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TEK KULLANIMLIK MODIFiYE EDILMIiS VE EDILMEMIS GRAFIT
ELEKTROTLARIN DNA HiBRIDiZASYON SENSORU OLARAK
KULLANILABILIRLIGININ ARASTIRILMASI

Hakan SIRANLI

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dal1
Tez Danigman Dog. Dr. Mihrican ERDEM

2016, 70 sayfa

Bu tezde, tek kullanimlik kalem grafit elektrot (PGE) yiizeyine 5-amino-1,3,4-
thiadiazole-2-tiyol (AMT) elektropolimerizasyonla ince film seklinde kaplanmig
ve elde edilen yeni yilizey (poli-AMT-PGE) DNA hibridizasyonunun tayininde
kullanilmigtir. Elektrot yiizeyini poli-AMT ile kaplamak igin, AMT, elektrot
yiizeyinde doniisiimlii voltametri teknigi kullanilarak polimerlestirilmistir.

Polimerle modifiye edilen elektrotlar kullanilarak, DNA hibridizasyonunun diisiik
tayin sinir1 ve yiliksek segimlilikle ayn1 zamanda tekrarlanabilir bir sekilde tayin

edilebilmesi amaglanmistir.

Yiizeyi poli-AMT ile modifiye edilmis olan elektrotlarin (p-AMT-PGE), yiizey ve
elektrokimyasal  karakterizasyonlart1  taramali  elektron  mikroskopi  ve
elektrokimyasal empedans spektroskopi teknikleri kullanilarak gergeklestirilmistir.
p-AMT-PGE ile modifiye edilmis ve edilmemis olan elektrotlar (PGE), DNA prob
immobilizasyonu ag¢isindan kargilastirilmis ve p-AMT-PGE yiizeyinde DNA
hibridizasyonu gerceklestirilmistir.

Hazirlanan elektrodun secimliligi, hedef DNA dizisi, tek bazi hedeften farkli DNA
dizisi (MM), rastgele DNA dizisi (NC) kullanilarak test edilmis ve elektrodun

tayin sinir1 belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: 5-amino-1,3,4-thiadiazole-2-tiyol, kalem grafit elektrot, altin
nanopatikiil, elektrokimyasal biyosensor.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE USABILITY OF MODIFIED AND
UNMODIFIED DISPOSABLE GRAPHITE ELECTRODES AS DNA
HYBRIDIZATION SENSOR

Hakan SIRANLI

M.Sc. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Mihrican ERDEM
2016, 70 pages

In this thesis, 5-amino-1,3,4-thiadiazole-2-thiol (AMT) was covered onto the
disposable pencil graphite electrode as a thin film by electropolymerization and
this surface of the modified electrode (poly-AMT-PGE) was used for the detection
of DNA hybridization. AMT was polymerized onto the electrode surface by using
cyclic voltammetry technique for the full coverage of the electrode surface by
poly-AMT.

By using polymer modified electrode it was aimed to detect DNA hybridization
with low detection limit, high selectivity and repeatability.

The surface and electrochemical characterization of poly-AMT modified PGE (p-
AMT-PGE) was performed by using scanning electron microscopy and
electrochemical impedans spectroscopy. Bare-PGE and p-AMT-PGE were
compared in terms of DNA probe immobilization and DNA hybridization was
carried out onto the surface of p-AMT-PGE.

The selectivity of the prepared electrode was tested by target DNA
(complementary), one base mismatch (MM) and noncomplementary (NC) DNA
sequences and the detection limit was determined.

Keywords: 5-amino-1,3,4-thiadiazole-2-thiol, pencil graphite electrode, gold
nanoparticle, electrochemical biosensor.
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1. GIRiS

Tek kullanimlik sensér teknolojisine dayali DNA analizlerine yonelik c¢alismalar
giiniimiizde giderek yayginlik kazanmaktadir. Ozellikle DNA’nin immobilize
edilecegi ylizeylerin polimer, nanopartikiilller, manyetik partikiiller, karbon
nanotiipler ile modifikasyonu, ¢ok daha diisiik tayin sinir1 ile DNA analizlerinin
yapilabilmesine ayrica modifiye edilen ylizeye immobilize edilen DNA’nin ¢ok daha
kararli bir sekilde ylizeye baglanmasina boylece kendi tamamlayicist olan DNA
dizisine ¢ok daha yiiksek se¢imlilikle hibridize olmasina olanak saglamaktadir.

Literatiirde DNA tayinine iliskin pek ¢ok caligma mevcuttur. Niikleik asitlerden
olugan tanima yiizeyleri analitik kimyada her gecen giin daha ilgi ¢ekici konular
haline gelmektedir. Niikleik asit analizine dayanan elektrokimyasal DNA
biyosensorlerinin (genosensorlerin) gelecekte hasta basinda yapilacak doktor
gozetimindeki analizlerde ¢ok 6nemli bir rol oynayacag diisiiniilmektedir.

DNA biyosensor c¢alismalarinda polimerler elektrot modifikasyon malzemesi olarak
siklikla kullanilmaktadir. Ozellikle iletken polimerler hem elektrot elektrolit ara
yiizeyinde yiiksek bir elektron transfer direncine sahip olmamasi hem de icerdigi
aktif bolgeler sayesinde analit ile arasinda daha spesifik baglanmalar
gergeklestirilebilmesi nedeniyle 6zellikle sensor calismalarinda daha ¢ok tercih
edilmektedir.

Sensorler fiziksel olgulart elektrik sinyallerine doniistiiren cihazlardir. Mekanik
duyu organlari da diyebilecegimiz bu cihazlar, calisma sekillerine goére ve
dondstiiriicii (ing: tranducer) adi verilen yapilarina gore cesitlere ayrilmaktadir.
Termal, mekanik, kimyasal, akustik, radyoaktif sensorler ve biyosensdrler bunlardan

bazilaridir.
Bir sensor ii¢ temel bilesenden olusur.
v Tantyici bolim,

v' Taniyan ile tanmnan arasindaki etkilesmeyi Olgiilebilir sinyaline ¢eviren

“gevirici® (transducer) bolim,

v"  Elektronik boliim.



Taniyan ile taninan arasindaki etkilesmeyi elektrokimyasal Olgiilebilir sinyallere
ceviren sensorler, elektrokimyasal sensorlerdir.

Elektrokimyasal sensorler (elektrokimyasal algilayici sistemler) Analitik Kimya’da
olduk¢a yaygin kullanim alan1 bulmaktadir. Bu cihazlara IUPAC tarafindan
literatiirde getirilen tanim su sekildedir:

“Kimyasal bilesiklere ya da iyonlara segici ve tersinir sekilde cevap veren ve
derisime bagiml elektriksel sinyaller olusturan kiigiiltiilmiis  cihazlara
elektrokimyasal sensorler” denir. Bu sensodrler, yapilarina enzim, hiicre, doku,
antikor, DNA, vb. biyolojik maddelerin eklenmesiyle biyosensor adini almiglardir.

Calismamizin Konusu

Calismamizin amaci, polimer ile modifiye edilmis tek kullanimlik sensorlerle
Hepatit B virlisiiniin (HBV) tayini igin duyarliligi yiiksek, secimli, kararli te
tekrarlanabilir DNA biyosensérlerin tasarlanmasidir. Bu amagla elektrot yiizeyinde
5-amino-2-merkapto-1,3,4-tiadiazol (AMT)  doniigimlii  voltametri  teknigi
kullanilarak polimerlestirilmis ve elde edilen polimer modifiye yiizey, DNA
biyosensor tasariminda kullanilmustir.  AMT, yapisinda bulunan tiyol grubu
sayesinde, tiyol isaretli DNA prob ile disiilfit bag1 vasitasiyla spesifik olarak ve ayni
zamanda daha yiiksek miktar ve kararlilikta DNA’nin elektrot ylizeyine
tutunmasina, bunun sonucunda da HBV tayini igin kararli, se¢imli sensor

ylizeylerinin elde edilmesine olanak saglamistir.

Caligmanin ilk bolimiinde elektrot yiizeyini poli-AMT ile modifiye etmek igin
gerekli doniistimlii voltametri parametreleri incelenmis bu kapsamda dongii sayisini
belirlemeye yonelik c¢aligmalar yapilmistir. Cevrimsel voltametri de tarama hizi
literatiirde belirtildigi sekilde uygulanmustir (Muti vd., 2013). Yiizeyi poli-AMT ile
modifiye edilmis elektrodun yiizey ve elektrokimyasal karakterizasyonlar1 yapilmig
elde edilen yeni yiizeyde prob DNA konsantrasyon ¢alismasi gergeklestirilerek HBV
DNA dizisinin tayini i¢gin DNA probu hazirlanmistir.

Caligmanin ikinci boliimi, yiizeyine prob immobilize edilmis poli-AMT-PGE ile
HBV DNA hibridizasyon tayinine yonelik ¢aligmalar1 icermektedir. Bu kapsamda
hedef konsantrasyon calismasi yapilmis, elektrodun tayin sinir1 belirlenmistir.
Gelistirilen biyosensoriin se¢imliligi test edilmis ve tek bazi hedef DNA dizisinden
farkli mutasyonlu dizi (MM) ve tamamlayic1 olmayan rastgele DNA dizisi (NC)



varliginda se¢imlilik ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Tiim elektrokimyasal tayinler
diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Calismada ozellikle hepatit B viriisiiniin (HBV) tayini i¢in sensor gelistirilmesinin
en Onemli sebebi, HBV enfeksiyonunun diinyada yaygin olmasi ve ana saglik
problerimden biri olmasidir. Ayn1 zamanda hepatitin kroniklesmesi Siroz ve primer
karaciger kanserine yol acabilir. Giinlimiizde HBV viriisiiniin tayini igin,
biyosensoérler ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi kullanilmaktadir. PCR
yontemi pahali kit ve toksik madde kullanimini gerektirmektedir. Biyosensorler ise
basit, kullanim1 kolay, hizli ve ucuz tayine olanak saglamasi nedeniyle HBV tayini
icin son yillarda tercih edilen aygitlar olmustur.

1.1. Elektrokimya

Maddenin elektrik enerjisi ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan kimyasal doniigtimler
ile fiziksel degisiklikleri ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisine ¢evrilmesini
inceleyen bilim dali elektrokimyadir (Skoog vd., 1998).

Elektrokimyasal Hiicre, incelenen maddeyi iceren bir ¢ozelti ya da erimis tuz,
maddenin kimyasal doniisime ugradigi elektrotlar ve bu elektrotlar1 birbirine
baglayan bir dis devreden olusur. Bu elektrotlardan indirgenmenin oldugu elektroda
katot yiikseltgenmenin oldugu elektroda anot denir. Boylece meydana gelen elektron
iletimi sonucu elektrik akimi olusur. Metallerde metalik iletkenlik ¢ozeltilerde ise
iyonik iletkenlik s6z konusudur (Yildiz ve Geng, 1993).

Elektroanalitik kimya, bir ¢dzeltinin elektriksel Ozelliklerine dayanan bir grup
kantitatif analitik yontemleri igerir. Elektroanalitik yontemler {i¢ grupta toplanabilir:

1. Cozeltinin konsantrasyonu ile potansiyel, akim, diren¢ (veya iletkenlik),
kapasitans veya elektrik miktar1 gibi herhangi bir elektrik parametresi arasindaki
dogrudan iligkiye dayanan yontemler.

2. Bir titrasyonun esdegerlik noktasinin elektrik parametrelerinden birine gore

saptanmasina dayanan yontemler.

3. Bir elektrik akimi ile ¢6zeltideki maddenin tartilabilir bir sekle doniistiiriilerek

ayrilmasina dayanan yontemler.



Elektrokimyasal hiicreler, elektrik enerjisi tiretiminde kullaniliyorsa "galvanik", bir
dis kaynaktan elektrik alip harciyorsa "elektrolitik" olarak siniflandirilirlar. Analitik
kimyada iki tiir hiicre de kullanilir. Hiicrelerin ¢ogu, deney kosullar1 degistirilerek
galvanik veya elektrolitik amagclarla calistirilabilir. Elektrokimyasal bir hiicrede,
uygun bir elektrolit ¢ozeltisine daldirilmis, iki metalik iletken (elektrot) bulunur.
Elektrik akimi elde edilmesi i¢in elektrotlarin distan iletken bir tel ile baglanmasi ve
iki elektrolit ¢dzeltisinin, iyonlarin birinden digerine hareketini saglayacak sekilde
birbiriyle baglanti halinde bulunmas1 gerekir. Bir elektrokimyasal hiicrenin
katodunda indirgenme, anodunda yiikseltgenme reaksiyonu olur. Tanim galvanik ve
elektrolitik hiicreler i¢in aynidir (Skoog vd., 1981).

1.1.1. Elektrokimyasal Analiz Yontemleri

Elektrokimyasal analiz yontemleri genel olarak yigmsal (bulk) ve ylizeyler arasi
(interfacial) olarak ikiye ayrlabilir. Yiginsal yontemlerde elde edilen
elektrokimyasal sinyal, ortamdaki her g¢esit iyonun toplam derisiminden
etkilenmektedir. Yiizeyler arasi yontemlerde ise elde edilen sinyaller elektrot ve
ortamin temas yilzeylerinden olugsmakta ve iyona ya da bilesene 0zgi
olabilmektedir.

Ornegin kondiiktometrik (iletkenlik 6lgen) yontemler bulk analizlerdir ve ortamdaki
her ¢esit iyonun toplam derisimi iletkenlik {izerine etkindir.

Bir pH elektrot kullanilarak ortamin pH’smin 6l¢iilmesi, yiizeyler arasi bir elektro

kimyasal yontemdir ( Skoog, 1998).



Ana ¢ozeltiye |I|§k|n

yoéntemler
Elektroanalitik
Yontemler
Ara Yizeye iliskin
yoéntemler

Kondiiktometri

Statik Yontemler i=0 el Potansiyometri
Kulometrik titrasyon
Potansiyelin sabit
tutuldugu yontemler

Elektrograwmetrl

Dinamik yontemler
>0
Voltametn
Kontrollii potansiyel AT
altinda galigilan
titrasyonlar

yontemler
Kulometn E (sbt)

Sekil 1.1. Elektrokimyasal analiz yontemleri (Skoog, 1998).

1.2. Voltametri

Voltametri, g¢esitli ortamlarda olusan yiikseltgenme-indirgenme olaylarinin,
yiizeydeki adsorpsiyon olaylarinin ve kimyasal olarak modifiye edilmis elektrot
yiizeylerindeki elektron aktarim mekanizmalarmin temel ¢alismalarini kapsayan ve
analitik olmayan amaglarla da (anorganik kimya, fizikokimya, biyokimya, vb
alaninda) yaygin olarak kullanilmaktadir. Voltametri 6zellikle eczacilik, tip, gevre
ve biyoloji agisindan 6nemli tiirlerin tayini i¢in kullanilmaktadir.

Voltametri, caligma (indikator) elektrodunun polarize oldugu kosullar altinda
elektroda uygulanan gerilimin bir fonksiyonu olarak akimin &lgiilmesinden
yararlanilarak analit hakkinda bilgi edinilen elektrokimyasal yontemdir. Uygulanan
gerilimin Olgiilen akim degerine karsi ¢izilen grafigine ise “voltamogram” ad1 verilir.
Voltametride herhangi bir maddenin elektrokimyasal davranigini incelemek igin
elektroda uygulanabilecek gerilim araliginin smirlari, kullanilacak ¢aligma
elektrodu, kullanilan ¢ozelti ve elektrolitin tiirleri belirlenmelidir. Genel olarak
voltametride kullanilan calisma elektrotlar1 polarizasyonu arttirmak igin, ylizey
alanlart c¢ogunlukla birka¢ milimetre kare ve bazi uygulamalarda ise birkag
mikrometrekare ya da daha kiiglik olan mikroelektrotlardir. Voltametrinin tarihsel
gelisim siireci, 1920’lerin basinda Cekoslavak Kimyaci Jaroslav Heyrovsky’ nin
“polarografi” teknigi iizerine yaptig1 caligmalarla baslamistir. Voltametrinin dnemli



bir dal1 olan polarografinin diger voltametrik yontemlerden farki, ¢calisma elektrodu
olarak damlayan civa elektrodu (DCE) kullanilmasidir (Skoog vd., 1998).

1.2.1. Voltametride Akimlar

Voltametrik bir yontemde, ¢ozeltide bulunan yiikseltgenmis tiir (O) potansiyel
altinda elektrot yiizeyinde,

O+ne" 2R

tepkimesine gore n sayida elektron alarak yiizeyde indirgenmis tiirii (R) olusturur.
Potansiyel negatife dogru taranirsa elektrot yiizeyinde indirgenme baglar ve
potansiyelin degisimine bagli olarak derigim egimi (gradienti) (dC/dx) hizla artar ve
sinir akima ulagildiginda elektroda gelen aktif tiir aninda indirgenmeye ugrar. Bu
durumda akim ancak difiizyonla tasinan madde miktarina bagli olur. Bu nedenle bu
akima difiizyon kontrollii anlaminda difiizyon akimi denir. Bunun disinda elektrot
yiizeyinde elektroaktif tiir bir kimyasal tepkime ile olusuyor ve bu tepkimenin hizi
elektrot tepkimesinin hizim1 belirliyorsa elde edilen akim kinetik kontrolli (kinetik
akim, ik) olur. Benzer sekilde adsorpsiyon akimindan da s6z edilebilir. Yukaridaki
redoks tepkimesi sonucu olusan akima, Faraday yasalarina uyumlu oldugu i¢in
faradayik akim denir (Yenilgiil vd., 2001).

Elektroaktif bir madde igermeyen ve sadece ¢oziicii ile iletkenligi saglamak {izere
eklenmis destek elektroliti igeren bir ¢ozeltide olugsan akima artik akim denir. Artik
akim, elektriksel cift tabakanin yiliklenme akimi (kapasitif akim) ile ¢ozeltide
bulunan elektroaktif safsizliklarin meydana getirdigi akimin toplamidir (Yildiz vd.,
1997).

Kapasitif alam (Ic): Bir elektrodun, bir elektrolit ¢ozeltisine daldirilmasi ve negatif

yiikle yiiklenmesiyle c¢ozeltideki pozitif yiikli iyonlar elektroda dogru ¢ekilir.
Boylece ara ylizeyde bir gerilim farki olusur. Ters isaretli yiiklerin ara yiizeyin iki
tarafinda birikmesi ile bu bolgede bir elektriksel ¢ift tabaka olusur. Olusan bu ¢ift
tabaka, bir kapasitor gibi davramir. Bu kapasitorii yiklemek igin ortamda
yiikseltgenecek veya indirgenecek madde olmasa dahi bir akim olusur. Bu akim
reaksiyona bagl degildir; sistemden kaynaklanir ki bu akima kapasitif akim denir.

Faradayik akim (Ir): Cozelti ve elektrot arasindaki yiizeyden akimin iletimi

sirasinda, elektrotlardan birinde yiikseltgenme reaksiyonu olurken digerinde



indirgenme reaksiyonu meydana gelir, bu sirada elektrotlarin dogrudan aktarim ile
akim iletilir. Bu sekilde olusan akimlara faradayik akim denir.

1.2.2. Voltametride Uyarma Sinyalleri

Voltametride, bir mikroelektrot igceren elektrokimyasal hiicreye degistirilebilir bir
gerilim uyarma sinyali uygulanir. Bu uyarma sinyali, 6zel bir akim yanit1 olusturur.
Voltametride en ¢ok kullanilan dort uyarilma sinyali (dogrusal taramali, diferansiyel

puls, kare dalga ve iiggen) Sekil 1.2°de verilmistir.

woltarmetrinin
isim Dala=a S=kli ipi

(=) Dogrusal POLAROGRAFI
tararmal =
HIDRODiINNAMIK
WOLTAMETRI
Farman —p
(3 Diferansivel DIFERANSIVEL FPULS
Puls = POLAROCRAFISI

ZAarmary —p

(=) HKare
HKARE DAL G.A
dalg=a = le_‘—'_IJ WOLTAMETRISI

ZRAATIVENY ——

() Ucgen = DOoONMOsSOMLO
B WOLTAMETRI

Zaman —p

Sekil 1.2. Voltametride kullanilan uyarma sinyalleri (Wang vd., 2000).

1.2.3. Voltametrik Cihazlar

Voltametrik analizde kullanilacak cihazlarin elektokimyasal hiicre kismi, analit ve
destek elektrolitini iceren bir ¢dzeltiye daldirilmis ii¢ elektrottan yapilmustir. Ug
elektrottan biri, zamanla gerilimi dogrusal olarak degisen calisma elektrodudur.
Ikinci elektrot, gerilimi olgiim siiresince sabit kalan karsilastirma (referans)
elektrodudur. Ucgiincii elektrot ise elektrigin, sinyal kaynagindan ¢dzeltinin iginden
gecerek calisma elektroduna aktarilmasini saglayan yardimer (karsit) elektrottur.



Sekil 1.3’de modern voltametrik cihazlardaki potansiyostatik sistem diyagrami

gosterilmistir.
Alam
Amp lifilcatdrii
| Kargilagtirma Ele oo tu
| \:
E {Gerilimn}

Amplifilcaitorii

Sekil 1. 3. Voltametride ii¢ elektrotlu potansiyostatik sistem diyagrami (Wang vd., 2000).

Potansiyostatik cihazlarda iki akim s6z konusudur. Hiicreye gerilim uygulayan bir
polarize akim ve hiicre akiminin izlenmesi ile dlgiilen akim. Calisma elektrodunun
potansiyostatik kontroliiyle, hiicre direncinden kaynaklanan hatalar en aza
indirilebilmektedir. Potansiyostatik kontrollii ii¢ elektrot sistemi ile hiicre direncinin
bliylik bir boliimii ortadan kaldirilmistir. Burada karsilastirma elektrodu g¢alisma
elektroduna miimkiin oldukg¢a yakin olmalidir.

Yardimci elektrot, akim yolunun tamamlanmasi i¢in ¢dzeltiye yerlestirilmis akimin
taginmasini saglayan elektrottur. Béylece akim yardimci elektrot ve ¢alisma elektrot
arasinda ¢ozelti boyunca akar. Caligma elektrodundaki biitiin noktalarda akim
yolunun esit olmasi i¢in bu elektrotlarin simetrik olarak hiicreye yerlestirilmesi
onemlidir. Karsilagtirma elektrodunun c¢alisma elektroduna ¢ok yakin olmasi
nedeniyle karsilastirma elektrodundan hicbir akim gegmez; bu da hiicre direncinin
dolyistyla omik gerilimin (IR) en aza inmesini saglar. Yalniz tiim ¢alismalara kargin
hiicre direnci tam olarak yok edilemediginden 6l¢iilen gerilimlerde IR nin de katkisi
bulunmaktadir. (Skoog vd., 1998; Wang, 2000).

1.2.4. Voltametride Kullanilan Karsilastirma Elektrotlar:

Birgok elektroanalitik uygulamada, elektrotlardan birinin yari-hiicre geriliminin

calisilan ¢ozeltinin bilesiminden bagimsiz olmasi ve degerinin bilinmesi istenir. Bu



tanima uyan elektrot, karsilastirma elektrodu olarak isimlendirilir. Ideal bir
karsilastirma (referans) elektrodunun sahip olmasi gereken ozellikler:

1-Tersinir olmali ve Nernst esitligine uymalidir.
2-Zamanla gerilimi degismemeli ve tekrarlanabilir olmalidir.
3-Gerilimin sicaklikla degisim katsayisi kii¢iik olmalidir.

4-Kiiciik bir akima maruz kaldiktan kisa bir siire sonra orijinal gerilimine geri
donmeli ve polarize edilemeyen bir elektrot olmalidir.

Elektrokimyasal ¢aligmalarda ilk olarak “standart hidrojen elektrot (SHE)”
karsilastirma elektrotu olarak kullanilmistir. Ancak SHE yukaridaki &zelliklerin
¢oguna sahip olmayigsi ve uygulamalarda kullaniminin zor olmasi nedeniyle
giinimiizde yerini kalomel ve giimiis-giimiis kloriir elektrotlara birakmstir.
Karsilastirma elektrotlart kullanilirken, elektrot ¢o6zeltisinin kirlenmesini ve ig
¢oOzeltiden gelen giimiis ya da civa (I) iyonlar ile analit ¢ozeltisinin tepkimesini
onlemek icin i¢ s1v1 diizeyinin 6rnek ¢ozeltisinin tistiinde olmas1 gerekmektedir.

En cok kullanilan karsilastirma (referans) elektrotlari:

Doygun Kalomel Referans Elektrot (DKE): Kalomel elektrotlar, doygun civa (1)
kloriir (Hg,Cl,) ile etkilesimde olan civadan olusur ve bilinen derisimde potasyum

Kkloriir (KCl) igerir. Bu elektrodun yar1 tepkimesi;

1/2 Hg,Cl, + ¢ « Hg(k) + CI' seklinde olup sematik olarak asagidaki sekilde
gosterilir.

Hg/Hg,Cl,(doygun), KCI(xM) //
Elektrodun 25°C igin yar1 tepkime gerilimi,
E = E° (Hg.Cl,/Hg) - 0.0592 log aCl

esitligi ile verilir.
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Bu elektrodun gerilimi yalnizca elektrot igerisindeki kloriir iyonunun aktifligine, ¢ok
az olmakla birlikte sicakliga bagh olarak degisir. DKE’nin SHE’a kars1 25°C de
Olciilen gerilimi + 0.244 V olarak bulunmustur.

Giimiis/Guimiis Kloriir Referans Elektrot: Bu elektrot glimiis kloriir ile kaplanmig bir

giimiis telin, belli derisimdeki kloriir ¢ozeltisine daldirilmasi ile elde edilir. Bu
elektrodun yar1 tepkimesi ve sematik gosterimi agagidaki gibidir:

AgCl + e < Ag"+CI

Ag/AgCl(doygun), KCI(xM) //

Elektrodun 25°C igin yar1 tepkime gerilimi ise

E = E°(AgCI/Ag) - 0.0592 log aCI’

esitligi ile verilir (Erdem, 2000; Yildiz ve ark., 1997).
1.2.5. Voltametride Kullanilan Calisma Elektrotlar:

Voltametride; civa, altin, platin, bizmut, grafit, camimsi karbon, pirolitik karbon, lif
karbon ve modifiye elektrotlar ¢alisma elektrodu olarak kullanilir. Voltametride
kullanilan elektrot tiirlerinin siniflandirilmasi Sekil 1.4’te verilmektedir. Voltametrik
yontemlerde kullanilan ¢alisma elektrotlar1 polarlanmanin olabilmesi igin kiigiik
ylizey alanina sahip olmalidir. Kii¢lik yiizey alanina sahip bu elektrotlara mikro
elektrotlar denir.

Mikro elektrotlarin kullanilmasi sonucunda 6rnekteki elektroaktif tiirlerin ¢ok kiigiik
bir miktar1 elektrokimyasal tepkimeye girer. Boylece 6rnegin bilesimi hemen hemen
ayn1 kalir. Bunun sonucunda ayni érnegin defalarca voltamogrami alinabilir (Yildiz
vd., 1997; Tural vd., 2003).
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Sekil 1.4. Potansiyostatik ii¢ elektrotlu dogrusal taramali voltametri i¢in bir sistem (Tural
vd., 2006).

1.2.5.1. Civa elektrotlar

Civa kokenli elektrotlar, civa elektrodunun negatif potansiyellerde kullanilabilmesi,
stirekli yeni bir ylizey olusturabilmesiyle 6nceki islemlerden kalan safsizliklarin civa
yiizeyinden uzaklastirilabilmesi, tekrarlanabilir civa damlalarinin olusmasi sonucu
tekrarlanabilir akimlarin elde edilmesi, genis bir potansiyel araliginda
uygulanabilmesi ve bir ¢ok metalin civa ylizeyinde indirgenerek civa ile amalgam
olusturabilmesi gibi avantajlarindan dolay1 yaygin olarak kullanilir. Civa kokenli
elektrotlarin dezavantajlar ise civanin kolayca yiikseltgenmesinden dolay1 anodik
smirin kii¢iik olmasi ve civa film elektrodu hari¢ civanin toksik etkisidir. Civa
kokenli elektrotlar; damlayan civa elektrodu, asili civa damla elektrodu, durgun civa
damla elektrodu ve civa film elektrodudur. Civa akis hizi, civa haznesinin yiiksekligi
degistirilerek yer ¢ekimi etkisi ile veya manyetik etki ile kontrol edilen bir igne
araciligiyla mekanik olarak ayarlanir. Akis hizi mekanik olarak kontrol edildiginde
civa damlasinin diistirilmesi mekanik bir ¢eki¢ araciligiyla yapilir (Tural vd., 2006).

Civa elektrodun en cok kullanilan cesitleri:

1-Damlayan civa elektrot (DCE)
2-Asili civa damla elektrot (ACDE)

3-Civa film elektrot (CFE)
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DCE, polarografik teknikte kullanilir. ACDE, doniistimlii voltametri ve siyirma
yontemleri i¢in ¢alisma elektrodu olarak kullanilmaktadir. CFE, iletken bir
materyalin 10-100 pm inceliginde bir civa filmiyle kaplanmasiyla olusur ve
ozellikle styirma yontemlerinde ¢ok kullanilir (Skoog vd., 1998; Wang vd., 2000).

1.2.5.2. Kat1 elektrotlar

Civa elektrotlarin anodik gerilim araliklarinda kullaniminin smirli olmasi nedeniyle
yiikseltgenebilen bilesiklerin davraniglarinin incelenmesi i¢in daha genis bir anodik
gerilimde calisma olanagi saglayan kati elektrotlar kullanilmaktadir. Calisma
elektrodu olarak birgok farkli kat1 materyalden yararlanilir. Kat1 elektrotlarin durgun
(karigsmayan ¢dzeltide, karistirilan ¢ozeltide, akis sistemlerinde), donen ve titresen
tipleri; tel, levha ya da siklikla disk bigiminde olabilir.

Kat1 elektrotlarin kullanimindaki en énemli sinirlama, elektrot yanitinin elektrodun
ylizey durumuna baghi olmasidir. Kati elektrotlar, civa elektrotlarin aksine
elektrokimyasal aktivite acisindan heterojen yiizeye sahiptirler. Tekrar edilebilir
sonuglar alabilmek ic¢in bu elektrotlara kullanilmadan &nce duyarli bir “elektrot
temizleme on-islemi” ve “parlatma” uygulanmalidir. On islem basamaklar1 elektrot
materyaline bagli olarak degisir. Mekanik parlatma ve doniisiimlii gerilim taramasi
uygulamak siklikla kullanilan teknikler olmakla birlikte kimyasal, elektrokimyasal
ve termal yiizey yontemleri kullanilarak yiizey aktivasyonu da saglanir (Wang vd.,
2000).

Kati elektrotlar yaygin kullanimlart agisindan asagidaki sekilde siniflandirilabilir:
1-Metal elektrotlar

2-Karbon elektrotlar

1.2.5.3. Metal elektrotlar

Cesitli soy metallerden yapilmis olan elektrotlar metal elektrot olarak kullanilir.
Altin ve platin elektrot en yaygin kullanilan metal elektrotlardir. Bazi 6zel
uygulamalarda bakir, nikel, giimiis de ¢alisma elektrodu olarak kullanilabilir. Ayrica
¢inko, indiyum, iridyum, rutenyum oksit gibi metal oksitlerin kullanildig1 ¢aligmlar
da vardir. Metal elektrotlar, istenilen bir elektron aktarim kinetigi ve genis bir
anodik gerilim araliginda c¢alisma saglar. Diisiikk hidrojen asir1 gerilimine sahip
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olmalari, bu elektrotlarla katodik gerilim aralifinda c¢alisilmasint sinirlamastir.
Ancak calisma ortaminin pH degerine bagh olarak -0.2 V ve -0.5 V araligindaki
daha az negatif gerilimlerde kullanilabilirler. Metal elektrotlar elektrokimyasal ya da
kimyasal islemlerle modifiye edilebilir. Ozellikle tiyol gruplarinm altin ve platine
olan ilgisi ve yiiksek akim yanit1 nedeniyle son yillarda biyosensor teknolojisinde
kullanimi artmistir (Wang, 2000).

1.2.5.4. Karbon elektrotlar

Karbon temelli kati1 elektrotlar; genis bir gerilim aralifinda g¢alismaya olanak
saglamasi, zengin ylizey kimyasinin olmasi, ucuzlugu, kimyasal inertligi, diisiik
artitk akim vermesi, yiiksek duyarliligi nedeniyle elektrokimyasal analizlerde sik
olarak kullanilir. Elektron aktarim hizlari metal elektrotlardan daha yavastir.
Karbon, yiiksek yiizey aktivitesi olmasi nedeniyle organik bilesikler tarafindan
kolayca kirletilebilir. Grafit tozundaki aromatik halkalarin aktif oksijen gruplar
icermesine bagli olarak gesitli fonksiyonel guruplar (hidrojen, hidroksil, karboksil
gruplart ve hatta kinonlar) karbon ylizeyinde baglar olusturabilmektedir. Bu
fonksiyonel gruplarin varligi nedeniyle karbon yiizeyine birgok degisik madde
tutturulabilir (Wang., 2000; Kadayifeilar, 2003).

Karbon elektrotlar; cams1 karbon, karbon pasta, perde baskili karbon, karbon-fiber
ve kalem grafit olmak iizere bes baslik altinda incelenebilir. Sekil 1.5’de grafit

tozunda bulunan karbon atomlar1 dizilimi goriilmektedir.

Ee|
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Sekil 1.5. Grafit tozunda bulunan karbon atomlarinin dizilimi (Wang, 2000).
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Camst karbon elektrot (glassy carbon electrode, GCE):

Cams1 karbon elektrot, ¢ok yiiksek mekaniksel ve elektriksel ozellikleri, genis
gerilim caligma araligi, kimyasal inertligi ve tekrar edilebilirlik performansi
nedeniyle kullanimi oldukg¢a yaygin olan bir elektrottur. GCE, inert bir malzemeden
yapilmig elektrot gévdesi igerisine camsi karbonun elektrot yiizeyinden sadece 1-2
mm konuma sikistirilmasi ile elde edilir. Camsi karbon materyali ya fenol-
formaldehit polimerlerinin kontrollii 1s1 programlartyla (300-1200 °C) ya da
poliakrilonitrilin 1000-3000 °C sicaklik araliginda basing altinda karbonizasyona
ugratilmasi ile elde edilir. Camsi karbon elektroda uygulanacak olan ylizey 6n
islemi, elektrotta tekrar edilebilirligi ve aktivasyonu saglayarak analitik performansi
artirir. Karbon pastasi elektroda gore fiziksel dayanikliligi daha fazla olup yiizeyinin
cok daha piirlizsiiz ve diizgiin olmasi nedeniyle elektrot yaniti daha tekrar
edilebilirdir (Wang, 2000; Sahingi, 2005).

Karbon pasta elektrot (carbon paste electrode, CPE):

Karbon pastasi, grafit tozunun, suda karigmayan cesitli organik baglayicilarla
karigtirilmasi ile hazirlanir. Hazirlanan karisim 2—4 mm ¢apinda teflon ya da camdan
yapilmig elektrot govdesi igerisine sikigtirildiktan sonra elektriksel iletkenlik, iletken
bir telin, gévdenin 2/3’ne kadar yerlestirilmesi ile elektriksel iletkenlik saglanir.
Karbon pasta elektrotlar; kolaylikla yenilenebilir ve modifiye edilebilir bir yiizeye
sahip olmalari, diigsiik artik akim olusturmalari, ucuz olmalari nedeniyle tercih
edilmektedir. Organik baglayici olarak pek ¢ok bilesik kullanilabilir olmakla birlikte
bu baglayicilarin safliklari, ucuz ve kolay bulunabilme &zellikleri dikkate
alimdiginda geriye birkag¢ secenek kalmaktadir. Bunlar mineral yag (Nujol), parafin
yag1, silikon yagi ve bromonaftalindir. Karbon pastasi olarak en iyi performansi
mineral yag ve grafit karigimi saglar. Karbon pastasinin bilesimi, elektrot aktivitesini
oldukea fazla etkilemektedir. Organik baglayici sivi oran1 arttik¢a elektron aktarim
hizi azalmaktadir. CPE’nin en 6nemli sakincasi, yiiksek oranda organik ¢oziicii
iceren ¢ozeltilerde kullanildigi zaman karbon pastasinin ¢ozeltide dagilmasidir.
CPE, farkli ve genis gerilim araliklarinda ¢alismaya olanak saglayan, kisa siirede ve
kolaylikla hazirlanabilen bir elektrot olmasina karsin diger elektrotlara gore tekrar
edilebilirligi kotudir (Urbaniczky ve Lundstrom, 1984; Wang, 2000; Kalcher,
1990). Karbon pasta elektrodunun genel bir goriiniim ve igerigi Sekil 1.6’da

verilmisgtir.
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Karbon pastasi
(Mineral yvad, grafit)
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Sekil 1.6. Karbon pasta elektrot (Wang, 2000)

Perde baskili karbon elektrot (screen printed carbon electrode, SPCE):

Perde baski teknolojisi; gesitli miirekkeplerin, poliester esnek film, seramik ya da
plastik materyaller iizerine baskisindan olusur. Karbon ve platin miirekkep
formiilasyonlari, ¢aligma elektrodunun baskisinda, glimiise dayali formiilasyonlar ise
karsilastirma  elektrodunun  baskisinda  siklikla  kullanilmaktadir.  Karbon
miirekkepleri, ucuz olmalar1 ve Ol¢iimlerin genis gerilim aralifinda yapilmasini
saglamalar1 nedeniyle SPCE hazirlamada siklikla kullanilmaktadir (Hart, 1997;
Prudenziati, 1994; Merig, 2001). Ozellikle biyosensdr teknolojisinin gelecegi olan
DNA mikrogip teknolojisinde uygulanabilirligi agisindan oldukca basarili sonuglar
veren bu elektrotlar gelecegin elektrotlar1 olarak gosterilmektedir (Lucarelli vd.,
2002).

Karbon-fiber elektrot (carbon fiber electrode, CFE):

Ultramikro elektrotlara artan ilgi, elektrokimyasal analizlerde karbon fiberlerin genis
bir alanda kullanilmasina yol agmigtir. Bu tiir materyaller, polimer tekstil
prolizlerinin yiiksek sicakliga dayanikli bilesiklere katalitik kimyasal gaz
biriktirilmesi  yoluyla baglanmasiyla {iretilmektedir. Bir¢cok elektroanalitik
uygulamada ¢aplar1 5-20 pum fiberler kullanilmakta ve bunlar istenilen radyal
difiizyona olanak saglamaktadir. CFE’nin en Onemli istiinliigii, kiiciik olgiitleri
nedeniyle cesitli mikro ¢evresel (beyin gibi) dlgiimlere olanak saglamalaridir (Wang,
2000).
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Kalem grafit elektrot (pencil graphite electrode, PGE):

Karbon elektrotlarda oldugu gibi tiim kat1 elektrotlarla ¢alisilirken en bilinen sorun,
analiz sirasinda bazi bilesiklerin yiikseltgenme {iriinlerinin elektrot iizerinde ince bir
film olarak birikmesi sonucu analitik yanitin biiyiikligiiniin azalmasi, elektrot
temizleme islemleri uygulansa bile tekrarlanabilirlik kayiplarinin olusmasidir. Bu
nedenle elektrot temizligi, elektrokimyasal tekniklerin, analizlerde genis c¢apta
kullanilmasin kisitlayici en 6nemli sorundur. 1990’1 yillarin sonundan baslayarak
el-yapimi kalem grafit (kalem ucu) elektrotlar (PGE) camsi karbon ve karbon pasta
elektrotlara tek kullanimlik 6zelliklerinin yanisira ¢ok diigiik maliyetlerinden dolay1
alternatif olmuslardir (Bond vd., 1997; Wang vd., 2000; Wang ve Kawde, 2001).
Elektrot olarak farkli sertlik ve ¢apta her yerde bulunabilen ticari mekanik kursun
kalem uglarindan yararlanilir. Kalem uglari, dogal grafitin kil ve balmumu karigimi
icerisine dispersiyonu (dagilmasi) ve ardindan 1s1l islem uygulanmas ile iiretilir. Kil
yerine seliilloz gibi organik temelli materyal kullanilip oksijensiz atmosferde
yakildigir zaman seliiloz karbon sekline doniisiir. Olusan yap1 son derece elastiktir.
PGE’ler, ne karbon pasta ve pirolitik karbon kadar kirilgan, ne de cams1 karbon
kadar serttir. Tek kullanimlik olmalari nedeniyle elektrot temizleme islemlerine
gerek yoktur; dolayisiyla yeni bir elektrot yiizeyi olusturmak ¢ok daha basit ve hizl
olup tekrar edilebilirlik yiiksektir. Literatirde PGE’lerin pek ¢ok uygulamasi
goriilmektedir. Iz metal analizleri (Demetriades vd., 2004), hepatit B virus
DNA’sinin saptanmast (Erdem vd., 2005), kafein analizi (Ly vd., 2004), titre
edilebilir asitlik tayini (Kotani vd., 2003), nitrit, serotonin ve dopaminin es zamanl
tayini (Miyazaki vd., 1999), ilag analizleri (Masawat vd., 2002; Gao vd., 2005),
likorin-DNA etkilesim c¢aligmasi (Karadeniz vd., 2003), DNA hibridizasyon
calismast (Fojta vd., 2003) ve sivi kromatografisinde elektrokimyasal dedektor
olarak fenol ve klorofenol analizi (Jin vd., 2002), kalem grafit elektrotunun
kullanildig1 arastirmalara 6rnek olarak verilebilir.

e

iletken tel

Kalem ucu

Sekil 1.7. Kalem grafit elektrot (Erdem vd., 2005).
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1.2.5.5. Kimyasal modifiye elektrotlar

Elektrot yiizeyine bir kimyasal belirtecin tutturulmasi temeline dayanan bu
elektrotlarin  analitik uygulamalarda yararlanilan bircok yonleri vardir. Bu
elektrotlar, elektron aktarim tepkimelerini katalizlemeleri, se¢imli bir akiimiilasyon
ve membran saglamalar1 nedeniyle elektrokimyasal cihazlar i¢in kararlilik,
duyarlilik ve seciciligi artirmaktadir. Elektrosentez, korozyondan korunma, elektrot
yiizeyinin radyal tasarimi ve ilaglarin kontrollii salinim g¢aligsmalarinda bu modifiye
elektrotlar ¢ok kullanilmaktadir (Wang, 2000).

1.2.5.6. Mikroelektrotlar

Mikroelektrot ifadesi, elektrot ¢ap1 25 pm’den daha biiyiik olmayan elektrotlar igin
kullanilmaktadir. Minyatiirizasyona analitik kimyada artan bir ilgi vardir. Bu
elektrotlarin  uygulamadaki  {stilinliikleri  arasinda; mikroskobik alanlarin
incelenmesinde, bolgesel derisim profillerinin 6l¢iilmesinde, elektroforez kapilerinin
i¢indeki mikroakim sistemlerinin belirlenmesinde ve ¢ok kii¢iik hacimli 6rneklerin
analizinde kullanilmalari sayilabilir (Wang, 2000).

1.2.6. Voltamogramlar

Potansiyele karsi ¢izilen akim grafiklerine voltamogram denir. Dogrusal taramali
voltamogramlar, genelde “voltametrik dalga” adi verilen sigmoidal sekilli (S
seklinde) egrilerdir (Sekil 1.8). Dik bir artistan sonra gelen sabit akima difiizyon
kontrollii akim ya da smir akimi (is) adi verilir. Cilinkii bu akim, analizlenecek
maddenin kiitle aktarim islemiyle elektrot yiizeyine tasinma hiziyla sinirlidir. Siir

akimlar1 analizlenecek maddenin derigsimi ile dogru orantili olup
is = k CA

esitligi ile verilir. Burada, C4 analit derisimi, k ise bir sabittir. Nicel dogrusal
taramali voltametri bu iliskiye dayanir. Diflizyon tabakasini asirt basitlestiren
varsayimlara dayanarak tliretilmis bu esitlik; hareketli ve durgun tabakalar
arasindaki araylizeyin, konveksiyonla tasmmmanin son buldugu, difiizyonla
taginmanin basladigi keskin bir kenar oldugu varsayimi temeline dayandirilmisgtir.

Yari-dalga gerilimi, akimin sinir akimimin yarisina esit oldugu gerilime denir ve E;,

ile gosterilir. Yari-dalga gerilimi, yari-tepkimenin standart gerilimi ile yakindan
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ilgili olmakla birlikte genellikle ona esit degildir. Yar1 dalga gerilimi, ¢ozeltideki
bilesenlerin belirlenmesinde (nitel analiz) kullanilabilir.

Sinir akimi
15—

"maks

Tort

< 10
g
é Difiizyon
akimi, i 4
[ T -
ig/2
L 4
er3 Artik ak 7
r 1t 1m Bl
| ] | 1 | ¥ 1 | 1 |
0 0.3 0.6 0.9 12

Uygulanan potansiyel, V (DKE'a kars1)

Sekil 1.8. Dogrusal taramali bir voltamogram (Skoog vd. 1998)

1.2.7. Voltametrik Teknikler
1.2.7.1. Doniisiimlii voltametri

Dontigiimlii voltametri (cyclic voltammetry, CV) tekniginde, gerilim ilk olarak bir
degere kadar artar, daha sonra baglangi¢ degerine yine dogrusal olarak geri doner
(Sekil 1.9.). Bu islem zamanin bir fonksiyonu olarak kaydedilen akimla defalarca
tekrar edilebilir. Siirekli degisen gerilim degerlerine karst belirli bir aralikta
akimdaki degisim grafige gegirilerek “doniisimli voltamogram” elde edilir (Sekil
1.10). CV teknigi ile, karistiritlmayan durgun sistemde ve ¢l elektrot sistemlerinde
calisilir. Burada hiz1 diflizyon belirler. Analitin yiikseltgenmesi ve indirgenmesi
voltamogram iizerinde gozlenebilmektedir. Baslangi¢ gerilim taramasinin yonii,

analiz 6rneginin bilesimine bagli olarak negatif ya da pozitif olabilir.

Dontisiimlii voltamogramlarin sekli ve yapisinda segilen gerilim araliginin yanisira,
secilen tarama hizinin, ka¢ defa tarama yapildiginin da etkisi vardir. Duyarliligin
107> M ile simirli oldugu bu yéntem, miktar tayinine dayali bir yontem degildir ama
ozellikle organik ve metalorganik sistemlerde ylikseltgenme/indirgenme islemlerin
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hiz ve mekanizma ¢alismalart icin Onemli bilgi saglar. Bir doniistimlii
voltamogramin 6nemli parametreleri; katodik pik gerilimi (E,c), anodik pik gerilimi
(Epa), katodik pik akimi (ipc) ve anodik pik akimi (i) dir. Bu teknikte ileri yondeki
gerilim tarama sirasinda bir indirgenme olmugsa, gerilim taramasi tersine
cevrildiginde indirgenme sirasinda olusan iiriiniin elektrotta yeniden yiikseltgenmesi
nedeniyle bu yonde de bir pik gozlenebilir.

D4

1 dongu

-0.2

= o0z

Gerilim
o
.

1 I} L
0 20 40
Zaman, s

Sekil 1.9. Doniigiimli voltametride elektroda uygulanan gerilimin zamana kars1 grafigi (Wang,

2000).
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Sekil 1.10. Tersinir bir redoks islemi i¢in doniisiimlii voltametride elde edilen akim-gerilim
egrisi (Wang, 2000).

“Tersinir” bir elektrot tepkimesinde anodik ve katodik akimlar mutlak deger olarak
yaklagik esittir ama zit isaretlidir. Pik gerilimleri farki ise 0.059 /n dir. Bu pik
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ayrimi, aktarilan elektron sayisinin belirlenmesinde kullanilir. Elektrot tepkimesinin
tersinirligi azaldikca anodik ve katodik pikler birbirinden daha farkli gerilimlerde ve
daha yayvan olarak gozlenir. “Tam tersinmez” bir elektrot tepkimesinde ise {irliniin
cok hizli bir sekilde tiiketilmesinden dolay1 geri pik tamamen kaybolur (Wang,
2000; Erdem, 2000).

Tersinir bir elektrokimyasal tepkime icin elde edilen pikin maksimum akim degeri
asagidaki esitlikle verilir:

ip = (2.69x105)n3/2 AC DY/? p1/?
i, = Anodik ya da katodik pik akimi(amper)
n = Aktarilan elektron sayisi
A = Elektrot yiizey alani(cm?)
D = Elektroaktif tiirlerin difiizyon katsayisi (cm’s™)
v = Gerilim tarama hiz1 (v s™)
C = Elektroaktif tiirlerin derisimi (mol cm™)
Tersinmez bir elektrokimyasal tepkime i¢in esitlik, asagidaki ifadeye doniisiir:
ip = (2.99x105) n (any)'/? A ¢ DY/? v1/?
o = Aktarim katsayisi
n=Yik aktarim basamagindaki elektron sayis1
1.2.7.2. Puls voltametrik teknikler

Puls voltametrik tekniklerle voltametrik Slglimlerin tayin smirlarmin daha diisiik
derisimlere ¢ekilmesi amaglanmistir. Bu tekniklerle faradayik olan ve faradayik
olmayan akimlar arasindaki oran arttirilmus ve duyarlilik 10° M diizeyine
indirilmistir. Bu tekniklerde ¢alisma elektroduna yaklasik 50 ms zaman araliklariyla
bir dizi gerilim adimi1 uygulanir. Her aralikli gerilim uygulamasindan sonra kapasitif
akim hizli bir sekilde azalarak yok sayilabilecek bir diizeye gelir; bu arada faradayik
akimda azalma ise cok Kkiigiiktiir. BoOylece tayin simir1 daha diisiik Olciimler
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gerceklestirilir. Puls voltametrik teknikler; “normal puls”, “diferansiyel puls” ve
“kare-dalga” voltametrik teknikler olmak {izere ii¢ ana baslik altinda toplanabilir. Bu
tekniklerden diferansiyel puls ve kare-dalga voltametrik teknikler giiniimiizde daha
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

1.2.7.3. Diferansiyel puls voltametrisi

Diferansiyel puls voltametrisi (differential pulse voltammetry, DPV), organik ve
inorganik tiirlerin iz analizlerinde yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte,
calisma elektroduna sabit biiytikliikliikteki pulslar (periyodik darbeler) dogrusal
gerilim basamaklarimin {izerine yerlestirilerek uygulanir (Sekil 1.11). Puls
uygulamadan hemen &nceki bir zamanda oSlgiilen bir akim ile puls uygulamasinin
bitimine yakin belli bir zamandaki akimlar 6l¢iiliir ve bu akimlar arasindaki fark
dogrusal olarak artan gerilimin fonksiyonu olarak kaydedilir. Uygulanan gerilime
kars1 elde edilen akimdaki fark grafige gegirildiginde elde edilen diferansiyel egri
pik seklinde olup (Sekil 1.12), yiiksekligi analitin derisimiyle dogru orantilidir. Elde
edilen voltamogramdaki pik gerilimi (Ep), tiirlerin tanimlanmasinda kullanilabilir;
bu pik gerilimi, yar1 dalga gerilimine yakin bir degerdir.Faradayik akimin yiiksek,
faradayik olmayan yiikleme akiminin ise diisiik degerde olmasi yani sinyal/giiriiltii
oraninin artmasi sonucu duyarlilik artmuistir. DPV teknigi, 10® M’dan daha diisiik
derisimlerdeki Ol¢limlere olanak taniyan duyarli bir yontem olup yar1 dalga
gerilimleri 0.04 - 0.05 V kadar farkli olan maddeler i¢in bile 6zgiin pik
maksimumlari elde edilmektedir (Wang, 2000; Skoog vd., 1998).
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Sekil 1.11. Dijital cihazlarda diferansiyel puls voltametrisi i¢in kullanilan uyarma sinyali
(Wang, 2000).
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Sekil 1.12. Diferansiyel puls voltametrisinde elde edilen bir voltamogram (Wang, 2000).

1.2.7.4. Kare dalga voltametrisi

Kare dalga voltametrisi (square-wave voltammetry, SWV), son derece hizli ve
duyarli bir teknik olup, voltamogramin tamami 10 ms daha az bir siirede elde
edilebilir. SWV, basamakli bir gerilim taramasi sirasinda ¢alisma elektroduna kare
dalga seklinde darbenin uygulandigi diferansiyel bir tekniktir (Sekil 1.13).
Basamakli sinyalde her basamagin boyu ve darbe periyodu esit olup 5 ms’dir.
Olgiim sirasinda akim, darbe uygulanmasindan hemen énce ve hemen sonra olmak
iizere iki kere oOl¢iiliir ve iki 6l¢lim arasindaki akim farki uygulanan gerilime karsi
grafige gecirilir (Sekil 1.13).
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Sekil 1.13. Kare dalga voltametrisinde uyarma sinyali (Wang, 2000).
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Sekil 1.14.Kare dalga voltametrisinde elde edilen bir voltamogram (Wang, 2000).

Sekil 1.14’de kare dalga voltametrisinde uyarma sinyalinin olusumunda elde edilen
akim farki (Ai), birinci gerilimdeki akim degerinden ikinci gerilimdeki akim
degerinin ¢ikarilmasi ile bulunur. Tersinir bir indirgenme tepkimesinde bir pulsun
boyutu, ileri tarama sirasinda olugan {iriiniin geri tarama sirasinda yiikseltgenmesini
saglamaya yetecek kadar biiyiiktiir. Ileri puls bir katodik akim (i;), geri puls bir
anodik akim (ip) olusturur. Genellikle voltamogramlari elde etmek i¢in Ai grafige
gegirilir. Bu fark derisimle dogru orantilidir.

Diferansiyel puls ve kare dalga voltametrisi karsilastinldiginda kare dalga
voltametrisi ile elde edilen akimlarin, diferansiyel puls ile elde edilenlerden daha
biiyiik oldugu gozlemlenmistir. Kare dalga voltametrisinin en 6nemli Ustinligi,
hizinin yiiksek olmasidir. Olgiim son derece hizli yapildigindan, birkag voltametrik
taramanin sinyal ortalamasi alinarak analizin kesinliginin arttirilmasi olasidir.
(Wang, 2000; Skoog vd., 1998).



24

1.3. Biyosensor

Fiziksel bir biiyiikliigii elektriksel bir veriye ceviren sisteme “sensor” denir.
Kimyasal sensor (algilayici), kimyasal bir bilgiyi (genelde analitin derigimi)
analitiksel olarak yararlanilacak bir elektrik sinyaline ¢eviren kiiglik diizeneklerdir.

Kimyasal sensorler genellikle iki temel unsurdan meydana gelir, 1-Kimyasal tanima
sistemi (reseptor) 2-Fizikokimyasal cevirici (transistor). Kimyasal tanima sistemi
(reseptor), analit ile etkileserek onu tanir ve bu tanima sonucu olusan kimyasal
degisiklikler fizikokimyasal cevirici (taransistor) tarafindan elektrik sinyaline

doniistiiriiliir.

Biyosensorler; biyolojik bir molekiil (biyokimyasal reseptor) ve bir ceviriciden
olusurlar. Biyolojik molekiil (bitki ve hayvan dokulari, enzim, hiicre, organeller,
antikorlar, noron reseptorler, niikleik asitler) analizlenecek madde (analit) ile
etkilesir, onu tanir ve gevirici sistem tanima olayini 6lgiilebilir bir elektrik sinyaline
cevirir. Kisaca sensorlerde tanima tabakasi (reseptor) olarak biyolojik maddeler
kullanildiginda biyosensor olusur. Sekil 1.15°de genel olarak bir biyosensoriin yapisi
gosterilmistir. Biyosensorlerde reseptor ve gevirici dogrudan iletisim halindedir yani
birbiri icine gecmistir. Biyosensorler hem biyolojik hem de biyolojik olmayan
ortamlarin izlenmesinde kullanilirlar. Biyosensorlerde amag¢ ornek iginde bulunan
bir kimyasalin derigsimi ile dogru orantili bir elektronik sinyal elde etmektir.
(Camman vd., 1991; Coulet, 1991; Gronow vd., 1992; Sharma ve Rogers, 1994).

2 4
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Sekil 1.15. Biyosensoriin yapist (Camman vd., 1991).
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1.3.1. ideal Bir Biyosensoriin Sahip Olmas1 Gereken Ozellikler

1. Secimlilik: 1deal bir biyosensorde en onemli &zelliklerden biri segimlilik
Ozelligidir. Bir biyosensor yeterince segimli degil ise, girisim yapan tiirleri uzun ek

islemlerin yapilmasina gerek vardir.

2. Kullamm Omrii: Biyosensdriin kullamm 6mriinii kisitlayan en 6nemli unsur,

biyoloji ¢eviricinin aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica biyosensoriin,
kalibrasyon sikligi, kararhilik, tekrarlanabilirlik gibi diger Olgiitlerini de
etkilemektedir.

3. Kalibrasyon Gereksinimi: ideal bir biyosensoriin hi¢ kalibrasyona gerek
duymamasi ya da en az kalibrasyona gerek duymasi istenir. Fakat bu o6zellik

uygulamada gerceklestirilememistir. Kullanim Omiirleri boyunca biyosensorler,
siklikla kalibre edilmelidirler.

4. Tekrarlanabilirlik: ideal bir biyosensor igin, elektrodun ayn1 kosullar altinda arka
arkaya yapilan Ol¢limlerde hemen hemen aymi sonuglarin okunmasi istenir.
Uygulamada pek basarilamayan bu durum g6z oniine alinarak, yapilan ¢aligmalarda
tekrarlanabilirlik Ol¢iiti mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi
olursa, biyosensoriin uygulamalarinin o denli iyi oldugundan s6z edilebilir.

5.  Kararhlik: Elektrot kararliliginin (stabilitesinin) yiiksek olmas1 ideal
biyosensorler igin gereklidir. Kararlilik, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel
dayanikliligina baglidir. Ayrica biyosensorler, pH, sicaklik, nem, ortam, O, derigimi
gibi degiskenlerden de etkilenmektedir. Kararlilik, hem giinden giine hem de uzun

zamanli olmalidir.

6. Yiiksek duyarlilik: Biyosensore tutturulmus biyolojik materyalin yalniz belirli

maddelere kars1 duyarli olmasi, ideal biyosensorlerin 6zelliklerindendir.

7. Tayin Simiri: Tasarlanan bir biyosensoriin tayin sinirinin, belirli bir derisim

degerinin altinda olmas1 gerekmektedir. Belirtilen bu smir, elektrot yiizeyinin
biiyiikliigli, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi, tutturulan

(immobilize edilen) madde miktar1 gibi unsurlardan etkilenir.
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8. Genis Olciim Araligi: Biyosensér uygulamalarinda &lgiim araligi olarak

adlandirilan bolge biyosensorden alinan akim-derisim egrilerinin dogrusal oldugu
derisim aralig1 olup bunun genis olmasi beklenir.

9. Hizli Yamt Zamani: Bir biyosensoriin elektrodunun yanit zamani, elde edilen

akim-zaman egrilerinden anlasilabilir. Ornegin elde edilen egride basamaklarin sekli
yayvan ve genigse yanit zamani uzun (yavas), tersi s6z konusu ise yanit zamani kisa
(hizl) dir.

10. Hizli Geriye Donme Zamani: Geriye donme zamani, 0rnegin amperometrik

calismalarda, ilk Ornekten ne kadar siire sonra ikinci Ornegin Olgiilebilecegini
belirler. Yani ilk 6rnegin eklenmesinden sonra sabit akim degerleri kisa siirede
gozlenebiliyorsa ikinci 6rnekte ayni siire sonra eklenebilecektir.

11. Basitlik ve Ucuzluk: Tasarimui basit ve ucuz, kullanimi kolay biyosensorler, ideal

biyosensorlerdir. Bu nedenle ilk biyosensorlerdeki karmasik ve pahali olan yapilar
daha sonra basitlestirilmis ve olabildigince maliyeti diistiriilmiistiir.

12. Kiicuiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Elektrotlarin sterilize edilebilmesi ve

boyutlarmin  kiigiiltiilmesi  biyosensor tasariminda Onemlidir. Buna karsin,

biyosensor yapisina giren biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligi, sterilizasyonu
kisitlayan en 6nemli parametredir (Hall, 1990).

1.3.2. Biyosensor Cesitleri

Biyosensorleri, bircok kaynakta farkli smiflandirilmasina karsin, genel olarak

asagidaki sekilde siniflandirilabilir:
i. Elektrokimyasal sensorler

Cevirici unsur olarak genelde bir elektrodun kullanildigi ve elektrot yiizeyinde
ortamdaki elektroaktif (yiikseltgenebilen ya da indirgenebilen) tiiriin degisikliginden
yararlanilarak yapilan 6l¢tim sistemini kapsar.

ii. Optik sensorler

Isik ve tutturulmus (immobilize) tabaka arasindaki etkilesim sonucunda 1s18in
degisik oOzelliklerinden (genelde floresans ve absorbans) yararlanilarak yapilan
Ol¢timleri kapsar.
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iii. Kiitle duyarli sensorler

Piezoelektrik kristallerin rezonans frekansinin Ol¢iimii temeline dayandirilmis
sensorlerdir. Piezoelektrik madde, elektriksel bir giic uygulandiginda maddedeki
yiikiin ilerlemesi ile bir magnetik alan olusturan maddedir. Bir¢ok seramik madde
(PbTiO,, BaTiO;) bu ozelligi gosterir.

iv. Isil (termal) sensorler

Sicakligin degisimi iizerine kurulmus olan sensorlerdir. Genellikle reaksiyon
sicakligl ve adsorpsiyon sicakligl 6l¢iim temeli iizerine kurulmuslardir.

1.3.3. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, 6zel biyolojik tanmima unsuru ile elektrokimyasal
tekniklerin analitiksel giiclinii birlestirir. Amag; analitin derisimine bagli olarak
biyolojik bir islemle bir elektrik sinyali elde etmektir.

1.3.3.1. Elektrokimyasal biyosensorlerin cevirici Ol¢ciim tiiriine gore
siniflandirilmasi

Elektrokimyasal biyosensorler, gevirici (transistor) 6l¢tim tiiriine gére ii¢ ana baslik
altinda toplanabilir:

1-Amperometrik
2-Potansiyometrik
3-Kondiiktometrik

Amperometrik elektrokimyasal bivosensorler

Kargilastirma elektroduna gore sabit gerilimde ¢alisan, bu biyosensorlerde dlgiilen
sinyal, biyosensor ylizeyinde indirgenen ya da yiikseltgenen tiir tarafindan ¢alisma
elektrodunda meydana gelen akimdir. Bir elektrokimyasal tiiriin, elektrokimyasal
indirgenmesi/yiikseltgenmesi ile meydana gelen akimin Ol¢iilmesine dayanir.
Genelde ¢aligma elektrodu iizerinde sabit bir gerilim degeri uygulanir. Akim degeri
en az 10 - 6 amper olmalidir. Amperometrik 6l¢iimler uygulanan tek bir gerilim
degerinde hiicredeki akim akisinin kaydedilmesi ile gergeklestirilir. Elde edilen
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elektrik sinyalinin biiylikligii elektroaktif tiiriin derigimi ile dogrudan orantilidir.
Amperometrik biyosensorler olduk¢a duyarli, hizli ve wucuz olmalar1 gibi
iistlinliiklere sahiptirler.

Potansiyometrik elektrokimyasal biyosensorler

Potansiyometrik dl¢limler ya ¢alisma veya karsilastirma elektrodu arasindaki gerilim
farkinin ya da iki karsilastirma elektrotu arasina gegirgen bir membranin
yerlestirilmesi ile meydana gelen gerilim farkinin Olcililmesine dayanir.
Potansiyometride sensor ara yilizeyinde bolgesel bir denge kurulur; ara yiizeydeki
elektrot ya da membran gerilimi 6l¢iiliir. Gerilim farkindan 6rnek bilesimi hakkinda
bilgi elde edilir.

Kondiiktometrik elektrokimyasal biyosensorler

Ana ¢ozeltideki ya da ince film {izerindeki elektrik iletkenliginin degisimi {izerine
kurulmustur. Bu iletkenlikte analitin bulunma miktar1 etkilidir. Kondiiktometrik
yontemler temel olarak secici degillerdir; ancak yiizey modifikasyonu ve aletsel
geligsmeler, seciciligi artirmis ve sensor tasarimina bu yontemin girmesini saglamigtir
(Thevenot vd.,1999; Stradiotto vd., 2003).

1.3.3.2. Elektrokimyasal biyosensorlerin biyolojik tamima unsuruna gore

simiflandirilmasi

Elektrokimyasal biyosensorler biyolojik tanima unsuruna gore iki baslik altinda
toplanabilir:

1-Biokatalitik biyosensorler

2-Afinite biyosensorleri

Biyokatalitik Biyosensorler: Tanima tabakasi (reseptor) olarak enzim, doku, bakteri
ve hiicrelerin kullanildig1 biyosensorlerdir. Enzim temelli elektrotlar ile doku ve
bakteri elektrotlari olarak iki baslikta incelenir.

a- Enzim temelli elektrotlar: Enzimler canli sistemlerde kimyasal tepkimeleri
katalizleyen proteinlerdir. Bu tiir katalizorler yalnizca etkili degil ayni zamanda
olduke¢a segicidirler. Boylece enzimler bircok duyarli uygulama alaninda tanima
yiizeyi olarak kullanilirlar. Enzim elektrotlar, uygun bir elektrotla enzim tabakasinin
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birlestirilmesi temeline dayanmaktadir. Enzimler, substratlara (enzimle tepkimeye
giren madde) oldukea yiiksek secicilikte yanit verirler.

Immobilize enzim tabakasi bir tepkimeyi katalizlemek igin segilir ve bu tabaka
analizlenecek tiirii iiretir ya da tiiketir.

S+CeoP+
S = Substrat
C = Koreaktif
P ve C' = Olusan iiriinler

Uygun elektrodun se¢imi, temel olarak enzimatik sistemin igleyisi tizerine kurulur.
Enzim elektrotlarin en genel anlamiyla tasarimi bir diyaliz membran ve elektrot
arasina enzim ¢dzeltisinin immobilizasyonudur.

b- Doku ve bakteri elektrotlari: 1zole edilen enzimlerin sinirlandirilmis kararlihig,
bazi enzimlerin saf halde bulunamamasi, bazi enzimlerin pahali olusu hiicresel
materyallerin (bitki dokular1, bakteriyel hiicreler vb.) kullanilmasina yol agmistir. Bu
biyokatalitik elektrotlarin fonksiyonu geleneksel enzim elektrotlar ile benzerlik
gosterir. Doku ya da hiicrede bulunan enzim belirlenecek tiirii harcar ya da tretir.
Ornegin muz dokular1, polifenol oksidaz enzimince zengindir; karbon pasta matrise
karistirilarak elektrot yiizeyine immobilize edilir.

Afinite biyosensorleri: Afinite biyosensorleri, belirli biyomolekiillerin (antikor,

reseptor, poliniikleotitler) 6zel hedef analitlere secici baglanmasinda kullanilir. Bu
sensorler, baglanma siirecinin sonucu olarak olusan elektrokimyasal sinyallerin
Olclilmesine dayanir. Biyokimyasal baglama tepkimelerinin afinitesi ve yiiksek
spesifikligi oldukca duyarli ve secici aletlerin yapilmasina olanak saglamaktadir.

Afinite biyosensorleri ii¢ ana baslik altinda toplanabilir.
a-Immiinosensorler
b-Reseptor temelli biyosensdrler

c- Niikleik asit temelli biyosensorler
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a- Immunosensérler (antikor temelli sensorler):  Antikor/antijen (AbAQ)
kompleksinin olusumunu i¢eren immiinojikal tepkimelere dayanir.

Ab + Ag < AbAg

Antikor, yabanci molekiilleri baglamasi i¢in (antijen vb.) organizma tarafindan
iiretilen proteinlerdir. immunosensérler baglanma olaymnm ya da yer degistirme
olaymin sonucunda antikor ya da antijen derisimindeki dogrudan degisikligin
kaydedilmesi iizerine kurulmustur. Bu sensorlerin biiyilk bir g¢ogunlugunun
tepkimesi tersinmez oldugundan yeniden kullanilamaz ve pahalidirlar.

b- Reseptor temelli biyosensorler: Reseptorler, protein molekiilleridir, hedef analiti
0zel olarak baglayan hiicresel membrana yerlestirilmiglerdir. Membran reseptor ve
hedef analit arasindaki secici baglanma olay1 sonucunda membrandaki iletkenligin
degisimi Slgiilerek tayin yapilir. Membran reseptdr ve hedef analit arasindaki basit
ve se¢ici bir baglanma olayr binlerce iyonu igine alan ¢evirici membranin

iletkenligindeki artmanin sonucunda gergeklesir.

C- Niikleik asit temelli biyosensorler: Nikleik asitler tanima tabakasi olarak
elektrokimyasal bir ¢evirici ile birlestirilerek afinite biyosensorlerin dnemli ve yeni
bir tiirlinii olustururlar. RNA ve DNA temelli biyosensorlerdir. DNA biyosensorler
ile hedef analitin belirlenmesinde iki yaklagim gelistirilmistir. Birincisi DNA’nin ¢ift
iplik¢ik yapisi arasina analitin girmesi, ikincisi DNA yapisinin en elektroaktif tiirii
olan guaninin dogrudan Olgiilmesi seklindedir. Geleneksel ydntemlerle
karsilagtirlldiginda daha hizli ve ucuzdur. Bu analizlerle genetik bilgilere 151k
tutulmaktadir (Thevenot vd., 1999; Wang, 2000; Stradiotto vd., 2003).

Asagidaki ¢izelgede elektrokimyasal biyosensorlerle belirlenebilen tiirlere,
kullanilan reseptorlere ve 6lglim tekniklerine 6rnekler goriilmektedir.
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Cizelge 1.1. Elektrokimyasal biyosensorlerle belirlenebilen tiirler, kullanilan
reseptorler ve 6l¢iim teknikleri

Analit Reseptor Olciim Teknigi
Metal Oksitler
Iyon iletken
inorganik kristaller
iyonlar immol?ilize Potansiyometrik
sentetikler Voltametrik
Iyon degistirici
camlar
Enzimler
Cozinmiis Gazlar Hidrofobik Potansiyometrik
membran
Buharlar Inert Metal Elektrot Voltametrik
Enzimler
Kokular Antikor Amperometrik
Reseptor
Enzimler
Hiicreler . .
Membran Potan5|yomet_r|k
Substratlar N Amperometrik
Reseptorler . :
— Kondiiktometrik
Bitki veya Hayvan
Dokular1
Antikor Antikor Potansiyometrik
.. Antijen .
Antijen NﬁkleikJ Asitler Amperometrik
Cesitli Proteinler Spesifik Ligandlar Potansiyometrik
Diigiik mol kiitleli substratlar Pro‘[el& Reseptor ve Amperometrik
anallar

1.4. Deoksiriboniikleik Asit (DNA)

Bir molekiiliin genetik materyal olarak davranmasi igin dort 6zelligi bulunmalidir.
Kendini esleme (replikasyon), bilgi depolama, bu bilgiyi ifade etme, mutasyonla
cesitleme (varyasyon). Genetik materyalin kimyasal dili bilgi depolarken, bilgiyi
yavru hiicrelere ve organizmalara aktarirken bu potansiyel goérevi yerine

getirebilecek yetenekte olmalidir.

Ik olarak 1868 yilinda Isvigreli kimyaci Friedrick Miescher tarafindan balik
hiicrelerinin ¢ekirdeginden yalitilan DNA’nin 1944-1952 yillar1 arasinda yapilan
deneylerle bir genetik madde oldugu kesinlikle ortaya konmustur. DNA molekiilleri
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diinya iizerindeki biitiin canli organizmalarin (bazi viriisler disinda) 6zelliklerini
belirleyen kimyasal maddelerdir. DNA, hiicre g¢ekirdeklerinin hepsinde bulunan
kromozomlart olusturmaktadir. Her kromozomda tek ve uzun bir DNA zinciri
bulunmaktadir. Bir DNA molekiiliiniin belirli bir genetik 6zellik iceren kesitine
“gen” adi verilmektedir. DNA’nin yapisini kavramak i¢in niikleik asit kimyasini
bilmek gerekir (Klug ve Cumming, 2007).

1.4.1. Niikleik Asitler ve Niikleik Asitlerin Yapi Taslar1

Niikleik asitler, diger organik biyomolekiiller gibi (proteinler, karbonhidratlar,
lipitler) ¢esitli uzunluklarda polimer zincirleri olusturmak iizere polimerlesmis,
birtakim yap1 taslarindan olusmus olup canli organizmalarin temel yasamsal olaylari
iizerinde rol oynayan molekiillerdir. ki tip niikleik asit bilinmektedir; DNA
(Deoksiriboniikleik asit), RNA (Riboniikleik asit). Biitiin niikleik asit molekiillerinin
yapi taglari niikleotitlerdir. Her niikleotid ii¢ kisimdan olugsmustur:

1-Bes karbonlu bir seker olan deoksiriboz ve riboz (Sekil 1.16)

_5-
HOCH. OH
H 1 i H
OH I
Sekil 1.16. DNA’da bulunan 2-deoksiribozun kimyasal halka yapist (Klug ve Cumming,

2007).

2- Azot iceren ptirin ve pirimidin tiirevi bazlar (Sekil 1.17)

o o -
H_ H_ CH
ing in g IS Rt
A SR .
o [=) b3 o
|
Tirmin

Urasil Sitozin

MH, <
- -
| > | p:

L, ﬂ? N N S

Adenin Guanin

Sekil 1.17. DNA ve RNA’da bulunan pirimidin ve piirin tiirevi bazlarinin kimyasal yapilari
(Klug ve Cumming, 2007).
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3-Fosforik Asit ( H;PO, )

Biitiin niikleotidlerde seker ve fosfat aynidir. Niikleotidler arasindaki fark, bazlarin
farkli olmasindan ileri gelir. DNA’da sadece iki gesit piirin tiirevi baz bulunur;
Adenin (A) ve Guanin (G). Pirimidin tiirevi bazlarin sayisi biraz fazla olmakla
birlikte en fazla Sitozin (C) ve Timin (T) yer alir.

Niikleotitler, yap1 taslarim olusturan 6zel azot bazlarina gore (A,T,G,C ya da U)
adlandirilirlar. DNA’da T bulunurken, RNA’da bunun yerini U alir. DNA ve
RNA’daki niikleotitlerin isimlendirilmeleri bu bazlara gore diizenlenir (6rn. guanin
niikleotidi).

Niikleotidlerin yapisinda yer alan bilesiklerin kurduklar1 baglar son derece
Ozgilindiir. Sekerin C—1' atomu, azotlu bazla kimyasal bag yapar. Eger baz piirinse,
N-9 atomu sekere kovalent olarak baglanir. Eger baz pirimidin ise, N—1 atomu
sekerin C—1'" atomu ile bag yapar. Bir niikleotitte, fosfat grubu, sekerin C-3’ ya da
C-5" atomu ile baglanir. Sekil 1.18’de DNA’daki niikleotid yapis1 goriilmektedir.

Iki mononiikleotit arasinda kurulan bag yapisinda, iki sekere bagl fosfat grubu yer
alir. Olusan bag, fosfodiester bagidir ¢iinkii fosforik asit her iki taraftaki alkol grubu
(sekerdeki hidroksil grubu) ile ester bag yapmistir. Baglanma sirasinda pentozun 1
numarali karbon atomuna bazlardan biri tutunur. 3’ ve 5’ numarali karbon
atomlarindan her biri de iki komsu niikleotidin fosfat koklerinden birine baglanir
(Sekil 1.19).

DNA ipliginden 5’ numarali karbonlar hep ayn yone bakarken 3’ numarali karbon
atomlar1 da aksi yone bakar. Buna dayanarak bir DNA ipliginin bir ucuna 5’ ucu
digerine 3’ ucu adi verilmektedir. DNA’nin molekiil agirliginin 106-109 dalton
arasinda oldugu saptanmistir. Bu deger DNA’min ¢ok uzun bir poliniikleotit
zincirine sahip oldugunu gostermektedir (Klug ve Cumming, 2007).



34

5" ucu

Azotlu baz
o so D
TO—pP—O TH
T 2 O
o
Fosfat B
grubu Pentoz sekeri
Nukleotit

Sekil 1. 18. Primer yapidaki DNA niikleotiti (Klug ve Cumming, 2007).

1.4.2. DNA Molekiiliiniin Yapisi

J.D. Watson ve F.H.C. Crick, 1953 yilinda DNA iizerinde hicbir deney yapmamis
olmalarina kargin yapilan deneylerden yola ¢ikarak molekiiliin yapisini agiklamak
icin bir model 6ne siirdiiler. Watson ve Crick’in DNA modelini olustururken kabul

ettikleri varsayimlar asagida siralanmistir:

1- Her DNA molekiilii, bir merkez ekseni etrafinda bir cift heliks (iplik¢ik
olusturacak) sekilde birbirlerine zit yonlerde giden iki uzun polinukleotid

zincirinden yapilmistir.

2- Her bir niikleosid (seker ve fosfat bilesikleri), poliniikleotid zincirine dikey olan

bir diizlemde bulunur.
3- Baz ciftleri iki zincir arasinda bulunur ve hidrojen baglar1 araciligi ile baglanir.

4- iki zincir ¢ok zel olarak birbiriyle birlesir (A-T, C-G, T-A, G-C). Primer yapi;
DNA deoksiniikleotidlerin 5'-3" yerlerinden birbirine baglanmasiyla

olusmus biiylik polimerlerdir. Sekonder yapida, uygun pirimidin ve piirin bazlan
hidrojen baglar ile birbirine baglanarak eslesirler. Sekonder yapimin olusumunda
baz eslesmeleri en biiyiik etmen olup bu eslesmeler oldukga 6zeldir. A=T ve G=C

baz eslesmesi; baz eslenikligi (tamamlayiciligi, komplementeri) kavramimin
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temelidir. Bazlar arasindaki hidrojen bagi ile azotlu bazlar iplik¢igin i¢inde hemen
hemen yatay bigimde istiflenerek su ile temas etmezler buna karsin seker-fosfat
iskeletinin su ile temas1 bulunmaktadir.

DNA’nin i¢inde bulundugu ortamin pH degeri degistirilirse ya da ortamin sicakligi
artirtlirsa bazlar arasindaki hidrojen baglar etkilenerek cift iplikcik yapr agilabilir.
Seker tiniteleri arasindaki fosfodiester baglarn ise hafif degisikliklerden
etkilenmezler. Heliks yapisinin yarisinin agildigi sicakliga, DNA’nin erime derecesi
(Tm), DNA zZincirinin tamamuyla agilarak ¢ift heliks yapisinin tamamiyla
bozulmasina ‘’denatiirasyon’’ denir. G ve C arasinda ii¢, A ve T arasinda iki
hidrojen bagi bulundugundan yiiksek derisimde G ve C tastyan DNA digerlerine
gore daha yiiksek sicakliklarda denatiire olur. Ilimli kosullarda birbirinden ayrilan
DNA zincirleri kosullar eskiye dondiigiinde tekrar eski haline doniisebilir; bu islem,
“renatiirasyon” olarak adlandirilir. Tersiyer yapida 2 DNA iplik¢igi uzayda sag
iplikeik sekilde biikiilmiistiir. Cift iplikli zincirdeda biri kiigiik digeri biiyiik olmak
tizere iki zincir adim vardir. Biiylik zincir adimi 3.4 nm’dir ve 10 deoksiniikleotit
igerir. Sekil 1.19°de DNA’nin ¢ift sarmal yapis1 gosterilmistir.

Hidrojen Baglan
OH

o~ o

Sekil 1. 19. DNA ¢ift sarmal yapis1 (Klug ve Cumming, 2007).

Cift iplik¢ik seklindeki molekiiliin bir zinciri 5' — 3' yoniine dogru, digeri ise 3' —
5" yoniine dogru oldugu i¢in ters yonde paraleldir. Heliks iginde, iki zincirin
arasindaki li¢ boyutlu sistemdeki iliski, biiyiik oluk (major) ve kiigiik oluk (minér)
olusturmak seklindedir. DNA’nin baslica ii¢ degisik sekli vardir. A, B ve Z olarak
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adlandirilan bu tiirlerin ¢ift iplik¢ik yapilarinda farkliliklar mevcuttur. DNA
heliksinin en sik rastlanan formu klasik B seklidir (Dervan, 1998; Klug ve
Cumming, 2007; Sinden, 1994).

1.4.3. Niikleik Asit Hibritlesmesi

Birbirini tamamlayan bazlarin (A-T, G-C) arasinda olugan hidrojen baglar1 yoluyla
niikleik asit molekiillerinin ikisinin 6zel birlesmesine “hibritlesme (melezleme)”
denir. Diger bir deyisle; niikleik asit hibridizasyonu, baz giftlerinin 6zel hibritlesme
kosullarina bagli olarak kararli bir dubleks molekiil olusturmasidir. Hibritlesmede
tekrar bir araya gelen tek zincirlerin ayn1 niikleik asitten kaynaklanma zorunlulugu
olmadigi gibi DNA-RNA hibridizasyonu da gergeklesebilir. Sekil 1.20°de DNA-
RNA hibritlesmesi gosterilmistir. Hibritlesme olaymin dikkatli kontrolii igin
asagidaki degiskenlerin en iyi kosullar1 saptanmalidir.

* Tuz derigimi

* Sicaklik

* Vizkozite

* Katalizorler

* Hibritlesme zamani

* Baz bilegimi

* DNA dizisinin uzunlugu
* Ortamun pH degeri

Bu degiskenlere dikkat edilmemesi bir ya da daha fazla bazin yanlis eslesmelerine
(mismatch) neden olacak ve zayif hibridizasyon gerceklesecektir (Bej, 1996).
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Sekil 1. 20. Niikleik asit hibritlesmesi (Bej, 1996).

1.4.4. Iinterkalasyon
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Diizlemsel bir halka sistemine sahip olan bazi maddeler, DNA baz ciftleri arasina
girerek, giiclii bir sekilde baglanirlar (Bertino, 1992). Bu olaya “’interkalasyon’’
denir (Sekil 1.21). Maddenin yapisina bagh olarak, bu etkilesim tersinir ya da
tersinmez sekilde gerceklesebilir (Walkelin vd., 1976). interkalasyon, DNA' da
zincir kirilmasma yol acarak DNA senteziyle birlikte DNA’ya bagimli RNA
sentezini de bozmaktadir. Interkale olabilen bazi ilaglarin etki mekanizmalar1 bu

sekilde aciklanmaktadir (Giilmez, 2005).

Sekil 1. 21. Interkalasyon (Giilmez, 2005).
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1.5. DNA Biyosensorleri

DNA biosensorleri, bir c¢evirici sistem ile niikleik asit tamima tabakasinin
birlestirilmesine dayamir. Biitiin biosensorlerde oldugu gibi aletsel diizenek en
azindan molekiiler bir tanima tabakasi, sinyal gevirici ve uygun bir okuyucu
sistemden meydana gelir. Alisagelmis bir tasarima gore; tek iplik¢ik prob (baz dizisi
belli oligoniikleotid) dizisi tamima tabakasina (elektrot, kristal, ¢ip) immobilize
edilir, tanima tabakasinda baz cifti etkilesimi ile yiizeyde hedef DNA dizisi
olusturulur (Drummond vd., 2003).

Genelde hedef, DNA tanima yiizeyine tutturulur, hibritlesme sonucu olusan elektrik
sinyalinden yararlanilarak analiz yapilir. DNA hibridizasyon biosensdrleri genelde
tek iplik¢ik bir oligoniikleotid probunun g¢evirici ylizeye immobilizasyonu temeline
dayanir. Burada amag, hibritlesme ile hedef dizisinin belirlenmesidir (Tomschik vd.,
1999; Molinier-Jumel vd., 1978).

DNA ve diger molekiillerin arasindaki etkilesim, in-vivo DNA’nin transkripsiyonu
ve replikasyonu, genlerin ve tiirlerin mutasyonu, bazt DNA’ya hedeflenmis ilaglarin
mekanizmalari, bazi hastaliklarin tayini, bazi sentetik kimyasal niikleazlarin hareket
mekanizmalarinin agiklanmasi agisindan ¢ok 6nemli bir konudur. Molekiiler biyoloji
ve biyoteknolojide son yillarda goriilen gelismeler, DNA’ya dayali elektrokimyasal
biyosensorler i¢in olduk¢a dnemlidir. Antikor ve enzimlerden farkli olan niikleik asit
tanima tabakasi, ¢ok kararl olan, kolaylikla olusturulabilen ve tekrar kullanim igin
yenilenebilen bir tabakadir (Brett vd., 1998; Steinbach ve Hurtubise , 2000; Ozsdz
vd., 2002; Wang vd., 2005).

1.5.1. DNA Biyosensorlerinde DNA ya da Prob Dizilerinin Elektrot Yiizeyine
Immobilize Edilme (Tutturulma) Yollar

Elektrokimyasal DNA biyosensorlerinin gelistirilmesindeki temel asamalardan birisi
prob olarak kullanilacak DNA parcasinin elektrot yiizeyine saglam sekilde
tutturulmas1 basamagidir. Eger yilizeye probun en kolay ve saglam sekilde
tutturulmasi saglanirsa, bu probun daha sonra hedefi ile hibritlesmesi daha kolay
olacak ve olusan hibritin ¢esitli fiziksel ya da kimyasal etkenlerden etkilenip
ylizeyden kopmasi gibi olumsuz etkiler de ortadan kalkacaktir.
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Elektrot yiizeyine DNA baglama (modifikasyon, immobilizasyon, tutturma)
teknikleri:

1-Elektrostatik baglanma
2-Kovalent baglanma (altin elektrotlar ve karbon elektrotlar igin)

3-Tiyol (-SH) grubu ile isaretli oligoniikleotitin altin elektrod yiizeyine afinitesi
nedeniyle tutturulmasi

Elektrostatik baglanmada; elektrot yiizeyine pozitif gerilim uygulanmasi, negatif
yiiklii fosfat omurgasina sahip olan DNA’nin ylizeye elektriksel ¢ekim kuvvetleri

sayesinde tutunmasin saglar.

Kovalent baglanmada, altin elektrotlar (tek kullanimlik perde baskili altin
elektrodlar da olmak {iizere) ve altin nanopartikiiller i¢in ilk olarak 3-
merkaptopropiyonik asit ya da | sistein ile —SH gruplarinin elektrot yiizeyine
tutunmasi saglanir. Burada —SH gruplarinin altin metaline olan giiglii afinitesinden
yararlanilir. Daha sonra N-hidroksisiiksinimit (NHS) ve etil karbodiimit (EDC) gibi
kovalent ajanlar kullanilarak -NH; grubu ile isaretli probun yiizeyde giiclii sekilde
tutunmasina olanak saglayan zemin olusturulur (Sekil 1.22). Bu yontem, 6zellikle de

altin elektrot icin 6zel olan yiizey kaplama yontemidir.

Ayrica bu teknikle propiyonik asit gibi gruplar sayesinde DNA, elektrot yiizeyine
dikey olarak diizenli sekilde tutturuldugu igin hibritlesme c¢ok daha rahat
gergeklesmektedir. Elektrot yiizeyinde diizenli bir tabakalanma olusturulmaktadir.

HyC.
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Sekil 1.22. Altin elektrot ylizeylerinde kimyasal ajanlarla kovalent baglanma (Giilmez,
2005).
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Eger elektrot olarak altin degil de cesitli karbon (grafit) elektrodlar kullanilirsa bu
durumda 3-merkaptopropiyonik asit gibi bir ajana gereksinim duyulmamaktadir
(Sekil 1.23).

Sadece kovalent ajanlarla yapilan kaplamada -NH, grubu ile isaretli prob yiizeye
dogrudan giiglii sekilde baglanmaktadir (Coulet, 1991; Erdem ve Ozsoz, 2001,
Giilmez, 2005).
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Sekil 1.23. Grafit elektrot yiizeyinde kovalent ajanlarla yapilan NH, grubu ile isaretli DNA
probu modifikasyonu (Giilmez, 2005).

1.5.2. DNA Biyosensorleriyle Dizi Algilama Ydéntemleri

Cesitli  yontemlerle biyolojik oOrneklerden 06zgiin DNA dizisinin saptanmasi,
molekiiler tip alanda ¢ok Oonemlidir (Thayer, 1999). Hastalik tanisinda insan, viriis
ve bakteri baz diziliminin tayini ile pek c¢ok kalitsal hastaliklara neden olan
mutasyonlar artik saptanabilmektedir. Hibritlesme tayinlerinde kullanilan gesitli
immiinokimyasal ve voltametrik yoOntemler karsilagtirildiginda voltametrik
yontemlerin daha hizli yanit verdigi gozlenir; ancak biiyiik miktarlarda bir seri 6rnek
analizlenecekse iyi bir otomosyana sahip EIA (Enzyme Immuno Assay) gibi
immiinokimyasal tekniklerin kullanilmasi daha uygun olmaktadir (Palecek, 1996).
Diziye 6zgli DNA biyosensorleri, bir ¢cevrim sistemi ile beraber DNA probundan
olusmustur. DNA biyosensorlerin esasi, DNA bazlarmin hibridizasyonuna dayanir
(Herne ve Tarlov, 1997; Wang vd, 1998a). Elektrokimyasal DNA biyosensorleri,
aranan hedef dizinin karsilig1 olan 20—40 baz gibi kisa bir baz dizilimine sahip olan
sentetik tek iplik¢ikli DNA (ssDNA) oligomerin (ya da ‘prob’ olarak isimlendirilir),
elektrot ylizeyine baglanmasina dayanmaktadir. Hedefi igeren bir 6rnek ¢ozeltisine
sensOriin uygulanmasi ile elektrot yiizeyinde hibrit olusur. FElektrokimyasal
Ol¢ciimlerde elektrot yiizeyinde olusan hibrit, iki yontemle tayin edilir; bunlardan ilki
bir elektroaktif indikator araciligiyla (6rn. bir redoksaktif katyonik metal kompleksi)
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yapilan tayindir. Bu yontemde yiizeyinde hibrit olusan elektrot, indikatdrii iceren
¢ozeltiye daldirilir ve indikatoriin hibrite baglanma diizeyi belirlenir (Del Pozo ve
ark., 2005; Millan ve Mikkelsen, 1993; Kadayifcilar, 2003). Diger yontem ise DNA
bazlarindan elektroaktif olan Guanin bazimin +1.0 V’da verdigi yiikseltgenme
sinyalinin farklilanmasindan yola ¢ikilarak yapilan tayindir (Brett vd., 2000; Wang
vd., 1998).

1.5.2.1 Indikatére dayall DNA dizi algilama yontemleri

Indikatére dayali DNA dizi algilanmasi, ya DNA’ya interkale olabilen (metal
kompleksleri, antibiyotikler) ya da DNA dizisindeki bazlarla 6zgiin olarak etkilesen
(Meldola mavisi, Ru(bpy)s**, vb.) elektroaktif maddeler (indikatér) ile tayin
edilebilmektedir. Elektrokimyasal c¢eviriciler, hibritlesme olayini analitik sinyale
cevirmede etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Elektrot yiizeyinde olusan hibrit ile
etkilesen indikatoriin neden oldugu artan ya da azalan elektrokimyasal yanit,
hibridizasyonun tayinine yonelik bir sinyal olarak kullanilir.

Elektroaktif bir maddenin, indikator olarak kullanilabilmesi igin ssDNA (tek
iplikcik) ve dsDNA (gift iplikcik) ile etkilesimi sonucu alinan yanitlar arasinda
anlamlt bir fark olmasi gerekmektedir. Ru(Il), Co(IlI), Os(II), Os(IV)‘ iin 1,10-
fenantrolin ve 2,2°-piridin kelatlar1 hibridizasyon indikatorii olarak siklikla
kullanilan maddelerdir (Kadayifcilar, 2003).

Interkalator madde ile DNA dizi aleilama yontemi: 1nterkalasyon; bir maddenin
DNA cift iplik¢ikli arasina girip birikmesidir. Bu durumda; Sekil 1.24°te gozlendigi
gibi; dsDNA ile etkilesimden sonra alinan madde sinyali maddenin birikmesinden

ssDNA ile etkilesimden sonra alinan madde sinyaline gore oldukca yiiksektir.
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Tek Sarmal DNA (prob) Cift Sarmal DNA (prob)
( ELEKTROT ) C ELEKTROT

Interkalator bir
hibridizasyon indikatoru
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———— Sinyal

Sekil 1.24. Interkalatér bir hibridizasyon indikatorii ile DNA dizi algilanmasi
(Kadayifeilar, 2003).

DNA bazlarimin en az biriyle etkilesen bir indikator ile DNA dizi algilama yontemi:
Hibridizasyon indikatdrii olarak kullanilan madde DNA’nin bazlarindan biriyle
(6zellikle Guanin) etkilesiyor olabilir. Bu durumda; Sekil 1.25°te gbzlendigi gibi;
ssDNA’da alinan madde sinyali (bazlarin agikta olmasi nedeniyle), hibridizasyondan

sonra olusan dsDNA’da (bazlar kapali oldugundan) alinan madde sinyaline oranla
oldukga yiiksektir. (Kadayifgilar, 2003).
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Sekil 1.25. DNA bazlarindan biriyle etkilesen bir hibridizasyon indikatorii ile DNA dizi
algilanmasi (Kadayifgilar, 2003).

1.5.2.2. indikatorsiiz DNA dizi algilama yontemleri

Elektrot ylizeyine tutturulan tek iplik¢ik prob diziye (ssDNA) ait guaninlerin
verdigielektrokimyasal yanit ile probun komplementeriyle birlesmesinden sonra
olusan c¢ift iplikgik DNA’ya ait guaninlerden alinan elektrokimyasal yanit arasinda
Sekil 1.26’de gozlendigi gibi 6nemli bir farklilanma vardir. Bu farklilanma
hibridizasyonun tayinine yonelik bir sinyal olarak kullanilir.
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Tek Sarmal DNA (prob) Cift Sarmal DNA (prob)
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Sekil 1.26. Indikatorsiiz DNA dizi algilama yontemi (Kadayifeilar, 2003).

Guanin ve adenine ait yiikseltgenme semalari sekil 1.27 ve 1.28’de verilmistir.

(o)
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Guanin 8- oxo-guamn

Sekil 1.27. Guanin bazinin yiikseltgenmesi (Kadayifcilar, 2003).
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Sekil 1.28. Adenin bazinin yiikseltgenmesi (Kadayif¢ilar, 2003).
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2. KAYNAK OZETLERI

Elektrokimyasal biyosensorler, kolay hazirlanmasi, hizli yanit vermesi, ¢ok az
miktarda numuneyle bile 6l¢iim yapilabilmesi gibi avantajlari nedeniyle son yillarda
ozellikle DNA biyosesnorlerinin ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmasina neden
olmustur. Elektrot yiizeyinin c¢esitli malzemelerle modifikasyonu, gerek yiizey
alanin biiyiitmek, gerek spesifik baglanmalar1 saglamak, gerekse elektrokimyasal
reaksiyonlar1 katalizlemesi nedeniyle giin gectikge daha yaygin kullanim alam
bulmaktadir. Modifiye elektrotlarla DNA hybridizasyonuna dayali ¢aligmalar kisaca
Ozetlenmis ve ayrica tablo halinde verilmistir.

Kuralay ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada, kalem grafit elektrot yiizeyi
polivinilferrosenyum ile modifiye edilmis ve bu modifiye elektrot DNA
hibridizasyonun elektrokimyasal tayininde kullanilmistir (Kuralay vd. 2009).

Muti ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen benzer bir calismada kalayoksit
nanopartikiilleri (SNP) ile desteklenmis polivinil ferrosen modifiye tek kullanimlik
elektrotlar DNA hibridizasyonunun elektrokimyasal tayininde kullanilmistir (Muti
vd,. 2010)

Tek kullanimlik kalem grafit elektrotlarin grafen (GRP) ile modifiye edildigi diger
calismada kalem grafit elektrot ile camsi karbon elektrot yiizeyinde DNA
hibridizasyonunun elektrokimyasal tayini gerceklestirlmis ve elde edilen sonuglar
her iki elektrot agisindan karsilastirilmistir (Muti vd., 2011).

Muti ve arkadaglart DNA hibridizasyonuna dayali bir diger ¢aligmasinda tek duvarli
karbon nanotiip tutuklanmis polivinil ferrosen modifiye tek kullanimlik kalem grafit
elektrotlar etiketsiz DNA hibridizasyon tayininde kullanmiglardir (Muti vd., 2012).

Diazonyum ile modifiye edilmis elektrot yiizeyinde DNA hibridizasyonunun tayin
edildigi bir bagka calisma Mashhadizadeh ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir.
Altin elektrot 6nce 5-amino-2-mercapto-1, 3, 4-thiadiazol (AMT) iceren ¢Ozeltiye
daldirilmak suretiyle elektrot yiizeyinde kendiliginden biriktirilmistir. Sonra basit
diazonizasyon reaksiyonu ile diazonyum modifiye -elektrot elde edilmistir.
Elektodun DNA hibridizasyon tayininde kullanilabilirliginin arastirildigi ¢aligmada,
dogrusal ¢alisma derisim araligi 7.9x10'-1.2x10"mol/L olarak bildirilmis, tayin
smirt ise 1.4x10™ mol/L olarak hesaplanmustir (Mashhadizadeh vd., 2013).
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Camsi1 karbon elektrodun poli(5-amino-2-merkapto-1,3,4-tiadiazol) (PAMT) ile
modifiye edildigi bir baska calismada ila¢ maddesi nitrofurantoin ile ¢ift sarmal
DNA arasindaki etkilesim incelenmistir. Modifiye elektrot ylizeyinde nitrofurantoin
ile dsDNA arasindaki etkilesim diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak
incelenmis ayrica elektrotlarin elektrokimyasal karakterizasyonu, elektrokimyasal
empedans spektrometri (EIS) teknigi ile karakterize edilmistir (Aydogdu vd., 2014).

Ferreira ve arkadaglar grafit elektrot yiizeyini elektropolimerizasyon yoluyla poli 3-
hidroksibenzoik asid ile modifiye ettikleri calismada modifikasyon kosullarin
optimize ettikten sonra elde edilen yiizeyi DNA hibridizasyon tayininde
kullanmiglardir (Ferreira vd., 2014).

Iletken polimer ve iyonik sivi ile modifiye edilerek hazirlanan kompozit elektrot
yiizeyinde DNA hibridizasyonunun tayin edildigi bir bagka ¢aligma Diilgerbaki ve
arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilmistir. Iyonik sivi igeren ortamda poli alkil
dioksi tiyofen ile modifiye edilmis fluorene katkili kalay oksit kapli cam elektrot
yiizeyi modifiye edilmis, sdz konusu yiizeyin biyoalgilama yetenegi literatiirdeki
diger galismalarla kiyaslanmistir (Dulgerbaki vd. 2014).

Elektrokimyasal olarak polimerlestirilmis Eriochrome Black T ile modifiye edilmis
camst karbon elektrot yiizeyinde DNA hibridizasyonunu tayin ettikleri ¢alismada
Wang ve arkadaslar1 sensoriin tayin sinirini 0.11 fM olarak bulmuslar ve c¢alisma
dogrusal derigim araligin1 5.0 fM- 5.0 pM olarak bildirmislerdir (Wang vd., 2014).

Zhu ve arkadaslarimin DNA hibridizasyonunun elektrokimyasal tayini igin
geligtirdikleri bizmut siilfit (Bi,Ss) nano malzeme ile desteklenmis polianilin
modifiye iyonik s1vi karbon pasta elektrotlar DNA hibridizasyonunun impedimetrik
tayini i¢in kullanilmigtir (Zhu vd., 2015).

Molekiil baskil1 polimer modifiye karbon pasta elektrodun DNA hibridizasyonunda
kullanildigr bir diger calismada, metilen mavisi baskilanmig polimer modifiye
elektrot yiizeyine, MB geri baglanmig ve katyonik boya olmasi nedeniyle pozitif
yikli olan MB ile fosfat gruplari nedeniyle negatif yiikli DNA arasindaki
elektrostatik etkilesimle DNA elektrot ylizeyine immobilize edilmistir. Elde edilen
sensOr, DNA hibridizasyonunda kullanilmig, sensoriin kendi tamamlayicisi olan
hedef DNA dizisine yiiksek se¢imlilikle baglandig: bildirilmistir (Muti vd., 2015)
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Cizelge 2.1. Modifiye elektrotlarla DAN hibridizasyonuna dayali yapilmis

calismalar
Elektrot Modifikasyon Analit Teknik Literatiir
@ +(2) DNA CV(3), Kuralay vd.,
PGE (PVF) Hibridizasyonu | DPV® 2009)
PGE PVF*-SNP® _ DNA DPV, EIS® | Muti vd., 2010
Hibridizasyonu
PGE, GCE® GRP® y DNA DPV,EIS | Muti vd., 2011
ibridizasyonu
PGE PVF'-SWCNT® Hi DNA DPV, EIS | Mutivd., 2012
ibridizasyonu
(10) 1) DNA CV, DPV, | Mashhadizadeh
AUE AMT Hibridizasyonu EIS vd., 2013
a2 DNA CV,DPV, | Aydogdu vd.,
GCE (PAMT) Hibridizasyonu EIS 2014)
DNA Ferreira vd.
_ (13) )
GCE Poly 3-HBA Hibridizasyonu CV, PV 2014
Fliioren kalay PProDOT"?
. Me,- DNA Dulgerbaki vd.,
Oﬁz”h(gg) PProDOT®® | Hibridizasyonu | 2014
p Et,-PProDOT®
an DNA CV, DPV, Wang vd.,
GCE PEBT Hibridizasyonu EIS 2014
PANI®®)/ DNA
GCE Bi,S, Hibridizasyonu CV, EIS Zhu vd., 2015
cpgao | MB®imprinted | DNA DPV | Muti vd., 2015
polymer Hibridizasyonu B

1: Kalem grafit elektrod 2: Polivinilferronsiyum 3: Donistimlii voltametri 4: Diferansiyel puls
voltametri 5: Kalayoksit nanopartikiil 6: Elektrokimyasal Empedans Spektrometri 7: Camst karbon
elektrod 8: Grafen 9: Tek duvarli karbon nanotiip 10: Altin elektrot 11: 5-amino-2-merkapto-1,3,4-
tiadiazol 12: poli 5-amino-2-merkapto-1,3,4-tiadiazol 13: Hidroksibenzoik asit 14: Poly (3,4-

propylenedioxythiophene)  15:

poly(3,4-dimethylpropylenedioxythiophene) 16:

poly(3,4-

diethylpropylenedioxythiophene) 17: Poli Eriochrome Black T 18: Poli anilin 19: Karbon pasta
elektrot 20: Metilen mavisi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan Kimyasal Marka
5-amino 1,3,4-tiyadiazol 2-tiyol (AMT) Sigma-Aldrich
Potasyum hegza siyano ferrat ( K4[Fe(CN)g]) Sigma-Aldrich
Potasyum hegza siyano ferrit ( Ks[Fe(CNg]) Sigma-Aldrich
Silfirik Asit ( H,SO, ) Merck

Tris (hidroksimetil) aminometan hidrokloriir (C4H;,CINO3) Sigma-Aldrich
Asetik Asit (%99-100) (CH;COOH) Merck
Sodyum hidroksit (Na(OH)) Merck

3.2. Deneyde Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihaz Uretici Firma

Ivium Compact Stat Ivium Technologies B.V.
(Elektrokimyasal analizor)

Ultra saf su cihazi LABCONCO WaterPro PS

Ag/AQCI referans elektrot BASI

Pt karsit elektrot BASI

Vorteks Classic, Velp Scientifica

Manyetik karistirict MS 3000 serisi, Misung Scientific Co.
Sonikator Bandelin Sonorex

pH metre Orion

3.3. Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.3.1. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi

5-amino 1,3.4-tiyadiazol 2-tiyol (AMT): Giinlik olarak 1 mM derisiminde
hazirlandi. 0.133 g AMT, 10 mL 0.5 M fosfat tamponu igerisinde (PBS) 30 dakika
sonikatorde bekletilerek ¢oziildii.

Stok Oligoniikleotid Cozeltileri: Sentetik oligoniikleotidler TIB MOLBIOL
(Almanya) firmasindan satin alindi. Bu ¢alismada Hepatit B viriisiinii (HBV) temsil
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eden prob dizisi kullanilmistir. S6z konusu bu prob dizileri daha &nce
hibridizasyonla ilgili yapilan ¢aligmalarda (Erdem vd., 2005) oldugu gibi HBV’yi
temsil eden gen haritasindan segildi ve guanin bazi i¢ermeyen prob dizisinin
kullanilmasi, indikatorsiiz hibridizasyon tayinini saglamasi agisindan ¢alismamiza

onemli bir avantaj kazandirdu.
Oligoniikleotidlerin baz dizilimi asagidaki gibidir:
V' Tiyol isaretli poly adenin DNA: (21 baz; poly A):
5’- SH —(CH)s —~AAA AAA AAA AAA AAA AAA-3°

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

5’ —SH —(CH,)s -AAT ACC ACATCATCC ATATA-3’
v" Hedef DNA (20 baz):
5’ —TAT ATggAT gAT gTggTATT-3"
v’ Tek-bazi farkl dizi (mismatch) (20-baz; MM):
5’ —TAT cTg gAT gAT gTg gTATT-3’
v' Rastgele dizi (Noncomplementary) (23-baz; NC):
5’-AAT ACC TgT ATT CCT CgC CTg TC-3°

DNA stok ¢ozeltileri 500 pg/mL olacak sekilde Tris-EDTA (10 mM Tris-HClI,
1mM EDTA, pH:8.00; TE) tampon ¢ozeltisi iginde hazirlandi. Stok
¢ozeltiler -20°C’de saklandi.

Tiim prob DNA ¢ozeltisi seyreltmeleri 20 mM NaCl igeren 0.5 M asetat tampon
cozeltisinde (pH:4.80; ABS) yapildi.

Hedef — NC - MM DNA seyreltmeleri ise 20 mM NaCl igeren 0.02 M Tris HCI
tampon ¢ozeltisi (pH:7.0, TBS) i¢inde yapildi.
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3.3.2. Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

0.5 M Asetat (ABS) tampon cozeltisi:

Kullanilan 0.50 M asetat tampon ¢ozeltisi litresinde 28.9 mL asetik asit ve 1.168 g
NaCl (0.02 mol) igermektedir. Asetat tamponunun olusturulmasi ve c¢ozeltinin
pH’siin 4.8 degerine ayarlanmasi 0.1 N NaOH ilavesiyle pH metre ile dlgiilerek
gergeklestirildi.

0.5 M Fosfat (PBS) tampon ¢ozeltisi:

Kullanilan 0.5 M PBS litresinde 1.36g KH,PO,, 6.96g K,HPO, ve 1.168g NaCl
icermektedir. Cozeltinin pH’s1 gerektiginde 1N NaOH ya da IN HCI ilavesiyle pH
metre kullanilarak pH 7.4 e ayarlandi.

10 mM TRIS-EDTA Oligo stok ¢ozeltisi:

Tris-EDTA oligo stok ¢6zeltisi 50 mL’sinde 0.0788g (78.8 mg) Tris-HCI (Trisma
Hidrokloriir) ve 0.01869 (18.6 mg) EDTA igermektedir. pH metre ile gerektiginde
0.1 N HClyada 0.1 N NaOH ilavesiyle pH 8.0 e ayarland:.

0.02 M Tris-HCI tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi (TBS)

Kullanilan 0.02 M Tris HCI tampon ¢ozeltisi, litresinde 3.152 g Trizma HCI ve
1.168 g NaCl (0.02 mol) icermektedir. Cozeltinin pH’sinin 7.0 degerine ayarlanmasi
0.1 N NaOH ve /veya 0.1 N HCl ilavesiyle pH metre ile dlgiilerek gerceklestirildi.

3.3.3. Redoks Cozeltisinin Hazirlanmasi

Empedans 6l¢iimlerinde kullanilan redoks ¢ozeltisi, litresinde 0.822 g KzFe(CN)g,
1.040 g K4Fe(CN)g ve 7.45 g KCl igerecek sekilde ultra saf suda hazirlandi.

3.4. Voltametrik Ol¢iimler

Tim elektrokimyasal oOl¢iimlerde Tiglii elektrot sistemi kullanilmigtir. Calisma
elektrodu olarak kalem grafit elektrot (Tombow ug), referans elektrot olarak
Ag/AgCl elektrot, yardimci elektrot olarak ise platin tel kullanilmigtir. Tim
voltametrik olgtimler ABS (0.5 M pH:4.8) icinde, elektrokimyasal empedans
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spektrometri Slgiimleri ise 0.1 M KCl igeren 2.5 mM Fe(CN)s*™ (1:1) karisinu
icinde Faraday kafesinde gerceklestirilmistir.

Cevrimli Voltametri (CV) Kosullari:

Ebaslanglg:
E(;evrim

ESOH

Eadlm

Tarama hiz1

Diferansiyel Puls Voltametri (DPV) Kosullar:.

:-0.400 V

:1.700 V

:-0.400 V

:5mVv

1100 mV/s

Ebaslanglc

ESOH

Puls siiresi
Puls genligi
Eadlm

Tarama hizi

3.5. Deneylerde Kullanilan Calisma Elektrotlarin Hazirlanmasi
3.5.1. Kullanilan Kalem Grafit Elektrodun (PGE) Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan kalem grafit elektrot, Live firmasindan satin

:0.000 V

1,500 V

150 ms

150 mV

:5mV

: 50 mV/s

alindi.

(Tombow, HB, 0.5 mm). Elektrotlar Tombo marka kalem uglarmin 3.0 cm

boyutunda kesilmesiyle hazirlandi (Ozséz vd.,

2002; Wang vd.,

2001)

Elektrokimyasal hiicre igerisinde 1.0 cm kalacak sekilde kalem igerisine yerlestirildi.
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3.5.2. Elektrotlarin AMT ile Modifikasyonu
3.5.2.1. Elektrot modifikasyonunda dongii sayisinin optimizasyonu

Yiizeyi modifiye edilmemis yalin elektrotlar 0.1 M H,SO, iceren 1mM AMT
¢ozeltisi igerisinde -0,4 ile +1,7 V potansiyel araliginda, 50 mV/s tarama hizinda,
farkli dongti sayilar1 (5, 10, 15) uygulanarak doniisimlii voltammetri teknigi ile
modifiye edildi. Farkli dongii sayilar1 uygulanarak kaplanmig olan elektrotlarin
elektron transfer direncindeki degisim elektrokimyasal empedans spektrometri (EIS)
teknigi kullanilarak olgiildii. Ayrica farkli dongli sayilart uygulanarak kaplanmis
elektrotlarin yiizeyine poli-Adenin DNA immoblize edilerek adenin yiikseltgenme
sinyalleri diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak olgiildi. Dontstimli
voltametri tekniginde tarama hizi, daha onceki caligmada optimize edildigi sekilde
100 mV/s olarak uygulandi (Muti vd. 2013)

3.6. Poli-AMT ile Modifiye Edilmis Elektrot Yiizeyine DNA
Immobilizasyonu

3.6.1. Modifiye Sensor ile Yalimn Sensoriim DNA Sinyali Acisindan
Karsilastirilmasi

Yiizeyi modifiye edilmemis (yalm) ve poli-AMT ile modifiye edilmis PGE’ler,
8 nug/mL tiyol (SH) isaretli DNA (poli adenin) ¢ozeltisi iceren viyallere daldirildi ve
pasif adsorbsiyon yontemine gore bu viyaller iginde 1 saat siireyle bekletildi. Daha
sonra, PGE’ler spesifik olmayan adsorbsiyonun uzaklastirilmas: i¢in 10 saniye
boyunca ABS ile yikandi. DNA yanitlari, adenin yiikseltgenme sinyali diferansiyel
puls voltametri teknigi kullanilarak olgiildii ve yalin ve poli-AMT modifiye

elektrotlar agisindan karsilastirildi.

3.6.2. Elektort Yiizeyine Immobilize Edilecek Optimum DNA Dersiminin
Saptanmasi

Yiizeyi poli-AMT ile modifiye edilmis PGE’ler farkli derisimlerde (1, 2, 4, 6, 8,
10 ug/mL) tiyol (SH) ile isaretli DNA ¢ozeltisine (poli-adenin) ¢ozeltisine 1 saat
stire ile daldirildi. 1 saatin sonunda elektrotlar 10 saniye boyunca asetat tampon
cozeltisine daldirilarak yikandi ve adenin yiikseltgenme sinyali DPV teknigi ile
Olcildii.



53

3.6.3. Modifiye Sensor ile Secimlilik Calismalar:

Poli-AMT PGE yiizeyine once 8 pg/mL guanin bazi igermeyen SH isaretli HBV
prob dizisi immobilize edildi. Elektrotlar 10 saniye ABS igerisine daldirilarak
yikand1 ve bu kez 8 pg/mL hedef DNA, bir bazi hedef diziden farkli olan dizi (MM)
ve rastgele DNA dizisi (NC)’ne yine 1 saat siire ile daldirildi. 1 ssatin sonunda
elektrotlar bu kez TBS ile yikanarak spesifik olmayan baglanmalar uzaklastirildi ve
elektrotlar 6l¢time hazir hale getirildi.

3.7. Poli-AMT ile Modifiye Edilmis PGE ile HBV-DNA
Hibridizasyonunun Elektrokimyasal Empedans Spektrometri
Teknigi ile incelenmesi

Kalem grafit elektrotlarin;

Yalin halde,

Poli-AMT ile modifikasyondan sonra,

Poli-AMT yiizeyine 8 pg/mL DNA immobilizasyonundan sonra,
Poli-AMT yiizeyinde prob DNA’nin;

8 ug/mL hedef DNA,

8 ug/mL MM ve

8 ug/mL NC ile

hibridizasyonundan sonra redoks ¢dzeltisi (0.1 M KCl igeren 2.5 mM Fe(CN)¢"/*
(1:1) karisimi) igerisinde elektron transferine kars1 gosterdikleri direng, agik devre
potansiyelinde (0.24 V) adim adim yukaridaki sirayla 6l¢iildii. Ayrica tiim empedans
caligmalarinda elektron transfer direnci (Rct)’lerin Ol¢iilmesinde kulanilan devre
modeli agagidaki sekilde gdsterilmistir.
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Sekil 3.1. EIS devre modeli

Yukaridaki sekilde;

Rs, ¢ozelti direncini,

Cq, DNA/ elektrot ara ylizeyindeki ara yiik kapasitansini,

Re, DNA/elektrolit ara yiizeyindeki yiik transfer direncini (Rct),

W: Elektrot yiizeyindeki kiitle transferinden kaynaklanan Warburg empedansini
gostermektedir.

3.8. Yalin ve Modifiye Elektrotlarin Spektroskopik Karakterizasyonu

3.8.1. AMT ile Modifiye Edilmis PGE Yiizeylerinin Taramali Elektron
Mikroskobu ile Karakterizasyonu

Yalin PGE, poli-AMT ile modifiye edilmis PGE ve yiizeyine DNA immobilize
edilmis PGE yiizeylerinin mikroskobik karakterizasyonu, alan emisyonu taramali
elektron mikroskobu ile (hizlandirma potansiyeli 5.0 KV) Izmir Yiiksek Teknoloji
Enstitiisi.  Malzeme Arastirma Merkezi’'nde wuzman personel tarafindan

gercgeklestirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. AMT’nin Elektrokimyasal Davramsinin Belirlenmesine liskin
Elde Edilen Bulgular

Elektrokimyasal davranigmin doniigiimlii voltametri teknigi ile belirlendigi
calismada AMT’nin 0.505 V, 0.775 V, 1.18 V ve 1.43 V’ta olmak {izere 4 adet
yiikseltgenme ve - 0.015 V’ta 1 adet indirgenme sinyali verdigi gézlenmistir.

400-
- 300
=2
E 200
= ——
100-
04 %ﬁi
-05 00 05 10 1.5
Potansiyel (V)

Sekil 4. 1. AMT’nin doniisiimlii voltamogrami

4.2. Yalin ve Modifiye Elektrotlarin Spektroskopik
Karakterizasyonuna iliskin Elde Edilen Bulgular

Yalin PGE, poli-AMT ile modifiye edilmis PGE ve yiizeyine DNA immobilize
edilmis PGE yiizeylerinin mikroskobik karakterizasyonu iki farkli biiylitme i¢in
500 (a, c, €) ve 2500 (b, d, f) sekil 4.2 de goriilmektedir. Modifiye olmamis
(yalin) PGE‘nin piiriizlii yiizeyi sekil 4.2 (a,b)’de goriilmektedir. Elektrot
yiizeyinin elektroaktif poli-AMT ile modifiye edildiginde (c,d) yalin elektroda
(a,b) kiyasla daha piiriizsiiz olmasi yiizeyin polimer film ile kaplanmasi
nedeniyledir. Ayrica poli-AMT ile modifiye edilmis yiizeyin (c,d) daha parlak
goriilmesi, elektrot yiizeyinin elektroaktif bir molekiil tarafindan modifiye
edildiginin bir kanit1 olarak gorilebilir. Poli-AMT ile modifiye edilmis elektrot
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yiizeylerindeki parlak goériintiiniin e ve f resimlerinde kaybolmasinin, ylizeye DNA
immobilize olmasi nedeniyle oldugu diistiniilebilir.

Sp P
0 2500x_“SE 53 TEMAMES "=

n  Det WD 50 gm AccV SpotMagn Det WD

AccV  Spot Mag |
5.00 kV 3.0 x SE 52 IYTEMAM 500kV30 2500x- SE 52 IYTEMAM

Sekil 4. 2. Yalin PGE (a,b), poli-AMT PGE (c,d) ve DNA immobilize edilmis poli-AMT
PGE’ye (e,f) ait SEM fotograflari. 500 biiyiitme (a,c,e) ve 2500 biiyiitme (b,d,f).

4.3. Yiizeyi AMT ile Modifiye Edilmis PGE Yiizeyinde DNA Tayini

4.3.1. Poli-AMT PGE ile Yalin PGE’nin Adenin Yiikseltgenme Sinyalleri
Agisindan Karsilagtirilmasi

Yiizeyine 20 pg/mL DNA ¢ozeltisi (SH isaretli poli adenin) immobilize edilmig
Yalin-PGE ve poli-AMT ile modifiye edilmis PGE’lerin adenin yiikseltgenme
sinyalleri 0.5 M ABS tamponunda 6l¢iildi. Yiizeyi poli-AMT ile modifiye edilmis
elektrotla (14.3 pA, RSD=%11.5) yalin elektrota (7.02 pA, RSD=%21.1) kiyasla 2
kat yiiksek adenin sinyali elde edildi.
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Sekil 4.3. Poli-AMT PGE ile yalin PGE’nin Adenin yiikseltgenme sinyalleri agisindan
kargilagtirilmasi,  Adenin yiikseltgenme sinyaline ait A) diferansiyel puls

voltamogrami ve B) histogram
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4.3.2. Elektrot Modifikasyonunda Doéngii Sayisiiin Optimize Edilmesine
iliskin Elde Edilen Bulgular

Elektrot ylizeyini poli-AMT ile modifiye etmede doniisiimlii voltametri teknigi
kullanildi. Elektrot yiizeyini en yiiksek miktar ve kararlilikta poli-AMT film ile
kaplamak i¢in uygulanacak dongii sayisini belirlemek amaciyla, 5, 10 ve 15 dongi
uygulanarak kaplanan elektrotlarin elektron transfer direnci EIS teknigi
kullanilarak ol¢iildii. Elde edilen sonuglar sekil 4.4 A da goriilmektedir.
Hazirlanan 3 farkli grup elektrodun poli-AMT ile modifiye edilmeden 6nce ve
sonra elektrot ile elektrolit ara yiizeyinde gerceklesen elektron transfer direnci
(Re) Olgiildii.  Rct degerlerindeki en yiiksek farklanma (5.43 kat) 10 dongi
uygulanarak kaplanan elektrotlarda 6l¢iildii.

Ayrica farkli dongii sayilar uygulanarak modifiye edilen elektrotlar ile adenin
yiikseltgenme sinyalleri 6lgiildi (sekil 4.4 B). En yiiksek sinyal yine 10 dongi
uygulanarak modifiye edilen elektrotlar ile elde edildi (11.3 uA, RSD=% 6.6). Bu
nedenle bundan sonraki ¢aligmalarda elektrotlarin doniisiimlii voltametri teknigi

ile modifiye edilmesinde 10 dongiiniin uygulanmasina karar verildi.
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Sekil 4.4. Farkli dongii sayilari uygulanarak elde edilmis poli-AMT PGE’lerin A) Rect
degerlerindeki farklanmay1 B) AMT ve Adenin yiikseltgenme sinyallerini gosteren

histogram.
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4.3.3. Poli-AMT PGE Yiizeyine Immobilize Edilecek Optimum DNA
Derisiminin Saptanmasi

Poli-AMT PGE yiizeyine immobilize edilecek optimum DNA derisiminin
saptanmasi i¢in yapilan deneyde 1, 2, 4, 6, 8, 10 ug/mL poli adenin immobilize
edilmis elektrotlar ile elde edilen adenin yiikseltgenme sinyalleri sekil 4.5°te
goriilmektedir. En yiliksek adenin sinyalinin 8§ pg/mL DNA immobilizasyonu
sonucu elde edilmesi, modifiye elektrot yilizeyine en yliksek miktarda baglanacak
DNA derisiminin 8 pg/mL oldugunu gostermektedir.

1 pg/mL
2 pg/mL
4 pg/mL
6 pg/mL
8 pg/mL
10 pg/mL

Potansivel (V)

——

-
N
1
=

——

AKIM (pA)
=]

i -8
A

1 2 4 6 8 10
DNA Derigimi (pg/mL)

Sekil 4.5. Yiizeyine farkli dersimlerde DNA immobilize edilmis poli-AMT PGE ile elde

edilen adenin yiikseltgenme sinyallerini gosteren A) voltamogram B) histogram.
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4.3.4. Poli-AMT PGE Yiizeyinde HBV Hibridizasyonunun Gergceklestigi
Optimum Hedef DNA Derisiminin Saptanmasi

Yiizeyine 8 pg/mL HBV prob immobilize edilmis poli-AMT PGE yiizeyinde prob
ile hibritlesecek optimum hedef DNA konsantrasyonunun belirlendigi bu
caligmada 2 pg/mL‘den 10 pg/mL‘ye kadar degisen derisimlerde hedef DNA
kullanilarak hibridizasyon sonrasi guanin bazinin yiikseltgenme sinyalleri 6lgtildii.
Calismada kullanilan hedef DNA dizisi, 3. bdliimde belirtilen, hepatit B viriisiinii
temsil eden ve guanin bazi igermeyen dizidir. Bu dizi hedef dizi ile hibridize
oldugunda, hibridizasyonun derecesine bagli olarak, hedef dizideki guanin
yiikseltgenme sinyalinde artislar ortaya ¢ikmaktadir. Elde elden kalibrasyon
grafigi sekil 4.6’da goriilmektedir. Kalibrasyon grafiginden hesaplanan tayin sinir1
(LOD) 7,1 uM (42,11 pg/mL) olarak, Miller (2000)’deki yonteme gore
hesaplandi.
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Sekil 4.6. poli-AMT PGE vyiizeyine immobilize edilmis tiyol isaretli HBV prob ile
hibridizasyon sonrasi elde edilen guanin yiikseltgenme sinyalleri kullamilarak
hazirlanmis olan kalibrasyon grafigi.
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4.3.5. Poli-AMT PGE yiizeyinde HBV DNA Hibridizasyonunda Secimlilik

Calismasi

Poli-AMT PGE yiizeyine immobilize edilmis probun se¢imliligini test etmek igin
yapilan bu ¢aligmada yalin PGE, poli-AMT PGE, yiizeyine 8 png/mL DNA prob
(guanin igermeyen tiyol isaretli) immobilize edilmis PGE ve probun hedef, NC ve
MM DNA dizileri ile hibridizasyonu sonrasi elektron transfer direncindeki
farklanma 6l¢iildi. Elde edilen sonuglar sekil 4.7°de goriilmektedir. Yalin elektrot
yiizeyinin elektron transfer direnci (15 Q, RSD=% 6.2) elektrodun poli AMT ile
modifiye edilmesi sonucu yiizeyin polimer film ile kaplanmasi nedeniyle
artmaktadir (257 Q, RSD=% 9.7). Poli-AMT PGE yiizeye prob yani tek sarmal
DNA immobilize edildiginde elektron transfer direnci daha da artarak 810 Q
(RSD=% 10.2) olmaktadir. Elektron transfer direnci MM ve NC ile
hibridizasyondan sonra bir takim spesifik olmayan baglanmalar nedeniyle
azalmakta fakat hedef DNA ile hibridizasyon sonucunda olusan ¢ift sarmal
DNA’nin bazlar arasinda bulunan H baglar1 {izerinden elektron transferinin
gerceklesmesi nedeniyle neredeyse yariya diismektedir (434 Q, RSD=%10.9)
tekrar dlismktedir
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Sekil 4.7. Poli-AMT ile modifiye edilmis PGE’nin HBV DNA ile hibridizasyon oncesi ve

sonrasindaki Rct degerlerinin ortalamasinda hazirlanmis olan histogram.
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5. SONUC

Genetik hastaliklarin basit, hizli1 ve ucuz yoldan tayini, hastaliklarin erken teshisi ve
tedavisi agisindan son derece dnemlidir. Hepatit B virtisiinii (HBV) temsil eden DNA
dizisinin elektrokimyasal olarak tayin edilmesi igin sensor gelistirilmesini amaglayan
calismamizda, tek kullanimlik kalem grafit elektrot yiizeyi, iletken bir monomer olan
AMT ile doniisiimlii voltametri teknigi kullanilarak polimer film seklinde modifiye
edilmigtir. Calismanin birinci boliimiinde elektrot yiizeyini poli-AMT ile modifiye
etmede uygulanacak dongii sayisi, hem elektrokimyasal empedans spektrometri teknigi
ile ylizeyde meydana gelen elektron transfer direncindeki farklanma Olgiilerek hem de
diferansiyel puls voltametri teknigi kullanilarak adenin yiikseltgenme sinyali dlgiilerek
optimize edilmistir. Tkinci béliimde modifiye elektrot yiizeyine immobilize edilecek
prob derisimi optimize edilmis ve HBV DNA sensorii tasarlanmigtir. Calismamizin
ticiincli bolimiinde ise tasarlanan sensoriin tayin sinirt ve segimliligi gibi o6zellikleri
incelenmistir. Yalin PGE, yiizeyine poli-AMT modifiye edilmis PGE ve DNA
immobilize edilmis poli-AMT PGE’nin yiizeyi taramali elektron mikroskopu (SEM)
kullanilarak karakterize edilmistir.

Poli-AMT modifiye PGE ile yiizeye DNA prob immobilizasyonunda yalin PGE’ye
kiyasla 2.02 kat yiiksek adenin sinyali elde edilmesi poli-AMT ile modifikasyon
sonucu elektrot yiizeyinde bulunan SH gruplariyla, SH isaretli DNA prob arasinda
meydana gelen disiilfit baglarinin olusumu nedeniyledir (Muti vd. 2012). Poli-AMT ile
elektrot modifikasyonu kolay, hizli ve nanomalzelerle modifiye edilmis elektrotlarla
kiyaslandiginda daha ucuzdur.

Gelistirdigimiz sensoriin tayin sinir1 7.1 uM olarak hesaplanmistir. Gelistirilen sensor
kendi tamamlayicisina yiiksek secimlilikle baglanmigtir. Calismada ayrica,
[Os(bpy).Cl.]*, [Co(phen)s]**, metilen mavisi, ekinomisin gibi hibridizasyon
indikatorleri kullanilmamasi hibridizasyonun indikatorsiiz yapilmasi g¢alismaya bir

ustiinluk kazandirmaktadir.

Caligmamizin diger bir avantaji ise elde edilen yiizeye immobilize edilen DNA’nin
yiiksek kararlilikta yiizeye baglanmasi bunun sonucu kendi tamamlayicisi olan hedef
DNA dizisini yiiksek se¢imlilikte algilayabilen bir yiizey olusturulabilmis olmasidir.
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