizindaki
sinirlamadan  kaynaklanir. Siir akimlart genellikle analitin derisimi ile dogru

orantilidir.

is=k.CA

Burada, Ca analit derisimi ve k ise bir sabittir.

Bu akimin biiyiikligi elektroetkin maddenin derisimine ve elektrot yiizeyine kiitle
tasinim hizina baghdir. Kiitle tasinimi gog, diflizyon ve konveksiyon olaylari ile

gerceklesir.

Bir elektrolitteki herhangi bir tanecigin bir yerden bagka bir yere tasinabilmesi i¢in, o
tanecige bir kuvvetin etkimesi gerekir. Bu kuvvet kimyasal, elektriksel yada mekanik
bir kuvvet olabilir. Derisim farkindan kaynaklanan kimyasal kuvvetin olusturdugu
tasinmaya difiizyon, elektriksel kuvvetlerin neden oldugu taginmaya goc¢(migrasyon),
karistirma ve elektrodun donmesi gibi mekanik kuvvetlerin neden oldugu taginmaya da

yiginsal tasinma(konveksiyon) denir.

Ayrica elektrot tepkimesine eslik eden kimyasal tepkime hizlari, adsorpsiyon ve
desorpsiyon hizlar1 gibi olaylar da kiitle tasinim hizinda etkin olabilmektedir. Bu
olaylarin tiimii gergeklesiyorsa, her birinin sinir akimda katkis1 olacaktir. Eger taginim
olaylarindan yalnizca biri sinir akimi belirlemede egemense, sinir akim bu olayin adiyla

anilir (G6¢ akimi, difiizyon akimi, adsorpsiyon akimi, kinetik akim gibi).
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Elektrot tizerinde heniiz reaksiyon olmadig1 zaman kiigiik de olsa bir akim gozlenir. Bu
akima artik akim denir (Sekil 2.19). Artik akimin biiytikligi yontemin duyarliligini
belirler. Bu akim giderildigi veya en aza indirildigi oranda duyarlilik artar. Duyarlilik
arttirma dogrusal tarama disindaki kimi 6zel tekniklerle olasidir (darbe, diferansiyel

darbe, kare dalga, alternatif akim voltametreleri gibi ).

Sinir akimi ile artik akim arasindaki ytlikseklik dalga yiiksekligidir. Dalga yiiksekligi,

elektroaktif maddenin konsantrasyonu ile dogrusal olarak artar.

Yar1 dalga potansiyeli terimi ise sinir akiminin yarisina ( is/2) karsilik gelen potansiyel
degeridir ve Ei2 ile gosterilir (Sekil 2.19). Genellikle derisimden bagimsiz olan bu
deger elektroetkin maddenin tiirline ve ortama bagli sabit bir degerdir. Bu nedenle
tiirleri nitelemede kullanilan bir biiylikliiktlir. Ayrica, standart yari hiicre potansiyeli ile

yakindan iligkilidir.

Gerilim uygulanan bir elektrot sisteminden Kapasitif ve Faradayik olmak {izere iki tiir

akim geger:

Faradayik akim ( ir ): Elektrotlardan birinde yiikseltgenme reaksiyonu olurken
digerinde indirgenme reaksiyonu olur, bu sirada elektronlarin dogrudan aktarimi ile
akim iletilir. Bu tip islemlere, bir elektrottaki kimyasal reaksiyon miktarinin gegen
akimla orantili oldugunu ifade eden Faraday yasalarina uygun olmasi nedeniyle
Faradayik islemler adi verilir, bu sekilde olusan akimlara Faradayik akimlar denir.
Kisacasi; bir elektrokimyasal hiicrede elektrot/cozelti ara ylizeyi boyunca bir
yiikseltgenme/indirgenme islemiyle tasinan akimdir. Reaksiyondan ( analiz edilecek

maddeden) kaynaklanan akimdir.

Faradayik olmayan akim ( kapasitif akim) ( ic ), elektrot/cozelti ara yiizeyindeki
yiikli bir ¢ift tabakada olusan bir yilikleme akimidir. Bir elektrotun bir elektrolit
cozeltisine daldirilmasi ve negatif yiikle yiiklenmesi ile ¢ozeltideki pozitif yiiklii iyonlar
elektroda dogru ¢ekilir. Boylece ara yiizeyde bir gerilim farki olusur. Ters isaretli

yiiklerin ara yiizeyin iki tarafinda birikmesi ile bu bolgede bir elektriksel ¢ift tabaka
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olusur (Sekil 2.20). Olusan bu ¢ift tabaka, bir kapasitor gibi davranir. Bu kapasitorii
yiikklemek i¢in ortamda yiikseltgenecek ve indirgenecek madde olmasa dahi bir akim
olusur. Bu akim reaksiyona bagli degildir; sistemden kaynaklanir ki bu akima kapasitif

akim denir. Ne kadar diisiik olursa o kadar dogru 6l¢tim yapilir.

Potansiye] =——3e

Sekil 2.20. Elektrot yiizeyinde olusan elektriksel ¢ift tabaka

Toplam akim(i)=faradayik akim(ir)+kapasitif akim(ic) oldugundan kapasitif akim

azalirsa duyarlilik artar.

Genellikle 10-M ve iistiinde kapasitif akim faradayik akimdan kiiciiktiir ve ¢alisilabilir.
10*M da kismen iyi sonug alinir. 10~ ve {izerinde kapasitif akim faradayik akimdan gok

biiyiik olacagi i¢in ¢alisilmaz.

2.4.1.3. Voltametrik yontemler

Voltametride, bir mikroelektrot igeren elektrokimyasal hiicreye degistirilebilir bir
potansiyel uyarilma sinyali uygulanir. Bu uyarilma sinyali yonteminin dayandigi
karakteristik bir akim cevabi olusturur. Voltametride en ¢ok kullanilan dort uyarma
sinyali Sekil 2.21°de verildigi gibi dogrusal taramali, diferansiyel darbe, kare dalga ve

ticgen dalgadir. Yontemlere verilen isimlerde buna gore degisir.
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Sekil 2.21. Voltametride kullanilan potansiyel uyarma sinyalleri

2.4.1.3.1. Doniisiimlii voltametri

Dontistimlii voltametri (CV) , stirekli degisen potansiyel degerlerine karsi belirli bir
aralikta, karistirilmayan ortamda calisma elektrodunun verdigi akim cevabi olarak
tanimlanabilir. Elektrokimyasal bir analizde elektroaktif maddenin yiikseltgenme —
indirgenme tepkime mekanizmalarinin aydinlatilmasinda ve elektrokimyasal bir analize
baslamadan Once sistemdeki maddelerin elektriksel davranislarinin saptanmasinda
siklikla kullanilan bir tekniktir. Fakat miktar tayinine dayali analizlerde kullanim

alanlar1 daha siirhidir.

Sekil 2.22°de gosterildigi gibi potansiyel dogrusal olarak degistirilir daha sonra tarama
yonii tersine cevrilir ve orijinal degerine geri doner ( ticgen dalga sekilli potansiyel ).
Baglangi¢ taramasinin yonii numunenin bilesimine bagli olarak negatif ya da pozitif

olabilir.
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Sekil 2.22. Doniistimlii voltametride kullanilan uyarilma sinyali
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Bu yontemde, Ornek ¢ozeltisine potansiyel uygulandiginda, elektrot yiizeyi uygulanan
potansiyele gore pozitif ya da negatif bir karakter gosterir ve ¢evresindeki ¢ozeltiden
elektron alir ya da ¢ozeltiye elektron verir bu da 6l¢iilebilir bir akim olusmasina neden
olur. Calisma ortaminda karistirma yapilmadigi icin elektron transferi elektrot ylizeyi ve
¢evresinde olur, bu nedenle elektrot ¢evresindeki bilesen miktar1 zamanla azalir sonug
olarak olusan akimda zamanla bir pik yapar ve azalmaya baslar bu pikler indirgenme ve

yiikseltgenme pikleridir (Sekil 2.23).

1 Ep, katodik

Ip, katodik

N

AKIM (pA)

Ip, anodik

Ep, anodik

POTANSIVEL (-V}

Sekil 2.23. Pik potansiyellerini ve akimlarin1 gosteren klasik bir dontistimlii
voltamogram

Déniisiimlii voltametri uygulamalarinda potansiyel iki deger arasinda devreder. Once bir
maksimuma dogru dogrusal olarak artar ve sonra ayni egimle orijinal degerine dogrusal
olarak azalir. Bu islem, akim zamaninin bir fonksiyonu olarak kaydedilirken defalarca
tekrarlanabilir. Ileri ve geri yondeki gerilim hizlar1 aymi tutulabildigi gibi farkli tarama
hizlar1 da kullanilabilir. Doniisiimlii voltamogramlarin seklinde segilen potansiyel

araliginin yanisira, segilen tarama hizinin, kag defa tarama yapildiginin da etkisi vardir.

Dontisimlii bir voltamogramdaki indirgenme ve yiikseltgenme arasindaki gerilim farki
AEp ile ifade edilir. AEp bu degere ne kadar yakin ise, tersinir; ne kadar uzaksa
tersinmez olarak ifade edilir. Kisacasi, tersinir bir reaksiyon icin anodik ve katodik pik

akimlart mutlak deger olarak yaklasik olarak esittir.

38



Déniisiimlii voltametride analitin duyarlilik smir1 10° M’dir. Déniisiimlii voltametri
rutin kantitatif analizlerde kullanilmadigi halde, o6zellikle organik ve metal organik
sistemlerde yiikseltgenme - indirgenme islemlerin mekanizma ve hiz ¢alismalart i¢in
Oonemli bir aragtir. Bu yontem, normal olarak elektrokimyasal olarak belirtilebilen bir

sistemin arastirilmasi i¢in secilen ilk yontemdir.

Doéniistimlii voltametri ayn1 zamanda, elektroaktif tiirlerin arayiizeydeki davranisinin
degerlendirilmesinde de kullanilir. Reaktif ve iriiniin her ikisi de, adsorpsiyon-
desorpsiyon olayinda yer alabilir. Bu durumda, alinan ¢oklu voltamogramlarda, katodik
ve anodik pik akimlarin dereceli olarak artmasi, elektrot ylizeyinde adsorpsiyonun
gostergesidir. Reaktant veya iirliniin sadece biri elektrot yiizeyine kuvvetli adsorbe
olabilir. Bu durumda, reaktantin elektrot yiizeyine kuvvetli adsorbsiyonu varsa difiizyon
pikinden daha negatif bir potansiyelde bir arka pik gozlenirken, {iirlintin elektrot
yiizeyine kuvvetli adsorbsiyonu varsa difiizyon pikinden daha pozitif bir potansiyelde
bir 6n pik gozlenir (Skoog ve ark. 1996, Skoog ve ark. 1998, Tural ve ark. 2006, Y1ildiz
ve Geng 1993).

2.4.1.3.2. Diferansiyel darbe voltametrisi

Diferansiyel darbe voltametrisinde uyarma sinyalleri; dogrusal bir tarama esnasinda
periyodik darbelerin olusturulmasiyla gerceklestirilir. Bu yontemle, yar1 — dalga
potansiyelleri arasinda yaklasik 0,05 V fark olan maddelerin bile pik maksimumlari elde
edilebilmektedir. Duyarlilik smir1 107 — 10® M’dir. Duyarliigin yiiksek olmasinin
nedeni; 6l¢iimiin, faradayik akimin en yiiksek, kapasitif akimin en diisiik oldugu anda

yapilmasindan kaynaklanir.

DPV tekniginde, dogrusal bir tarama sirasinda ¢aligma elektroduna periyodik darbeler
uygulanir. Darbe uygulamadan 6nce ve sonra olmak {izere iki kez akim o6l¢iiliir. Darbe
basina elde edilen akimdaki fark uygulanan potansiyele karsi grafige gecirilir. Elde
edilen diferensiyel darbe voltamagrami yiiksekligi analizi yapilan maddelerin derigimi

ile orantil1 akim piklerinden olusmaktadir.
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Sekil 2.24. A) Analog cihazlarda diferansiyel darbe voltametrisi i¢in kullanilan uyarma
sinyali, B) Diferansiyel darbe voltametrisine ait bir voltamogram

2.4.1.3.3. Dogrusal taramah voltametri

Bu yontemde uyarma sinyali; ¢calisma elektrodunun potansiyelinin zamanla dogrusal bir
sekilde arttirilmasiyla elde edilir. Uygulanan bu potansiyel sonrasinda analizlenen
maddeye 6zgii akim cevaplar1 potansiyelin bir fonksiyonu olarak voltamogramlarda
incelenir. Dogrusal taramali voltamogramlar, genelde voltametrik dalga adi verilen
sigmoidal sekilli (S seklinde) egrilerdir. Dogrusal taramali voltametride, iyi pik
maksimumlar1 elde edebilmek i¢in yar1 — dalga potansiyel farki en az 0,2 V civarinda

olmalidir.

2.4.1.3.4. Kare dalga voltametrisi

Kare dalga voltametrisinde, puls uyarma sinyali ile akimlar pulslarin émrii siiresince
cesitli anlarda 6l¢iiliir. Uygulanan gerilim sekil olarak pulslara benziyor olsa da, bu
yontem bir puls teknigi degildir. Potansiyel periyodun yarisinda pozitif deger alirken,
diger yarisinda negatif deger alir. Ileri puls katodik akimmi (i1), geri puls “anodik akimi
(i2) olusturur. Iki akim arasindaki fark alinarak Ai degerleri bulunur ve bu sonuglarla
voltamogram grafigi ¢izilir (Sekil 2.25). Son derece hizi ve duyarli olma {istiinliigii olan
bir darbe polarografi teknigidir. Voltamogramin tamami 10 milisaniyeden daha az bir
siirede yapilir. Olgiim son derece hizli yapildig1 icin analizin kesinligini artirmak igin
birka¢c voltametrik taramanin ortalamasi alinarak kesinlik artirilabilir. Kare dalga

voltametrisinin tayin sinirlar1 107 ile 10°® arasindadir. Akimlar arsindaki fark artikca
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derigimler de artar. Yani akimlar arasindaki fark ile derisimler dogru orantilidir (Skoog

ve ark. 1996, Skoog ve ark. 1998, Tural ve ark. 2006, Yildiz ve Geng 1993).

t

Sekil 2.25. Kare dalga voltametride kullanilan uyarilma sinyali

2.5. Elektrokimyasal DNA Biyosensorleri

DNA biyosensdrlerinin ¢alisma prensibi, ¢evirici yiizeye immobilize edilmis 6zgiil tek-
zincirli DNA dizilerinin (prob), analit i¢inde eslenik olan tek-zincirli DNA (ssDNA)
dizilerinin eslesmesine (hibridizasyonuna) dayanir (Sekil 2.26). DNA dizilerini, 6zgiil
ve secici olarak (tek baz uyumsuzlugunu belirleyecek diizeyde) belirleyebilme
kabiliyeti, bir DNA biyosensoriinde aranan en 6nemli Ozelliktir. Bu nedenle DNA
biyosensorleri, genetik hastaliklarla iliskili olarak tek nokta polimorfizmi veya farkl
tipte mutasyonlarinin belirlenmesi miimkiin olmaktadir. Bunun disinda ilag¢ etki
mekanizmalariin aydinlatilmasinda, klinik aragtirmalarda, adli tipta, c¢evre ile ilgili
arastirmalarda, toksik madde tayini analizleri gibi birgok alanda DNA

biyosensorlerinden yararlanilmaktadir (Ozkan 2006).

Bir onceki kisimda belirtilen giiniimiizde mutasyonlarin taranmasinda kullanilan
yontemlerin en basta pahali olmalari, sonu¢ verme siirelerinin en az bir giin siirmesi,
cihazlar1 kullanabilmek i¢in bilgi ve deneyim gerektirmesi gibi baz1 dezavantajlari
bulunmaktadir. Elektrokimyasal DNA biyosensorlerinin ise en basta ¢cok fazla maliyet
gerektirmemesi, kisa siirede yanit vermeleri, yiiksek hassasiyetli olmalari, taginabilir ve
tek kullanimlik modellerinin tasarlanabilmesi, kullanimi kolay ve pratik olmasi gibi

bir¢ok avantaji bulunmaktadir.
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Sekil 2.26. DNA biyosensoriiniin sematik gosterimi

Elektrokimyasal DNA biyosensorleriyle yapilan analizlerde temel prensip; ¢ogunlukla
sensoOr-ornek matriks arayliziinde meydana gelen etkilesimler nedeniyle, akim veya

potansiyelde meydana gelen degisikliklere dayanmaktadir.

Tipik bir elektrokimyasal DNA biyosensoriiniin tasarimi 3 asamada yapilir:
1- Probun sensor yiizeyine tutturulmasi (immobilizasyonu),
2- Probun analit igerisindeki hedef dizisi ile hibridizasyonu,

3- indékatérlii veya indikatorsiiz teknikler kullanilarak tayin.

2.5.1. Prob immobilizasyonu

Biyosensor tasariminda, en 6nemli basamaklardan biri probun ylizeye tutturulmasi
islemidir. Diizgiin olarak yiizeye tuturulan prob, daha sonra hedef ile hibridize olur. Bu
asamada probun uzunlugu ve konsantrasyonu sensor yiizeyinin yiikii ve hidrofobiklik
durumu, probun hangi yontemle yiizeye immobilize edildigi, kimyasal ve

fizikokimyasal kogullar 6nem tasir.

Prob uzunlugunun genelde 20-25 bazi gegmemesi istenir. Cilinkii 25 bazdan sonra
probun kendi iizerine katlanarak sekonder yapiya doniismesi olasiligi daha yiiksektir.
Ayrica ylizeydeki prob konsantrasyonu da hibridizasyon verimliligini bakimindan
olduk¢a onemlidir. Yiizeyde oligoniikleotitlerin sikismasi sonucunda olusan sterik

engeller hibridizasyon verimliliginde dogrudan sorun olusturacaklardir.

42



Negatif yiikli yiizeyler, negatif yiikli fosfat gruplarindan dolay: oligoniikleotitleri
yiizeyden iterken, pozitif yiliklii yiizeyler, fosfat gruplariyla baglantiya gecerek,
oligoniikleotidin yatay konuma gelmesine neden olur. Hidrofobik yliizeyler,
oligoniikleotitlerin bazlartyla etkilesime girerek, oligolar1 hibridizasyon i¢in uygun

olmayan bir konuma getirir.

DNA biyosensorlerinde analizi yapilacak maddenin etkin bir sekilde taninmasi i¢in
tanimay1 gerceklestirecek biyolojik materyal DNA’nin elektrot yiizeyine saglam bir
sekilde tutturulmalidir. DNA’nin elektrot yiizeyine immobilizasyonunda asagidaki

yontemlerden yararlanilabilmektedir (Rivas ve ark. 2005):

1.  Tiyollenmis veya diiz oligoniikleotid dizilerinin SAM (self-assembly multilayers)
ile altin ylizeyine tutunmasi,

2. Avidin muamele edilmis ylizeye biotinlenmis oligoniikleotidlerin baglanmasi,

3.  Kovalent ajanlar kullanilarak oligoniikleotidlerin kovalent yolla yiizeye
baglanmast,

4.  Adsorbsiyonla oligoniikleotidlerin yiizeye baglanmasi,

5. Polimerik matriksler araciliiyla ylizeye baglanma
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Sekil 2.27. DNA biyosensdrlerinde prob immobilizasyon yontemleri (Rivas ve ark.
2005)
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2.5.2. Sensor yiizeyinde hibridizasyon

DNA biyosensorlerinde maksimum duyarlilik i¢in en yiiksek hibridizasyon verimliligini
olusturmak {izere gereken kosullarin belirlenmesi biyosensor tasariminda ¢ok énemli bir

basamaktir.

Hibridizasyon, prob ve analit ¢ozelti igeresindeki hedef diziye ait bazlar arasinda olusan
hidrojen baglar1 ile olur. Eger olusan hibrid tamamiyla eslenik ise hibrid kararli olur.
Baz dizilimleri tamamiyla eslenik olmasa bile yine de hibrid olusabilir. Fakat bu
hibridler tamamen eslenik hibridler kadar kararli degildir. Eslenik ve eslenik-olmayan
hibridlerin olusumu i¢in gerekli kosullar (pH, iyonik kuvvet, sicaklik vb.) belirlenerek
ayirimlar yapilabilir. iki zinciri bir arada tutan bu giiclerin olusumu, dzellikle bazlar
arasindaki hidrojen baglar1 ve iyonik etkilesimler, deneysel olarak fizikokimyasal
parametrelerle degistirilebilir. Bu parametreler bir bakima bu zayif etkilesimlerin
olusumunu veya bozulmasini etkileyerek yiizey lizerinde hangi hibridlerin kalacaginm

belirleyebilir.

Optimum hibridizasyon i¢in prob ve hedef konsantrasyonlari, probun yiizeye
immobilizasyon yontemi, prob ile hedef dizinin etkilesim siiresi, hibridizasyonun
meydana geldigi analit ¢ozeltisinin sicakligi, pH’s1, iyonik kuvveti gibi kimyasal ve

fizikokimyasal parametreler 6nem tasir.

2.5.3. Elektrokimyasal DNA biyosensorlerinde DNA dizi algilama yontemleri

Elektrokimyasal DNA biyosensorlerinde elektrot ylizeyinde olusan hibrit DNA’nin
elektroaktif bazlarinin sinyalleri iizerinden indikatorsiiz olarak veya hibridizasyon
indikatorii/interkalator maddelerin kullanimiyla ve bu maddelerin
yiikseltgenme/indirgenme sinyalleri iizerinden indikatorlii olarak iki yontemle tayin

edilir.
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2.5.3.1. Indikatérsiiz DNA dizi algilama yontemleri

DNA’daki en elektroaktif ve kararli yanit veren baz guanin bazidir ve yaklasik +1,0V
civarinda yiikseltgenir. Elektrot yiizeyine tutturulan tek sarmal DNA dizisindeki
guaninler agik oldugu igin yiikseltgenme sinyali yiiksek, hibridizasyondan sonra ise
sitozinle aralarinda olusturduklar1 hidrojen bagi kopriileri nedeniyle yiikseltgenmesi
kismen kapali duruma gelir ve bu nedenle tek sarmala gore daha diisiik sinyal verir

(Kerman ve ark. 2004)(Sekil 2.28 A).

Diger bir tayin yontemi ise EVET/HAYIR SISTEMI adi verilen ve prob dizisinde
bulunan guanin bazlar1 yerine bir guanin analogu olan inozinlerin sentezlettirilmesidir.
Inozin guanine yapica benzemesine ve sitozinle ikili bag olusturmasina ragmen
herhangi bir yiikseltgenme sinyali vermemektedir. Bu nedenle elektrot yiizeyinde tek
sarmal DNA dizisi varken +1,0V’da herhangi bir yiikseltgenme sinyali alinmazken,
hibridizasyondan sonra hedef diziden gelen guaninlerden dolay1 bir yiikseltgenme

sinyali gozlenir (Sekil 2.28 B).
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I I I
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Sekil 2.28. A-Guanin bazinin yiikseltgenmesine dayali indikatorsiiz DNA dizi algilama
yontemi, B- Inozinli prob ilkesine dayali indikatorsiiz DNA dizi algilama yontemi
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2.5.3.2. Indikatore Dayah DNA dizi algilama yontemleri

Indikatére dayali DNA dizi algilanmasi, ya DNA’ya interkale olabilen (metal
kompleksleri, antibiyotikler), ya DNA dizisindeki bazlarla 6zgiin olarak etkilesen (MB,
Ru(bpy)33+, vb.) elektroaktif maddeler (indikator) veya nanopartikiil sinyali ile tayin
edilebilmektedir.

Elektrot ylizeyinde olusan hibrit ile etkilesen indikatoriin neden oldugu artan veya
azalan elektrokimyasal yanit hibridizasyonun tayinine yonelik bir sinyal olarak
kullanilir. Elektroaktif bir maddenin indikator olarak kullanilabilmesi igin sSDNA ve
dsDNA ile etkilesimi sonucu alinan yanitlar arasinda anlamli bir fark olmasi
gerekmektedir. Meldola Mavisi (MDB), Ru(II), Co(III), Os(II), Os(IV), 1,10-fenantrolin

ve 2,2’-piridin kelatlar1 hibridizasyon indikatorii olarak siklikla kullanilan maddelerdir.

Tek sarmal DNA Cift sarmal DNA Tek sarmal DNA Cift sarmal DNA
ATGCATAT |||||||| GTGCAGAT ITTTTTT]
Lttt ldl TACGTATA CACGTCTA
I ] I

2 ATGCATAT i GTGCHGRT
ELEKIROT LLLllill] LLLLLLLI
ELEKTROT ELEKTROT

' ' lﬂ interkalator l ' 'ﬂ interkalatdr ﬂ ﬂ
| | T "‘|C|G|T'“|‘l‘°‘ CACCTCTA
ATGCATAT T C T GTGCAGAT GTGCAGAT
Lttt li it IIfIIIII [ Lttt il
ELEKTROT ELEKTROT ELEKTROT ELEKTROT

|

Elektrokimyasal Eleklmla.m‘xszl
i j yanmit vamit

Potansivel {\ ) Purznsn el (V) Pulansn el (V) PDNI!SH el (V) B

Sekil 2.29. A-Interkalatér madde ile DNA dizi algilama ydntemi, B- DNA bazlarinin en
az biriyle etkilesen bir indikator ile DNA dizi algilama yontemi
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Interkalasyon; bir maddenin DNA ¢ift sarmal1 arasina girip birikmesidir. Bu durumda;
Sekil 2.29 (A)’da gozlendigi gibi; maddenin birikmesinden dolay:r ¢ift sarmal DNA
(dsDNA) ile etkilesimden sonra alinan madde sinyali tek sarmal DNA (ssDNA) ile
etkilesimden sonra alinan madde sinyaline gore oldukca yiiksektir. Bunun yaninda,
hibridizasyon indikatorii olarak kullanilan madde DNA’nin bazlarindan biriyle
(6zellikle Guanin) etkilesiyor olabilir. Bu durumda; Sekil 2.29 (B)’de gozlendigi gibi;
tek sarmal DNA (ssDNA)’da bazlar agikta oldugundan dolay1 alinan madde sinyali,
hibridizasyondan sonra olusan ¢ift sarmal DNA (dsDNA)’da bazlar kapali oldugundan
dolay1 alinan madde sinyaline oranla oldukga yiiksektir (Ozsoz 2012).

Nanopartikiille isaretlemeye dayali DNA dizi algilama yonteminde genellikle metalik
nanopartikiiliin verdigi sinyal esas olarak alimmistir. Bu amagla 06zellikle altin

nanopartikiillerden yararlanilmaktadir (Ozsoz ve ark 2003, 2012).

Sinyal probu

H _’
: pr l
v
| D — E— |
E Altm 1.00 1.40
nanopartikiil Potansivel (V)

Altin oksidasyon
sinvali

Sekil 2.30. Nanopartikiille isaretlemeye dayali DNA dizi algilama yontemi

2.6. Beyin Kokenli Norotrofik Faktor (BDNF) ve Val66Met Polimorfizmi

Norotrofik faktorler, néronlarin gelisimi ve korunmasi igin biiylik 6neme sahip olan
molekiillerdir. Norotrofinler; Sinir Biiyiime Faktorii (NGF), Beyin Kokenli Norotrofik
Faktor (BDNF), Norotrofin-3 (NT-3), Norotrofin-4 (NT-4), Norotrofin-5 (NT-5)’1
iceren bir salg1 proteini ailesine dahildirler. Bu proteinler fonksiyonlarini, kendilerine
0zgl reseptorlerine baglandiklarinda gergeklestirirler. Biitiin nérotrofinler, p75
ndrotrofin reseptoriine (p75NR) ve kendilerine 6zgii tirozin kinaz (Trk) reseptorlerine

baglanirlar. Sekil 2.31°de goriildiigii gibi;
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* NGF; Trk A reseptoriine
* BDNF ve NT-4/5; Trk B reseptoriine
* NT-3 ise Trk C reseptoriine baglanir.

NGF

/
¢
o N
\

Sekil 2.31. Norotrofinler ve reseptorleri

Baglanma sonucu Trk reseptorlerinin dimerizasyon ve otofosforilasyonu gergeklesir.
Boylece aktiflesmis reseptorler sinyal iletimini baglatir. Bu sinyaller nukleusa geg¢ip,
transkripsiyon faktorlerini uyarir ve gen ekspresyonu bdylece kontrol edilmis olur.
Ayrica norotrofinler, embriyonik donemde noronal gelisim ve yetiskin donemde néron

canliliginin siirdiiriilmesinden sorumludurlar.

Beyin kaynakli nérotrofik faktor, 11. kromozomun 13. kisa kolunda (11p13) 27 633 016
baz ¢ifti ile 27 699 872 baz cifti arasina bulunmakta olup, ilk kez 1989 da norotropin
ailesinin ikinci bir iiyesi olarak tanimlanmistir. BDNF noronlarin biiylimesini saglayan
dimerik kiigiik bir proteindir. BDNF oncelikle bir prekursor protein olarak endoplazmik
retikulumda sentezlenir. Sinyal peptidin ayrilmasimin ardindan proBDNF golgi
cisimcigine gelir ve hiicre i¢i ya da hiicre dis1 siireglerde BDNF olusumu tamamlanir.
BDNF, beyinde fazla miktarda bulunur ve yaygin olarak néronlarda sentezlenir. Ancak
ozellikle noron dis1 hiicrelerde mesane, kolon ve akcigerde de ekspresyonu vardir
(Merighi ve ark. 2004, Zhou ve ark. 1996, Pinto ve ark. 2010).

BDNF iiretiminin ve sekresyonunun ¢esitli hastaliklarda degistigi gozlenmistir.

Norodejeneratif hastaliklarda azalirken (Alzheimer, Parkinson gibi), inflamatuar
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hastaliklarda inflamasyon dokusunda yiiksek miktarda bulunmustur (Gielen ve ark.
2003). Artmis olan BDNF sentezinin inflamatuar durumlarda sinir hiicrelerini korudugu
distiniilmektedir (Hohlfeld ve ark. 2006). Bu noktada BDNF’nin antiapoptotik bir
protein olan Bcl-2’yi artirici etkileri bulunmkatadir. BDNF, Trk B alicilarina baglanarak
MAPK/ERK dongiisiinii  aktive etmekte ve bunun sonucunda artan CREB
transkripsiyonu sinaptik plastisite ve noron hayatta kalim1 i¢in gereken Bcl-2 sentezini
artirmaktadir. Ayrica psikiyatri literatlirlinde bipolar hastalik, sizofreni, anksiyete
bozukluklar1 ve internet bagimliligi gibi durumlarda serum BDNF diizeylerinin
arastirildigr calismalar mevcuttur. Ayrica BDNF nin diger gorevleri de; noronal canlilik
ve farklilagma, sinaptik iletisim ve esneklik, transmitter sentezi, metabolize edilmesi ve
salgilanmasi, postsinaptik iyon kanali akisi, dopaminerjik ve serotonerjik noronlarin

gelisimi ve canlhilifinin saglanmasidir (Jonsson ve ark. 2006).

BDNF geni {izerinde, birgok tek niikleotid polimorfizmi bulunmaktadir. Bu
polimorfizmler populasyona 6zgiidiir ve hastaliklarla iliskileri buna gore degiskenlik
gosterir. Bu gende saptanmis olan Val66Met tek niikleotid polimorfizmi, alanin ve
guanin allellerinde degisiklik gostermekle beraber, 66. kodonda valin ve metioninde yer
degisikligine yol ag¢maktadir. Bu polimorfizmde 196 numarali niikleotidde
Guanin>Adenin degisimi gerceklestiginden G196A seklinde de adlandirilmaktadir. Bu
gendeki fonksiyonel degisim (Val66Met), BDNF salinimina bagh aktivite ve
hiicreleraras1 trafigi etkilemektedir. Bu nedenle bu polimorfizmin basta sizofrenide
olmak iizere, bipolar hastaligi vb. diger psikiyatrik bozukluklarda incelenmesi

gerekmektedir (Egan et al. 2003).

2.7. Nanolif ve Nanolif Uretimi

Nanoteknoloji, maddenin atomik-molekiiler boyutta miithendisliginin yapilarak yepyeni
ozelliklerinin agiga cikarilmasi; nanometre dlgegindeki fiziksel, kimyasal ve biyolojik
olaylarin anlasilmasi, kontrolii ve {iretimi amaciyla, fonksiyonel materyallerin,
cihazlarin ve sistemlerin gelistirilmesidir (Bhardwaj ve Kundu 2010, Ramakrishna ve

ark. 2005, Siipiiren ve ark. 2007).
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Bir nanometre, metrenin milyarda biridir. Insan sa¢ teli ¢apmin yaklasik 100 000
nanometre oldugu diisiinlilirse ne kadar kiiclik bir 6l¢ekten bahsedildigi daha rahat

anlasilmaktadir (Sekil 2.32).

[ 1000 x ZOOM ] sag tell

Sekil 2.32. insan sa¢unin nanolifle karsilastiriimasi
(http://hemcon.com/Technologies/NanofiberSpinningTechnology.aspx)

Nanolifler, c¢aplari 1,0 mikrondan daha az olan lifler i¢in kullanilan terimdir. Tipik
nanoliflerin ¢aplar1 50 ile 300 nanometre arasindadir. Nanolifler yiiksek molekiiler
oryantasyona sahiplerdir, kiiclik boyutlar1 sayesinde daha az yapisal kusur tasirlar, bu
sayede oldukga iyi mekanik oOzellikleri vardir, kiigiik ¢aplarindan otiirii yiizey/hacim
oranlar1 veya ylizey/kiitle oranlari yiiksektir, dolayisiyla yiiksek spesifik ylizey

alanlarina sahiplerdir.

Nanoliflerin genis yiizey alanina sahip yapilar olusturmalari, fonksiyonel gruplari,
iyonlar1 ve ¢ok ¢esitli nano seviyedeki partikiilleri tutma veya yayma kapasitelerinin

yiiksek olmasini saglamaktadir.

Nanoliflerin biyomedikal ve saglik alaninda kullanimi konusundaki arastirma ve
calismalar oldukca fazladir. Nanolifler, dogal dokular olusmadan 6nce bu dokularin
yerine gegebilecek gecici doku destekleri olarak kullanilabilmektedirler. Ayrica,
kikirdak, kemik, atardamar, kalp ve sinir dokular1 i¢in yapay doku destek yapisi olarak

da kullanilabilmektedirler. Kemik dokusu olarak kullanilacak materyalin viicut hiicreleri
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ile biyolojik uyumu ¢ok Onemlidir. Nanoliflerin yiiksek ylizey/hacim orani, diger
liflerden daha fazla hiicre eklenebilmesini saglamaktadir. Nanoliflerin bir diger
kullanim alan1 da, ilaglarin veya diger fonksiyonel maddelerin, nanoliflerin veya nano
tiiplerin icerisine katilmasidir. Boylece nanolifler, hem ilag tasiyici, hem de ila¢ salinim
sistemi olarak gorev yapmaktadirlar. Yiiksek gaz gecirgenligi, yaranin enfeksiyon ve
dehidratasyona karst korunmasi gibi ihtiyaglara cevap verdikleri i¢in nanolif
membranlar yanik ve yaralanma ile hasar gérmiis cildi onarmik i¢in kullanilan yara
ortiicli olarak kullanilmaktadirlar. Simdiye kadar nanolifler gaz sensorleri, kimyasal
sensorler, optik sensorler ve biyosensorlerde kullanilmistir. Hacim basina diisen yiiksek
yiizey alanlar1 nedeniyle nanoliflerden yiiksek duyarliliga ve hizli tepki siiresine sahip

sensorler elde edilebilir (Agarwal ve ark. 2008).

Glinlimiizde nanolif {iretimi, sablon sentezi, faz ayirimi, kendiliginden diizenlenme,
biyokomponent ¢ekim, meltblowing, ani ¢ekim ve elektrospin yontemleri kullanilmak

suretiyle gerceklestirilebilmektedir.

Elektrospin disindaki lif tiretim yontemlerinde, lif iiretiminde mekanik kuvvetleri esas
etken olarak kullanir. Ote yandan elektrospin yonteminde, elektrik alan kuvvetleri

yardimi ile polimerden lif olusumu saglanir.

Elektrospin yontemi, minimum ekipman gerektirmesi, olduk¢a ince lif caplarinin
olusumuna imkan vermesi, bir¢ok farkli polimer ile caligilabilmesi gibi avantajlari

nedeni ile tercih edilen nanolif iiretim yontemlerinden birisidir.

2.7.1. Elektrospin yontemi ile nanolif iiretimi

Polimer esasli nanoliflerin {iretimi i¢in en etkin yontem elektrospin yontemidir. Bu
teknikte, polimer uygun bir ¢oziiciide ¢oziildiikten veya 1s1 ile eritildikten sonra bir ucu
kapal1 ve daralan, 6biir ucunda kiiciik bir delik bulunan cam bir pipetin (veya siringanin)
icine yerlestirilir. Elektrospin sistemi 3 temel bilesenden olusur: pompa, yiiksek voltaj
giic kaynagi ve toplayici yiizeyi. Elektrospin islemi sirasinda polimer ¢ozeltisinin

yeterince yavas ve kontrollii beslenmesini saglamak amaciyla siringanin arka kismina
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yerlestirilmis otomatik bir pompa bulunmaktadir. Otomatik pompa, siringa icerisinde
bulunan polimer c¢ozeltisini istenilen hizla gonderecek sekilde ayarlanir. Polimer
cozeltisine verilen elektrik akimai ile elektriksel alan olusturulur ve ¢ozeltinin yiizeyinde
bir elektriksel yliklenme meydana gelir. Baslangicta, polimer ¢ozeltisi kapiler ucta
yiizey gerilimi sayesinde bir damla olarak durmaktadir. Gerilim yiikseltildik¢e, damlaya
elektriksel yiikler de etki etmeye baglar ve bu elektriksel kuvvetler ylizey gerilimini
yenecek biiyiikliige ulastiginda, yiikli polimer cozeltisi veya eriyigi, kapiler ugtan
topraklanmig levhaya dogru harekete baglar. Polimer ¢ozeltisi veya eriyiginin harekete
basladig1 noktada “Taylor konisi” olarak adlandirilan bir sekil olusur. Elektrik alandaki
bir miktar artig sonunda ylizey gerilimi daha fazla elektrostatik kuvveti dengeleyemez
ve Taylor konisinden yiiklii ince bir jet firlatilir. Polimer jetinin levhaya dogru hareketi
sirasinda, ¢ozgenin buharlagmasiyla polimer jeti katilasir ve topraklanmis levha
tizerinde nano liflerden olusan bir agimsi tabaka elde edilir. Sonug¢ olarak toplayici
levhada olusan agimsi yiizeyde ¢aplari 30 nm' den 1 mikronun iizerindeki degerlere
kadar degisen lifler iiretilmektedir (Sekil 2.33) (Bhardwaj ve Kundu 2010, Ramakrishna
ve ark. 2005, Siipiiren ve ark. 2007).

Toplayic

Sinnga Polimer Sollisyonu

Lifler
Ylksek ‘u'oltajl

Sekil 2.33. Elektrospin yontemi ile nanolif {iretiminin sematik gosterimi (Bhardwaj ve
Kundu 2010)

Yiiksek yiizey alanina/ hacim oranina ve nanometre mertebesinde ¢apa sahip ¢ok ince
fiber yapi1 elde edebilmek, cesitli amagclara yonelik islevsellestirmede kolaylik saglamak,
islem kolaylig1, ucuz ve iiretim hizinin yiliksek olmasi, iistiin mekaniksel 6zellikler gibi

Ozellikleri elektrospin yonteminin 6nemli avantajlaridir. Bu avantajlarinin yaninda,



kullanilan organik ¢oziiciilerden kaynaklanan toksisite ve ag yapisinin mekanik giicii
gibi dezavantajlar1 oldugu sdylenebilir. Ayrica olusan lifin 6zelliklerini etkileyen bir¢ok

faktor olmasi da bir diger dezavantajidir.

Elektrospin metoduyla iletken polimerler, metaller, yar1 iletkenler ve karbonlar ile
caligilarak nanometre mertebesinde ¢aplara sahip nanolif ve nanotiiplerin iiretimi

gerceklestirilir.

Doku miihendisliginde, ila¢ tasimim uygulamalarinda, elektriksel ve optik
uygulamalarda olmak iizere pek c¢ok alanda elektrospin yoOntemiyle c¢aligmalar

yapilmaktadir.

2.7.1.1. Elektrospin yontemini etkileyen parametreler

Elektrospin sisteminde, son iriiniin morfolojisi ve yapisi elektrostatik kuvvetlerin ve
¢ozelti parametrelerinin sinerjik etkisinden etkilenmektedir (Ramakrishna ve ark. 2005).
Bu parametreler arasinda ¢ozeltinin molekiiler agirligi, vizkozitesi, iletkenligi, ylizey
gerilimi, pH’s1, uygulanan gerilim, akis hizi, toplayici levha ile igne arasindaki mesafe,
ignenin ¢apr ve sicaklik, nem, basing gibi c¢evresel faktorler sayilabilir (Bhardwaj ve

Kundu 2010, Ramakrishna ve ark. 2005, Siipiiren ve ark. 2007).

. Konsantrasyonun c¢ok diisiik olmasi liflerde boncuklarin olugmasina sebep
olurken, ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda yapilan iretim lif diizglinstizliigiiyle
sonug¢lanmaktadir.

. Elektrospinning yonteminde yiliksek dielektrik sabitli ¢ozeltiler tercih edilir.
Ciinkli ¢ozeltinin iletkenligi artarsa, polimer jetinde daha fazla yiik tasmabilir.
Iletkenligi artirmak amaciyla ¢dzelti icerisine iletken ¢dziiciiler, iyonik ya da non-
iyonik yiizey aktif maddelerin ilavesi, organik ya da inorganik tuz ilavesi yapilabilir.

. Igne ile toplayici levha arasindaki mesafe arttikca lif capi azalmakta, lif cap:
varyasyonu da azalmakta ve ayrica liflerdeki boncuk boyutu azalmaktadir.

o Igne capinin azalmas1 tikanmaya, boncuk sayisinda ve lif capinda azalmaya neden

olur.
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Polimer eriyigine ya da ¢ozeltisine uygulanan elektriksel gerilimin artmasi
polimer jeti iizerindeki elektriksel ivme kuvvetini ve life uygulanan cekimi
arttirarak, lif capinin azalmasina neden olmaktadir. Ancak uygulanan voltaj kritik
bir degeri gegtiginde stabil bir polimer jeti elde edilebilmektedir. Uygulanan elektrik
alan1 ¢ok giiclii oldugunda stabilite azalmakta ve lif diizgiinslizliigli artmaktadar.

Sabit gerilim, konsantrasyon ve igne-toplayici levha mesafesinde polimer besleme
debisi arttikca lif cap1 da artmaktadir. Ancak, besleme debisinin ¢ok artmasi lif
diizgiinstizliklerine sebebiyet vermektedir. Bunun nedeni, liflerin topraklanmig
levhaya ulagsmadan 6nce kurumalarinin zor olmasidir. Polimer besleme debisi ¢ok
diistik oldugunda ise, lif ¢aplar1 cok genis bir dagilim gostermektedir.

Viskozite arttik¢a lif ¢apinin da arttigt; ancak viskozitenin ¢ok yiiksek veya ¢ok
diisiik olmas1 durumlarinda lif diizgiinsiizliigliniin kotii etkilendigi, boncuklar ve
damlaciklarin olustugu saptanmaistir.

Sicaklik arttik¢a ¢oziiclinlin buharlagsma hizi artar. Ayrica viskozitenin azalmasina
ve ¢Oziiniirliglin artmasina neden olur. Tiim bunlar polimer jetinin uzamasina
yardimci olur ve daha diizgiin dagilimli nanolif yapilar1 elde edilir.

Nemli ortamda gergeklestirilen bir elektrospin isleminde, su molekiillerinin lif
tizerinde yogunlagmasi ile gdzenekli yapt meydana gelir. Ayn1 zamanda nem, ¢6zelti
igerisinden ¢Oziiciiniin buharlasma hizini da azaltir.

Elektrospin islemi sirasinda ortamdaki havanin bilesimi de c¢ok oOnemlidir.
Gazlarin elektrik alandaki davranislari birbirlerinden farklilik gosterir. Ornegin,
helyum elektrik alanda bozulur ve elektrocekimi engeller. Basing degeri atmosferik
degerin altina diistiigiinde ignenin i¢indeki polimer ¢dzeltisi disar1 akma egiliminde

olacaktir. Bu durumda karasiz bir jet olusmasina sebep olacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Tez calismast Uludag Universitesi Bilim Arastirmalar Proje Birimi tarafindan
“Core/Sheat Nanolif Biyosensorler Yiizeyinde Farkli Spesifik Niikleik Asit Dizilerinin
Hibrizasyonunun Elektrokimyasal Olarak Tespiti” konulu OUAP(MH)-2014/23 no’lu

proje ile desteklenmistir.

Tez c¢alismasi sirasinda gerekli olan cihaz, sarf ve kimyasallarin alimlar1 bu proje

kapsaminda ger¢eklestirilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan cihazlar ve kimyasallar

Tez ¢alismalart sirasinda kullanilan cihaz, donanim ve yazilimlar sunlardir;

Potansiyostat - AUTOLAB AUT204 (Eco Chemie, Hollanda)

e Yazilim programi (software) - NOVA 1.11

e Referans elektrot - Ag/AgCl — BASI marka

e Yardimci elektrot - Platin tel - BASI marka

e (Calisma elektrodu - Kalem grafit elektrot (PGE) (Rotring T 0,5, Tombo HB model
0.5mm)

e (Ceker ocak

e Siringa pompa sistemi — New Era Pump System

e Yiiksek voltaj gii¢c kaynagi — Gamma High Voltage Research

e Otomatik pipet seti

Tez ¢alismalart sirasinda kullanilan kimyasal maddeler ve saglandigi firmalar sunlardir:

e Potassium phosphate monobasic (KH2POj4), analytical-grade SIGMA
e Potassium phosphate dibasic (K2HPOys), analytical-grade SCHARLAU
e Acetic acid(glacial) %100, analytical-grade SIGMA
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e Sodium chloride, NaCl, analytical-grade SCHARLAU

e Tris-Hydrochloride, Tris-HCI, analytical-grade WISENT

e Sodium hydroxide, NaOH, analytical-grade SIGMA

e Hydrochloric acid, HCI, 0,1N, analytical-grade JT BAKER

e Trisodium citrate dihydrate, analytical-grade SCHARLAU

e Primer-200nmol-21 baz-HPLC purified ALPHA DNA
e Poliakrilonitril (PAN) (MW: 150 000) SIGMA

e N,N-Dimethylformamide (DMF), analytical-grade CARLO ERBA

Ayrica ¢aligma sirasinda kullanilacak ¢ozeltilerin ve malzemelerin hazirlanmasinda
bolim alt yapisinda olan hassas terazi, manyetik karistirici, pH metre, saf su cihazi,

vorteks ve ¢ozeltilerin saklanmasinda buzdolabi kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanislar:

Calismada tampon ¢ozelti olarak 0,05M Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) (pH:7,4),
0,50M Asetat Tampon Cozeltisi (ABS) (pH: 4,8) ve 0,02M Tris-HCI tampon ¢ozeltisi
(TBS) (pH:7,0), Saline-Sodium Citrate (SSC) Tampon Cozeltisi (20X, pH 7,0)
kullanilmistir. Tampon ¢o6zeltilerinin hazirlanmasinda 18 Mega-ohm’luk ultra saf su
kullanilmistir. Hazirlanan tampon ¢ozeltilerinin pH’lari, hazirlanan 0,1N’lik NaOH
veya 0,IN’lik HCl cozeltilerinin eklenmesiyle istenilen degerlere getirilmistir.
Tamponlar hazirlik sonrasinda cam siselerde, buzdolabinda +4°C’de saklanmistir

(Aladag 2008).

Elektrospin yontemi ile nanolif iiretimi i¢in stok PAN c¢ozeltisi kiitlece %8’lik olacak

sekilde DMF icgerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir (Aykut ve ark. 2013).
3.1.3. Kullanilan DNA dizileri ve hazirlanisi
Calismada model olusturmasi acisindan Beyin Kokenli Norotrofik Faktér (BDNF)

geninin asagida kirmizi renkle belirtilen 196. pozisyonundaki Guanin bazinin, Adenin

Bazina transisyonu sonucunda, genin 66. kodonundaki valin aminoasidinin, Metionin’e
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degisimine sebep olan val66met, tek niikleotid polimorfizmini (SNP) saptamaya yonelik
olarak sentetik oligomerler kullanilmigtir (Anonim 2015(a), Anonim 2015(b)).
Literatiirde bu mutasyonun elektrokimyasal biyosensorle tayinine yonelik kayita

rastlanmamuistir.

1201 cccatgggac tctggagagc gtgaatgggc ccaaggcagg ttcaagaggc ttgacatcat

1261 tggctgacac tttcgaacac gtgatagaag agctgttgga tgaggaccag aaagttcggc
1321 ccaatgaaga aaacaataag gacgcagact tgtacacgtc cagggtgatg ctcagtagtc
1381 aagtgccttt ggagcctcct  cttctctttc  tgctggagga atacaaaaat tacctagatg
1421 ctgcaaacat gtccatgagg gtccggegee actctgaccc tgceccgecga ggggagetga

Yukarida alt1 ¢izgili olan ve koyu harflerle gosterilen, Val66Met polimorfizmini igeren
bolge biyosensor ylizeyine tutturulacak prob dizisi (WTP), bu dizinin karsiligi olan
komplementer dizi de hedef dizi (WTT), ayn1 sekilde polimorfizm goriinen diziler i¢in
de prob (MTP) ve hedef (MTT) olarak belirlenmislerdir. Ayrica gelistirilecek
biyosensoOr sisteminin segiciligi bakimindan da hedef diziden tamamen farkli bir

komplementer olmayan dizi (NC) de belirlenmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan sentetik prob ve hedef dizileri

WTP |5-GAA CAC GTG ATA GAA GAG-3°
WTT |5-CTCTTC TAT CAC GTG TTC-3°
NC-1 5’-ATT GAG CAG TGA AGT GCA-3’
MTP 5’-GAA CAC ATG ATA GAA GAG-3’
MTT |5-CTCTTC TAT CAT GTG TTC-3’

Calismada kullanilan tim bu sentetik diziler liyofilize olarak ALPHA
DNA(Kanada)’dan saglanmistir. Prob ve hedef dizi stok ¢ozeltileri 1000pg mL!
derisiminde olacak sekilde deoksiriboniikleaz (DNAz) ve ribonilikleaz (RNAz)
icermeyen ultra saf su icerisinde hazirlanmistir ve DNAz ve RNAz igermeyen 0,2ml’lik

tiiplere 50puL’lik hacimlerde olacak sekilde paylastirilarak -20°C’de saklanmistir.
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3.1.4. Deney diizeneginin ve elektrotlarin hazirlanisi

Olgiimii DPV tekniginden yararlanilarak yapilan bu galigmada, potansiyostat cihazi
olarak AUTOLAB AUT204 model (Eco Chemie, Hollanda) ve yazilim programi olarak
NOVA 1.11 kullanilmistir.

Uclii elektrot sistemi olarak ise, kalem grafit elektrot ¢aligma elektrodu, Ag/AgCl
referans elektrot ve platin de karsit elektrot olarak kullanilmistir. Bu iiglii elektrot

sistemin daldirildig1 6l¢iim ¢ozeltisinin hacmi 10ml olacak sekilde ayarlanmistir.

POTENTIOSTAT
Platin
barsu Loy
elekiror -+
Cabiyma elekiradu
o
Agrag(l
Heferans
ekt o~ T 2
—]_] _“'-._j--d
| |
ey
L TN
N / gizeli

grafit kakem wou

it

nanolif kaplanmis
kalem ucu elektrot

kullamitmayan kisim

/ e hierhangi birseyle
kullanslan kisem kaplanmamig
biog kalem weu

Sekil 3.1. Deney diizenegi ve PGE’nin hazirlanisi
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Calismamizda g¢aligma elektrodu olarak kullanilan, kalem grafit elektrotun (Rotring
Rotring T 0,5 kalem, Tombo HB model 0,5mm ug) elektrospin yontemi ile nanolif
kaplandiktan sonra, 6cm olan grafit uclar1 tekrarlanabilirligin saglanmasi acisindan
nanolif kaplanan kismindan 3cm olacak sekilde kesildi. Bu 3cm’nin 1,5cm’lik kismi
isaretlenerek, 1cm’lik kismi ¢ozelti igine daldirilacak sekilde sisteme yerlestirildi (Sekil
3.1.). Her bir deneme icin farkli grafit u¢ ylizeyleri olusturularak tek kullanimlik

elektrot sistemi saglanmis oldu.

3.2. Yontem

Yapilan On ¢alismalara gore yontem olarak indikatorsiiz olarak DNA’daki Guanin
bazinin yiikseltme sinyaline dayali yontemin kullanilmasina karar verilmistir.
DNA’daki en elektroaktif ve kararli yanit veren baz guanin bazidir ve yaklasik +1,0V
civarinda yiikseltgenir. Bu yontemin prensibinde elektrot yiizeyine tutturulan tek sarmal
DNA dizisindeki guaninler agik oldugu icin yiikseltgenme sinyali yiiksek,
hibridizasyondan sonra ise sitozinle aralarinda olusturduklar1 hidrojen bagi kopriileri
nedeniyle yiikseltgenmesi kismen kapali duruma gelir ve bu nedenle tek sarmala gore
daha diisiik sinyal verir (Mascini ve ark. 2001, Lucarelli ve ark. 2008, Aladag ve ark.
2010). Buna bagli olarak alinan sinyal tek sarmal sinyali degerinde veya buna yakin ise
hibridizasyonun olmadigi, ¢ift sarmal sinyali degerinde veya buna yakin bir deger ise de
hibridizasyonun oldugunu gosterir. Calismada sensor ylizeyine tutturulan prob dizisi
saglikl dizi oldugu i¢in hibridizasyonun gozlemlenmesi hastaligin arandig1 6rnekte bize
mutasyonun olmadigini, hibridizasyonun gozlemlenmemesi ise mutasyonun varligini

gostermektedir. Calisma siiresince alinan sonuglar buna gore degerlendirilmistir.

Deneysel asamalar agagidaki sekilde 6zetlenmistir (Sekil 3.2):

e PGE yiizeyinin PAN nanoliflerle kaplanmasi

e PAN kapl PGE yiizeyinin CV ile 6nisleme tabi tutulmasi
e Prob tutturma (adsorbsiyon)

e Yikama

e Hibridizasyon

e Yikama

e Elektrokimyasal Olgiim
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Sekil 3.2. Nanolif kapli PGE yiizeyinde, BDNF genindeki Val66Met polimorfizminin
elektrokimyasal olarak saptanmasina ait deneysel agamalarin sematik olarak gosterimi
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3.2.1. Elektrot yiizeyinin PAN nanoliflerle kaplanmasi

Kiitlece %8 oraninda hazirlanan PAN ¢d6zeltisinden siringa ile Sml cekilerek elektrospin
diizenegine yerlestirilmistir. Elektrospin diizenegi siringa pompasi, gii¢ kaynagi ve

aliminyum folyo ile kapli topraklanmis levhadan meydana gelmistir (Sekil 3.3).

ﬁt:?{\ siringa pompa sistemi
- —

Sekil 3.3. Elektrospin diizenegi

Elektro ¢ekim yontemiyle PAN nanoliflerin topraklanmis levhada olusumu
gozlemlendikten sonra, kalem uglari tek tek topraklanmig levhanin 6niinde tutulup, sabit
hizda dondiiriilerek tiim yiizeyinin nanolifle kaplanmasi saglanmistir (Sekil 3.4 ve Sekil

3.5).

Elektro ¢ekim islemi sirasinda uygulanan proses parametreleri asagida verilmistir:
e (ozelti konsantrasyonu: %8
e Uygulanan gerilim: 10kV
e Sirnga-toplayici arast mesafe: 10cm

e (ozelti besleme orani: 1,5ul/s
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PAN nanolif

200 pm Mag= 105X Signal A = SE1
WD = 10.5 mm EHT = 20.00 K

1 pm Mag = 20.00 KX Signal A = SE1
WD =105 mm EHT = 20.00 kv

Sekil 3.5. PGE yiizeyindeki PAN nanoliflerin SEM goriintiisii
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3.2.2. Elektrot yiizeyine prob tutturulmasi

Tiim PAN kaplanmis elektrot ylizeyleri deney Oncesinde 0,5M asetat tampon ¢ozeltisi
(pH: 4,8) icine daldirilarak 100mV/s tarama hizinda 0,5V ile 1,2V arasinda siklik
voltametride 5 kez taranmistir. Boylece elektrokimyasal olarak elektrot ylizeyinin

temizlenmesi hem de aktivasyon islemi gergeklesti.

5X SSC ¢ozeltisi (pH: 7,0) igerisinde ¢esitli derisimlerde hazirlanan ve 75ul olacak
sekilde PCR tiiplerine dagitilan prob ¢dzeltileri igerisine, aktive edilmis PAN kaph
elektrotlar belirli siirelerle daldirilarak ylizeye adsorbsiyon yoluyla prob tutturulmasi
saglanmistir. Baglanmadan sonra, yiizey bir kez bos 5X SSC c¢ozeltisi igerisine
daldirlip ¢ikarilarak elektrot ylizeyine baglanmayan prob dizilerinin yiizeyden

uzaklastirilmasi saglanmistir.

3.2.3. Hibridizasyon

Prob tutturulduktan sonra yikanan elektrotlar 15ug ml! konsantrasyonunda ayri ayri
hedef dizi (WTT), tek bazi1 farkli hedef dizi (MTT) ve hedef olmayan dizi (NC) iceren
5X SSC ¢ozeltilerine belli siirelerde daldirilarak elektrot yilizeyinde hibridizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Hibridizasyon isleminden sonra elektrotlar, yiizeye spesifik
olmayan baglanmalarin engellenmesi i¢in karistirmali olarak 5X SSC ¢ozeltisi (pH: 7,0)

icerisinde yikanmuistir.

3.2.4. Elektrokimyasal ol¢iim

DPV teknigi kullanilarak, bos ABS ¢ozeltisi (pH: 4,8) igerisinde, +0.85V’dan +1.2V’a
kadar, 50mV amplitiitte ve 8mV adim potansiyeli uygulanarak DNA’nin Gaunin
bazinin yiikseltgenme sinyali Olcililmiistiir. Elde edilen ham egriler potansiyostattaki
NOVA 1.11 yazilm sistemi kullanilarak her bir Ornege ait pik yiikseklikleri

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada her bir 6l¢lim en az ii¢ kez tekrarlanarak elde edilen sonuglar histogram ve

voltamogramlarla gdsterilmistir.

4.1. Calismaya Uygun Nanolif Polimerinin Bulunmasi

Calismamizda Poliamid (PA), Polivinil alkol (PVA) ve poliakrilonitril (PAN) polimer
cozeltileri kullanilarak elektrospin yontemi ile grafit yapisindaki kalem ucu elektrot
yiizeyimizde nanolifler olusturulmustur. Daha sonra nanolif kapli elektrot yiizeyine
adsorbsiyonla prob dizisi tutturulmus ve guanin bazinin yiikseltgenme sinyali
degerlerine bakilmistir. PVA kapli ylizeyden hi¢ sinyal alinmazken, PA kapli olandan
cok az guanin sinyali alinabilmistir (Sekil 4.2). PAN kapl ylizeyden ise oldukg¢a yiliksek
guanin sinyali alinmistir ve projemizdeki amag¢ PGE yiizeyini nanolif kaplayarak yiizey
alanin1 arttirp daha yiiksek guanin sinyali almak oldugu i¢in ¢alismaya PAN nanolifle

devam edilmistir.

CN 5 OH
- H'w"’““‘v"““u-—‘lL —

PAN PA PVA

Sekil 4.1. PAN, PA ve PVA’nin kimyasal yapis1

0.8 1.0 1.1 1.2
Potansiyel (V)

Sekil 4.2. PGE yiizeyine kaplanan ¢esitli nanoliflere tutturulan DNA’dan alinan guanin
sinyallerine ait voltamogram
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4.2. Nanolif Kaph Yiizeye CV Uygulamasi

Bos PGE yiizeyi ve PAN kaplanmis PGE yiizeyleri prob tutturulmadan 6nce 0,5M
asetat tampon ¢ozeltisi (pH: 4,8) i¢ine daldirilarak 100mV/s tarama hizinda 0,0V ile
1,2V arasinda siklik voltametride 5 kez tarandi ve daha sonra yiizeye prob
immoblizasyonu saglandi. Siklik voltametri yapilip prob tutturulan yiizeylerle, siklik
voltametri yapilmadan prob tutturulan yiizeylerden alinan guanin sinyalleri
karsilastirildi. Boylece elektrokimyasal olarak elektrot yiizeyinin temizlenmesi hem de
aktivasyon islemi gergeklestirilmis oldu. CV uygulamasi, nanolif kapli olmayan PGE
yiizeyinde yaklasik %40’lik bir sinyal artisina sebep olurken, PAN nanolif kapli PGE
yizeyinde ise %125’lik bir sinyal artisina sebep oldugu goriildi. Higbirsey
uygulanmamis PGE yiizeyinden almman guanin sinyali ile nanolif kaphi ve CV
uygulanmis PGE yiizeyinden alinan guanin sinyalleri karsilagtirildiginda ise yaklasik 4
katlik bir sinyal artis1 oldugu gozlemlendi (Sekil 4.3).

5,00
a) CV uygulanmamis 1
J 1
400 b) CV uygulanmis 1uA
§ 3,00 3
E £
> ]
< 200 ] <
1,00 - I 1 T oot
a b b 1 1 1 1
0,00 0.9 1.0 1.1 1.2
PGE PGE+PAN Potansiyel (V)

Sekil 4.3. Nanolif kapli ve bos PGE yiizeyinde CV uygulanmadan ve CV uygulandiktan
sonra alinan guanin sinyallerine ait histogram ve voltamogram

CV uygulanmasindan sonra goriilen artis dogrultusunda CV de uygulanan tarama sayisi
ve hizi calismalar1 da yapildi. Tarama sayist olarak 0-5-10-15-20 dongii sayis1 ve tarama
hiz1 olarak 50-100-200-500mV/s denendi. En iyi sinyal artist 5 tarama sayisinda
gozlemlendi (Sekil 4.4). Tarama hizinin ¢ok etkisi olmadigi gozlemlendi ve
tekrarlanabilirliginin iyi olmasi sebebiyle calismalara 100mV/s tarama hizinda devam

edildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.4. Nanolif kapli PGE yiizeyinde CV uygulamasindaki dongii sayisina gore
alinan guanin sinyallerine ait grafik ve voltamogram
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Sekil 4.5. Nanolif kapli PGE ylizeyinde CV uygulamasindaki tarama hizina gore alinan
guanin sinyallerine ait histogram

CV uygulamasinin yiizeyde ne tiir bir degisiklige sebep oldugunu gorebilmek amaciyla
CV uygulanmis ve CV uygulanmamis yiizeylerin SEM ve FTIR analizleri de yapildi.
SEM goriintiilerinde herhangi bir farklilik gozlemlenmedi. FTIR analizlerinde ise yine
CV  uygulanan ve uygulanmayan yilizey arasinda herhangi bir farklilik
gozlemlenmezken, kalem ucuna tutturulan ve kalem ucuna tutturulmayan PAN arasinda

farkliliklar gozlemlendi.
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1pm Mag= 2000 KX Signal A = SE1 Date :29 Mar 2016
WD =105 mm EHT = 20.00 kV

2 um Mag = 20.00 KX Signal A = SE1 Date :29 Mar 2016
WD =11.5mm EHT = 20.00 kv

Sekil 4.7. PGE yiizeyindeki CV uygulanmis PAN nanoliflerin SEM goriintiisii
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Sekil 4.8. a) Higbir yere tutturulmamis, herhangi birseye maruz birakilmamis PAN

nanoliften, b) PGE yiizeyine tutturulmus ve CV uygulanmis PAN nanoliften ¢) PGE
yiizeyine tutturulmus ve CV uygulanmamis PAN nanoliften alinan FTIR sonuglar1

Alinan sonuglar dogrultusunda tiim nanolif kapli PGE’lere prob tutturma isleminden
once 100mV/s tarama hizinda 0,5V ile 1,2V arasinda siklik voltametride 5 kez taranarak

CV iglemi uygulandi.
4.3. Prob ve Hibridizasyon Tamponu Cozeltilerinin Bulunmasi

Calismada 06l¢iim tamponu olarak ABS ¢ozeltisi sabit olarak tutulup, prob ¢dzeltileri ve
hibridizasyon ¢ozeltileri ayr1 ayr1 5X SSC, TBS, ABS ve PBS kullanilarak
hazirlanmistir. Calismada, prob diziden alinan sinyalinin oldugunca yiiksek, hibrit
diziden alinan sinyalin de miimkiin oldugu kadar diisiik ve tekrarlanabilir olmas1 esas
aliarak en uygun prob ve hibridizasyon ¢ozeltisinin 5X SSC tampon ¢ozeltisi (pH: 7,0)
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. a) Prob ve hibridizasyon tamponu ¢dzeltilerinin bulunmasi ¢aligmasinda elde
edilen guanin bazi sinyallerine ait histogram b) 5X SSC de alinan voltamogram

4.4. Olgiim Tamponu Cozeltisinin Bulunmasi

Calismada prob ve hibridizasyon tampon ¢ozeltisi olarak 5X SSC sabit olarak tutulup,
Ol¢timler ayr1 ayr1 5X SSC, TBS, ABS ve PBS tampon ¢ozeltilerinde yapilmistir.
Calismada, prob diziden alinan sinyalinin oldugunca yiiksek, hibrit diziden alinan
sinyalin de miimkiin oldugu kadar diisiik olmas1 esas alinarak en uygun 6l¢iim tampon

¢ozeltisinin ABS tampon ¢ozeltisi (pH: 4,8) oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.10).

a)
@Frob
! 1@ Hitia
i.
g
" i e e B
ABS TES FES S50

0.9 10 11 12
Patansivel (V)

Sekil 4.10. a) Olciim tamponu ¢dzeltisinin bulunmas1 ¢alismasinda elde edilen guanin
bazi sinyallerine ait histogram b) ABS’de alinan voltamogram
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4.5. Prob Konsantrasyonun Bulunmasi

Calismada, prob dizinin (WTP) tam karsilig1 olan hedef dizinin (WTT) konsantrasyonu
15ug ml™! sabit tutulurken, prob dizinin konsantrasyonu 3 — 15ug ml! konsantrasyonlari
arasinda arttiritlmistir. Bu diziler arasindaki hibridizasyondan sonra alinan Guanin sinyal

degerleri Sekil 4.11°de gortilmektedir.

W Frob

@ Prob W Hibrit

iinim Iy im H

1
11 15
Prob Konsantrasyonu (pg/mil)

Akim [pA)

1 L 1
0.9 1.0 L1 12
Patansiyel (V)

Sekil 4.11. a) Prob konsantrasyonu ¢aligmasinda elde edilen guanin bazi sinyallerine ait
histogram b) 10ug ml! probe konsantrasyonunda alinan voltamogram

Calismada, prob diziden alinan sinyalinin oldugunca yiiksek, hibrit diziden alinan
sinyalin de miimkiin oldugu kadar diisiik olmasi esas alinarak en uygun prob

konsantrasyonunun 10ug ml! oldugu tespit edilmistir.
4.6. Hedef Konsantrasyonun Bulunmasi

Calismada, prob dizinin (WTP) konsantrasyonu 10pug ml™! sabit tutulurken, tam karsilig
olan hedef dizinin konsantrasyonu 5 — 20ug ml' konsantrasyonlari arasinda
arttirtlmistir. Bu diziler arasindaki hibridizasyon asamasindan sonra Guanin sinyal

degerleri Sekil 4.12°de gortilmektedir.

Calismada, prob diziden alinan sinyalinin oldugunca yiiksek, hibrit diziden alinan
sinyalin de miimkiin oldugu kadar diisiik olmasi esas alinarak en uygun hedef

konsantrasyonunun 15 pg mL™! oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.12. a) Hedef konsantrasyonu c¢alismasinda elde edilen guanin bazi sinyallerine
ait histogram b) 15pg ml! hedef konsantrasyonu ile alian voltamogram

4.7.  Prob Tutturma ve Hibridizasyon Siirelerinin Bulunmasi

Calismada 5X SSC tamponu igerisinde 10pg mL-1 prob (WTP) ve 15ug mL! hedef
(WTT) dizi igeren ¢ozeltiler hazirlanarak, prob tutturma siiresinin saptandigi ¢calismada
hibridizasyon siiresi 30dk olacak sekilde sabit tutulup, prob tutturma siiresi 5—60dk
arasinda degistirilirken, hibridizasyon siiresinin saptandig1 ¢aligmada ise prob tutturma
stiresi 30dk olacak sekilde sabit tutulup, hibridizasyon siiresi 5-60dk arasinda
degistirilerek nanolif kapli PGE ylizeyinde hibridizasyonun gerc¢eklesmesi saglanmistir.
Bu calismada da, prob diziden alinan sinyalinin oldugunca yiiksek, hibrit diziden alinan
sinyalin de miimkiin oldugu kadar diisiik olmasi1 esas alinarak en uygun prob tutturma

ve hibridizasyon siirelerinin 30dk oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. a) Prob tutturma ve hibridizasyon siirelerinin bulunmasi ¢aligmasinda elde
edilen guanin baz1 sinyallerine ait histogram b) 30dk’da alinan voltamogram

71



4.8. Hibridizasyondan Sonraki Yikama Siiresinin Belirlenmesi

Calismada ayrica spesifik olmayan baglanmalarin azaltilmast ve biyosensor
secimliligini arttirmak amaciyla hibridizasyondan sonraki yikama siireleri de
degerlendirildi. Bunun i¢in ilk olarak CV iglemi uygulanmis PAN nanolif kapli PGE
elektrotlar 10ug ml™! prob dizi (WTP) iceren 5X SCC ¢bzeltisi icerisine daldirilarak
30dk boyunca yiizeye prob dizilerinin tutunmasi saglandi. Daha sonra tutunmayan
dizilerin yiizeyden ayrilmasim1 saglamak amaciyla, probu hazirladigimiz tampon
cozeltisi olan 5X SSC igerisine 1 kez daldirilip ¢ikarilarak yikandi. Daha sonra yikanan
elektrotlar 15ug ml™! konsantrasyonunda ayri ayri hedef dizi (WTT), tek bazi farkl
hedef dizi (MTT) ve hedef olmayan dizi (NC) iceren 5X SSC cozeltilerine 30dk
boyunca daldirilarak elektrot ylizeyinde hibridizasyon islemi gergeklestirilmistir.
Hibridizasyon isleminden sonra elektrotlar, yiizeye spesifik olmayan baglanmalarin
engellenmesi i¢in 1 kez daldirilip ¢ikarilarak ve 5 — 10 — 20 — 30 — 60s karistirmali
olarak 5X SSC ¢ozeltisi (pH: 7,0) icerisinde yikanmis ve sonuglar karsilastirilmistir. Bu
calismada da, prob diziden alinan sinyalinin oldugunca yiiksek, hibrit diziden alinan
sinyalin de miimkiin oldugu kadar diisilk, NC ve MM dizilerinden alinan sinyalin prob
dizisine yakin bir degerde olmasi esas alinarak en uygun yikama stiresinin 20s oldugu

tespit edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Hibridizasyondan sonraki yikama siiresinin belirlenmesi ¢alismasinda elde
edilen guanin bazi sinyallerine ait histogram
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4.8. Gelistirilen Biyosensoriin Ozgiinliigiiniin Tayini:

Gelistirilen biyosensor sistemiyle hibridizasyon tayinleri sentetik diziler kullanilarak
gerceklestirildi. Bunun i¢in, CV islemi uygulanmis PAN nanolif kapli PGE elektrotlar
10pug ml-1 prob dizi (WTP) iceren 5X SCC ¢ozeltisi igerisine daldirilarak 30dk boyunca
yiizeye prob dizilerinin tutunmasi saglandi. Daha sonra tutunmayan dizilerin yiizeyden
ayrilmasini saglamak amaciyla, probu hazirladigimiz tampon ¢ozeltisi olan 5X SSC
icerisine 1 kez daldirilip ¢ikarilarak yikandi. Daha sonra yikanan elektrotlar 15pg ml-1
konsantrasyonunda ayr1 ayri hedef dizi (WTT), tek bazi farkli hedef dizi (MTT) ve
hedef olmayan dizi (NC) iceren 5X SSC ¢ozeltilerine 30dk boyunca daldirilarak elektrot
yiizeyinde hibridizasyon islemi gergeklestirilmistir. Hibridizasyon isleminden sonra
elektrotlar, yiizeye spesifik olmayan baglanmalarin engellenmesi i¢in 20s karistirmali
olarak 5X SSC c¢ozeltisi (pH: 7,0) igerisinde yikanmis ve prob, hibrit, NC ve MM
dizilerinin ayirimi sensor yiizeyinde gerceklestirilmistir. Sonug olarak tek sarmal olan
prob diziden alinan sinyal en yiiksek, hibrit diziden alinan sinyal en diisiikk, NC ve MM
dizilerinden alinan sinyalin de hibridizasyon meydana gelmedigi icin prob dizisine

yakin bir degerde oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.15).

BProb

Potansiyel(V)
Sekil 4.15. Gelistirilen biyosensoriin 6zgiinliigiinii gosteren voltamogram
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5. TARTISMA VE SONUC

Tez c¢alismast kapsaminda, Alzheimer, Parkinson, Bipolar Bozukluk gibi
norodejeneratif hastaliklarda siklikla gézlenen norotrofik faktorler ailesinin bir iiyesi
olan BDNF geninde meydana gelen guanin bazinin adeninle yer degistirmesi sonucu
BDNF geninin 66. kodonundaki valin aminoasidinin metionine yer degistirmesine
(Val66Met) sebep olan tek nokta mutasyonunun elektrokimyasal DNA biyosensorleri

ile algilanmas1 amaglanmastir.

Kanser, diabetes, alzheimer, bazi1 kardiyovaskiiler hastaliklar ve migren gibi
hastaliklarin tek nokta mutasyonlari1 (SNP) ile baglantilidir. DNA 6rneklerinde spesifik
SNP allelleri incelenerek bireylerin hastaliklara yatkinliklarini belirlemek amaciyla
tarama yapilabilmektedir. Giiniimiizde SNP’leri analiz etmede, ilgili bolgeleri amplifiye
etmek icin spesifik primerler kullanilir. Daha sonra bu amplifiye edilen bolgeler DNA
sekanslama veya DNA mikroarrray gibi bir dizi yontem kullanilarak analiz edilir.
Taniy1 kolaylagtirmak i¢in bugiline kadar, pek c¢ok mutasyon tarama yontemi
gelistirilmistir. Bu yontemler, siire, pratik uygulanabilirlik, maliyet gibi 6zellikleri goz

oninde tutularak kullanilmaktadir.

Mutasyon taramasi i¢in hangi yontemin kullanilacagi biyolojik materyal c¢esidine,
niikleik asite, saptanacak mutasyonun daha onceden bilinip bilinmedigine, saptanacak
potansiyel mutasyonlarin ne kadar fazla olduguna, kullanilacak metodun ne kadar
giivenilir olduguna ve ne Ol¢lide standardize edilebilecegine, testin nasil
uygulanacagina, rutin tan1 i¢in uygun olup olmadigina, ne kadar silirede yanit verecegine

ve testin maliyetine gore degismektedir.

Val66Met polimorfizminin tayinine yonelik literatiirlerde genelde kullanilmakta olan
yontemler, RFLP (restriction fragment length polymorphism), RT-PCR ve DNA
sekanslama yontemleridir (Clarke ve ark. 2016, Iamjan ve ark. 2015, Tonacci ve ark.
2013). Ancak, bu pahali, zaman alic1 teknikler uzmanlik ve olduk¢a zaman alan 6rnek
hazirlama siiregleri gerektirmektedir. Tez kapsaminda ilk kez bu polimorfizmin sentetik
dizilerle de olsa DNA biyosensorleri kullanilarak elektrokimyasal olarak tespiti

gerceklestirilmistir.

74



Tez kapsaminda yapilan 6n calismalarda, guanine dayali yani indikatorsiiz bir ayirimin
miimkiin oldugu goriilmiis ve yontem olarak indikatorsiiz hibridizasyon algilama
yontemi kullanilmistir. Herhangi bir indikatér kullanmadan yapilan bu tayin ile,
indikator gereksinimini ortadan kaldirilarak tayin siiresi en aza indirilmistir (yaklasik
65dk). Bunun i¢in de DNA’daki en elektroaktif ve kararli yanit veren baz olan guanin
bazinin yaklagik +1,0 V civarinda verdigi ylikseltgenme sinyali degerlerine bakilmistir.
Hibridizasyon olmadiysa, elektrot yiizeyine tutturulan tek sarmal DNA dizisindeki
guaninler acik oldugu icin yiikseltgenme sinyali yliksek, hibridizasyon olduysa ise de
sitozinle aralarinda olusturduklart hidrojen bag1 kopriileri nedeniyle guaninin
yiikseltgenmesi kismen kapali duruma gelir ve bu nedenle tek sarmala gore daha diisiik

sinyal verir.

Caligmada, literatiirdeki biyosensor yiizeyinden alinan sinyali arttirmaya yonelik
yapilan ¢aligsmalardan farkli olarak ilk defa kalem grafit elektrot yiizeyine elektrospin

yontemi ile nanolif kaplanmasi saglanmistir (Liu ve ark. 2009, Pardo ve ark. 2015).

[lk olarak nanolif olarak kullanilacak polimerin karar verilmesi amaciyla PA, PVA,
PAN polimerlerinden elektrospin yontemi ile kalem grafit elektrot ylizeyine nanolif
kaplanmasi saglanmis ve bu yiizeylere tek sarmal WTP dizisi adsorbsiyon yontemi ile
tutturularak ylizeyden alinan guanin sinyalleri degerlendirilmistir. PVA kapli yiizeyden
hi¢ sinyal alinmazken, PA kapli olandan ¢ok az guanin sinyali alinabilmistir (Sekil 4.2).
PVA kapl elektrot yiizeyinde guanin sinyali alinamamasinin sebebi suda ¢oziinen bir
polimer oldugu igin tampon ¢dzeltisi igerisindeyken c¢oziiniip elektrot yiizeyinden
ayrilmis olmasi olabilir. PAN kapl yiizeyden ise olduk¢a yiiksek guanin sinyali
alinmistir ve projemizdeki amag¢ PGE ylizeyini nanolif kaplayarak ylizey alanin arttirip
daha yiiksek guanin sinyali almak oldugu icin ¢alismaya PAN nanolifle devam

edilmistir.

Sistemin hassasiyetini arttirmaya yonelik yapilan ¢aligmalarda, nanolif kapl elektrot
yiizeyine prob tutturmadan 6nce CV uygulamasi yapilip, daha sonra ylizeye DNA
tutturuldugunda yiizeyden alinan guanin sinyalinin CV uygulanmamis ve nanolif kapl

olmayan PGE ylizeyine gore 4 kat arttigi gozlemlendi. Aymi sekilde nanolif kapli
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olmayan PGE yiizeyine CV uygulanip DNA tutturuldugunda da yiizeyden alinan guanin
sinyalinde yaklagik %40 lik bir artisa sebep oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3). Literatiirde
bdyle bir ¢alismaya veya sonuca rastlanmamistir. Bunun sebebinin CV uygulamasi
sirasinda yiizeydeki fonksiyonel gruplarin ortaya cikarak veya tampon ¢ozeltisindeki
iyonlarin yiizeyde toplanmasinit saglayarak DNA’nin yilizeye daha iyi tutunmasin
saglamasi oldugu disiiniilmektedir. BoOylece elektrot yiizeyinin hem temizlenmesi

saglanmis hem de yiizey aktivasyonu gerceklestirilmistir.

CV uygulanmasindan sonra goriilen artis dogrultusunda CV de uygulanan tarama sayisi
ve hiz1 ¢alismalart da yapildi. Tarama sayist olarak en iyi sinyal artis1 5 tarama
sayisinda gozlemlendi (Sekil 4.4). Tarama sayisinin 5 ten fazla oldugu zaman yiizeyde
alman guanin sinyalinde diisiis oldugu goriildii. Bunun sebebinin belli bir taramadan
sonra ylizeyin bozularak DNA’y1 tutma kapasitesinin azalmasi oldugu diisiiniillmektedir.
Tarama hizinin ise ¢ok etkisinin olmadigi, PAN kapl yiizey hizli da taransa yavas da

taransa herhangi bir degisimin olmadig1 gézlemlendi.

CV uygulamasinin yilizeyde ne tiir bir degisiklige sebep oldugunu goérebilmek amaciyla
CV uygulanmis ve CV uygulanmamis yiizeylerin SEM ve FTIR analizleri de yapildi.
SEM goriintiilerinde herhangi bir farklilik gézlemlenmemesi PAN yapisinda herhangi
bir fiziksel degisimin meydana gelmedigini gdstermistir. FTIR analizlerinde ise yine
CV  uygulanan ve uygulanmayan yilizey arasinda herhangi bir farklilik
gozlemlenmezken, kalem ucuna tutturulan ve kalem ucuna tutturulmayan PAN arasinda
farkliliklar gézlemlendi. Bu da kalem ucu ile PAN arasinda kimyasal bir etkilesimin

olabilecegini gostermistir.

Bir diger calismada; ABS (pH:4,8), TBS (pH:7,0), PBS (pH:7,4) ve 5X SSC (pH:7,00)
prob ve hibridizasyon tamponlarinin, hibridizasyona etkisi incelenmistir (Sekil 4.9).
Hibridizasyon sonrasinda guanin sinyallerinde meydana gelen azalma miktarlar1 goz
Oniline alindiginda en uygun yanit 5X SSC (pH:7,00) tampon ¢ozeltisi ile alinmistir.
Bunun sebebi SCC tamponu igerisinde bulunan fazla tuz miktar1 olabilir (3M). Ciinkii
iyonik gii¢ ¢ift sarmal yapinin stabilizasyonu i¢in énemli bir faktordiir. Ayni sekilde

Olclim tamponu i¢in yapilan ¢aligmada da en iyi farklanmanin ABS (pH:4,8)’de oldugu
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gorilmustir (Sekil 4.10). Bunun nedeni ise asidik pH da DNA’nin kendi {izerine
katlanma durumunun azalmasi ile guaninden daha iyi sinyal alinmasidir. Bu ii¢ tampon
cozeltisinde de 20 mM konsantrasyonunda NaCl tuzu bulunmaktadir. Bunun sebebi
Li+, Na+, K+ ve Mg2+ gibi pozitif yiiklii iyonlar DNA’nin negatif yiiklii fosfat gruplar
ile etkilesime girerek DNA nin yiikiinii nétralize ederler ve DNA molekiilleri arasindaki

elektrostatik itme kuvvetini azaltirlar.

Prob konsantrasyonu i¢in yapilan calismada en uygun prob konsantrasyonu degeri
olarak, elektrot yiizeyinde doygunluga ulasilan konsantrasyon olan ve prob-hibrit
arasinda en iyi farklanmanin yakalandigi 10 ug ml-1 bulunmustur (Sekil 4.11). Elektrot
yiizeylerindeki diisiik prob konsantrasyonlarinda alinan diisiik sinyal degeri smirh
sayida biyolojik tanima ylizeyi olusturarak az miktarda tek sarmal DNA’nin yakalanmis
oldugunu gosterirken, belli bir konsantrasyondan sonra ise yiizeyde yogun olarak
bulunan prob ve hedef DNA arasinda sterik ve elektrostatik etkilesime neden oldugu
goriilmiistiir. Hedef konsantrasyonu i¢in yapilan ¢alismada ise prob-hibrit arasinda en
iyi ayirimin oldugu 15 pg ml-1 tercih edilmistir (Sekil 4.12). Bu calismada da yine belli
bir hedef konsantrasyonunun altinda tam bir hibridizasyon goriilmezken, belli bir
konsantrasyonun tizerine ¢ikildiginda da sterik etkiden dolayr hibridizasyon oraninin

diistiigii gdzlemlenmistir.

Prob tutturma ve hibridizasyon siirelerinin belirlenmesinde de yine prrob ve hibritten
alinan sinyallere gore 30dk en iyi siire olarak secilmistir. Siire arttikca probun yiizeye
tutunmasi1 ve hibridizasyon artarken, belli bir siire sonunda DNA’nin kendi {izerine

katlanma egiliminden dolay1 sinyallerde diislis gbzlemlenmistir (Sekil 4.13).

Calismada ayrica spesifik olmayan baglanmalarin azaltilmast ve biyosensor
secimliligini arttirmak amaciyla hibridizasyondan sonraki yikama siireleri de
degerlendirildi. Yikama kosullarinin optimize edilmesi ile spesifik olmayan
baglanmalar 6nlenmis ve hibrit ile tamamen farkli dizi(NC) ve tek baz1 hedeften farkl
dizi (MM) arasinda anlamli bir fark elde edilmistir. En iyi sonu¢ 20s karisan ortamda

yikama ile elde edilmistir. Belli bir siireden sonra guanin sinyallerinin diismesi ve
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birbirine yaklagsmasi, fazla yikamadan dolayt DNA dizilerinin ylizeyden uzaklasmaya

basladiklarin1 gostermektedir (Sekil 4.14).

Kisaca Ozetleyecek olursak, calismada kullanilacak en uygun prob, hedef ve 6l¢iim
tamponu ¢ozeltilerinin belirlenmesinde, en uygun prob ve hedef konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde, en uygun prob tutturma ve hibridizasyon siirelerinin belirlenmesinde
ve en uygun yikama siiresinin belirlenmesinde tek sarmal DNA’da gdzlenen guaninin
oksidasyon sinyalinin, dsDNA(hibrit) ve tek bazi eslesmemis DNA(MM)’dan daha
fazla olmas1 esas alinmigtir ve miimkiin olan en iyi ayirimin saglandigi kosullar en iyi
tayin kosullar1 olarak belirlenmistir. Buna gore en uygun prob ve hedef tamponu 5X
SSC (pH: 7,00), 6l¢ciim tamponu ABS (pH: 4,8), prob konsantrasyonu 10 pg mL-1,
hedef konsantrasyonu 15 pg mL-1, prob tutturma ve hibridizasyon siiresi 30 dakika,
hibridizasyondan sonraki yikama siiresinin 20 saniye oldugu goriilmiistiir. Bu kosullar
altinda yapilan analizde elde edilen voltamogram Sekil 4.15°de goriilmektedir. Tek
sarmal DNA da yani hibridizasyon meydana gelmemis dizilerde (prob, NC ve MM
dizilerinde) guaninler agik oldugu icin yiikseltgenme sinyali yiiksek, hibridizasyondan
sonra ise sitozinle aralarinda olusturduklar1 hidrojen bagi kopriileri nedeniyle
yiikseltgenmesi kismen kapali duruma geldiginden tek sarmala gore daha diisiik sinyal
vermesi beklenmistir (Mascini ve ark. 2001, Lucarelli ve ark. 2008, Aladag ve ark.
2010). Sonug olarak tek sarmal olan prob diziden alinan sinyal en yiiksek, hibrit diziden
alman sinyal en diisiik, NC ve MM dizilerinden alinan sinyalin de hibridizasyon
meydana gelmedigi i¢in prob dizisine yakin bir degerde oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu
sonug, gelistirilen biyosensoriin se¢imli sekilde hedefine baglandigini ve polimorfizm

tayinin miimkiin oldugunu gostermistir.

Literatiirde BDNF geninde goriilen Val66Met polimorfizminin elektrokimyasal DNA
biyosensorleriyle tayinine yonelik herhangi bir kayita rastlanmamistir. Yontemimizin
kolay uygulanabilir olmasi, pahali ekipmanlara gerek duyulmamasi, hizli cevap veren
bir sistem olmasi ve herhangi bir toksik veya radyoaktif ajanin kullanilmamasi
nedenleriyle klasik yontemlere giiclii bir alternatif yontem olmasi ve bu konuda ¢aligma

yapacak arastirmacilara basamak olusturacag: diisiiniilmektedir.
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Nanolif kapli yiizeye CV uygulanarak sinyal artisinin gozlemlenmesi ile ilgili
literatiirde herhangi bir bilgiye ulagilmamistir. Bundan sonraki ¢alismalarda bu
uygulamayla 1ilgili daha farkli calismalar planlanip, farkli yilizeylerde de

uygulanabilirliginin kontrolii saglanacaktir.

Caligmada giinlimiizde sik¢a kullanilan nanoteknolojik yiizeylerin kullanilmasi ile
hibridizasyon tayinini en yiiksek hassasiyette gerceklestirebilen, kullanilan yontemlere

alternatif hizli ve ileride ticari olarak da tiretilebilecek bir sistem gelistirilmistir.

Literatiirde ilk defa PGE yiizeyi elektrospin yontemi ile nanolifle kaplanmis oldu.
Elektrot yiizeyindeki bu yapinin nanoboyutta olmasi elektrodun spesifik yiizey alanini
arttirdigindan, minimum ylizey alanindan maksimum sinyal alinmasi saglanarak

sistemin ¢ip teknolojisine de uygulanabilirligini gostermistir.
Bu prototip biyosensor ile sadece bu gibi polimorfizmlerin ve mutasyonlarin tespiti

degil, cevre, gida, tibbi tan1 ve klinik uygulamalarda da kullanilabilecek mikrogip

teknolojisinin altyapisi olusturulmus oldu.
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