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Vii
OZET

ILAC-DNA ETKILESIMINE DAYALI ELEKTROKIMYASAL
BiYOSENSORLERIN TASARIMI VE UYGULAMALARI

Aylin EROL
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Mihrican MUTI

2020, 74 sayfa

DNA’nm ilag, ¢evresel kirleticiler vb. bazi kimyasal maddelerle etkilestirilmesi ve
gelistirilen yeni yontemlerle bu etkilesimin incelenmesi, 6zellikle yeni ilag tasarimi

ve tayinine yonelik metotlarin gelistirilmesi agisindan énemlidir.

Bu calismada bir antikanser ila¢ olan Bendamustin’in DNA ile etkilesimi,
antioksidan madde varhiginda ve yoklugunda incelenmistir. Literatiirde
Bendamustin’in elektrokimyasal olarak tayinine iliskin ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu tez kapsaminda Bendamustin’in elektrokimyasal davranigi literatiirde ilk kez
belirlenmis, ayrica s6z konusu antikanser ilacin DNA ile etkilesimi, bu etkilegime

antioksidanlarin etkisi de literatiirde ilk kez incelenmistir.

Kemoterapi goren kanser hastalarinin tedavileri siiresinde antioksidan igerikli
takviye gidalar ile beslenip beslenmemeleri gerektigi her zaman merak edilmistir.
Antioksidanlarin, antikanser ilaglarin DNA ile etkilesimini etkiledigi giiniimiizde
bilinmektedir. Bu ¢aligmada 4 farkli antioksidan madde varliginda Bendamustin ile
DNA etkilesimi incelenmis ve antioksidanlarin, ilag-DNA etkilesimini nasil

degistirdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bendamustin, ilag-DNA etkilesimi, antioksidan, Kafeik asit,
Kumarik Asit, Troloks, Kuersetin, elektrokimya, kalem grafit elektrot.






ABSTRACT

DESIGN AND APPLICATION OF ELECTROCHEMICAL BIOSENSORS
BASED ON DRUG-DNA INTERACTION

Aylin EROL
Ms. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Mihrican MUTI
2020, 74 pages

The investigation of the interaction between DNA-drug, environmental pollutants,
some chemicals and the determination of these interactions by the developed new
methods is very important especially in terms of the development of the new
methods based on the DNA-drug interaction.

In this study, the interaction of DNA and anticancer drug, Bendamustine, was
investigate in the presence and absence of antioxidant. There is no study in the
literature regarding the electrochemical determination of Bendamustine. Within the
scope of this thesis, the electrochemical behavior of Bendamustine was determined
for the first time in the literature, and the interaction of the anticancer drug with
DNA and the effect of antioxidants on this interaction were also examined for the
first time in the literature.

It has always been wondered whether cancer patients should take antioxidant
supplements during their chemotherapy treatment. Now it is known, antioxidants
may affect the interaction of anticancer drugs and DNA. In this study, DNA
interaction with Bendamustine was investigated in the presence of 4 different
antioxidant substances and it was determined how antioxidants changed drug-DNA
interaction.

Key Words: Bendamustine, drug-DNA interaction, antioxidant, caffeic acid,
Coumaric acid, Trolox, Quercetin, electrochemistry, pencil graphite electrode.
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1. GIRIS

llaglarm  DNA ile etkilesime girmesi pek ¢ok farkli  yontemle
gerceklesebilmektedir. Ilag molekiilleri DNA ile kovalent, elektrostatik olarak veya
interkalasyon yoluyla baglanabilir (Richards ve Rodgers, 2007). Bir ilag
molekiiliiniin interkalasyon yapma yetenegi, yani yapisinda bulunan diizlemsel
gruplarin DNA’nin baz giftlerinin arasina girip yerlesmesi, olusan {iriine duyarl
elektrokimyasal DNA biyosensdrlerinin tasarimini giindeme getirmistir. DNA ile
ilacin etkilesmesi sonucu, DNA’daki guanin bazinin elektrokimyasal sinyalinde
artis veya azalma meydana gelmektedir. Bu amagla kullanilan karbon (camsi
karbon) ve civa (asili civa damla elektrodu) esasli elektrotlar ile incelenen ilaglarin
mikromolar hatta nanomolar konsantrasyonlarinin dahi giivenli 6l¢iimleri miimkiin
olmaktadir.

DNA’nin baz1 ila¢ molekiilleriyle (6zellikle antikanser ozellik tasiyan ilag
molekiilleri) etkilesmesi, bu etkilesme sonuglarinin tayininin son yillarda gelistirilen
yeni ydntemlerle yapilmasi, ilag tasarimlarmin gesitlenmesini saglamustir. Ilag,
toksik molekiil gibi bu maddelerin DNA’nin ¢ift sarmali ile interkalasyonu, baza
secimli baglanma vb. yollarla etkilesimi sonucu bir iiriiniin meydana gelmesi, bu
iriine duyarli elektrokimyasal DNA biyosensor tasarimini ortaya ¢gikarmistir. DNA
ile etkilesim sonrasinda DNA’da meydana gelen yan Uriinlerin kisa zamanda tespit

edilmesi kanser arastirmalar1 i¢cin 6nemli bir gelisme olmustur.

Birgok antikanser ilag, DNA molekiilleri ile etkilesmektedir. Bunlarin bazilart DNA
ile kovalent bag yaparken, bazilar1 ise kovalent olmayan etkilesimleri kullanarak
DNA ile kompleks olustururlar. Cogu organik molekiiller DNA’nin ¢ift sarmal
yapisina interkale olabilme dzelligine sahiptir. Ornegin boyar madde olarak sikca
kullanilan organik bir molekiil olan etidyum bromiir, DNA ile interkale olma
ozelligine sahip bir molekiildiir. Antitiimor ilaglarin da birgogu interkalasyon
ozelligine sahiptir (Karadeniz vd., 2003, Ozséz vd., 2002, Wang vd., 2005).

Madde-DNA etkilesimine dayali yapilan caligmalarda, tayinin
gerceklestirilebilmesi icin iki sinyal Slglilmektedir. Bunlardan biri etkilesimden
sonra olusan madde sinyalidir. Digeri ise, DNA’daki elektroaktif bir bazin

sinyalindeki artma veya azalmadir.



Literatirde DNA ile antikanser-ilaglarin etkilesiminin izlenmesine dayali
elektrokimyasal sensor teknolojisinin kullanildigi pek ¢ok c¢alisma mevcuttur
(llkhani vd., 2016; Diculescu vd., 2016; Carvalho vd., 2019) Elektrot yiizeyinin
farkli nano malzemelerle modifiye edilmesi sensore daha diisiik tayin sinir1 avantaji
saglamakla birlikte daha kararli bir sensor ylizeyinin olusmasina da imkan
vermektedir (Eksin vd., 2013; Erdem vd., 2012). Literatiirde antikanser ilag-DNA
etkilesim caligmalarina sik rastlanmakla birlikte, antioksidan madde varliginda bu
etkilesimin nasil degistigine dair iki ¢alisma grubumuza aittir (Muti ve Muti, 2018;
Ondes ve Muti 2020). Oysa kemoterapi tedavisi goren hastalarin tedavi siiresince
antioksidan igerikli takviyeler almalarimin tedavi siirecini nasil etkileyecegi
konusunda her zaman siipheler vardir.

Bendamustin lenfositik 16semi tedavisinde kulanilan antikanser bir ilagtir (Jamshed
ve Cheson 2009). Bu ¢alismada, antikanser ilag olan Bendamustin’in, antioksidan
madde varliginda ve yoklugunda DNA ile etkilesim performansi incelenmis ve
antioksidan maddelerin ilag-DNA etkilesimini nasil etkiledigi arastirilmistir. Bu
amagla, balik sperminden elde edilen ¢ift sarmal DNA dizisi (fSDNA) tek
kullanimlik elektrot ylizeyine immobilize edilerek, antikanser ila¢ olan
Bendamustin’in fSDNA ile etkilesim parametreleri belirlenmistir.

Caligmada oOncelikle Bendamustin’in elektrokimyasal davranigi, Ol¢iimlerin
alinacagi en uygun elektrolit ¢ozeltisi (elektrolit pH’s1) tespit edilmistir. DNA ile
etkilesim g¢aligmalarinda ise, elektrot yiizeyine en yiiksek miktar ve kararlilikta
immobilize edilecek fSDNA derisimi, Bendamustin’in tek ve ¢ift sarmal DNA ile
etkilesim performanslar1 Guanin yiikseltgenme sinyali Olgiilerek belirlenmistir.
Caligmada ayrica DNA ile etkilesen optimum ila¢ konsantrasyonu, etkilesim siiresi,
antioksidan madde yoklugunda ve antioksidan igeren elektrolit ortaminda ilacin
DNA ile etkilesim 6zellikleri incelenmistir. Bu ¢alisma ile 4 farkli antioksidan
maddenin, kanser ilac1 olan Bendamustin’in DNA ile etkilesimine olan etkileri de

arastirilmusgtir.
1.1. Elektrokimya

Elektrokimya, genel olarak elektrik enerjisi iireten veya harcayan redoks
(rediiksiyon/oksidasyon) reaksiyonlarini ve bu esnada elektron transferinden dolay1



meydana gelen elektrokimyasal olaylart inceler. Daha ayrintili bir tanim yapacak
olursak; “maddenin elektrik enerjisi ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan kimyasal
doniisiimler ile bu esnada meydana gelen fiziksel degisiklikleri ve kimyasal
enerjinin elektrik enerjisine g¢evrilmesini inceleyen bir bilim dalidir” diyebiliriz

(Skoog vd., 1998).

Elektrokimyanin gelisme donemi 1799°da Volta’nin elektrik pilini kesfi ile
baslamistir. Humphry Davy ve Michael Faraday tarafindan 19. ylizyilda
Elektrokimya bir bilim dali olarak ortaya konmustur. Hermann Helmholtz ve
Walther Nernst ise, 1920°de Walther Nernst’in Nobel 6diilii almasini saglayan,
elektrot potansiyeli kavramimmi ve elektrokimyasal polarizasyon olaym
acgiklamiglardir. Jaroslav Heyrovsky tarafindan polarografik metotlarin bulunmasi
ve gelistirilmesi de damlayan civa elektrotunun kesfiyle miimkiin olmusgtur. Son
yillarda elektrokimya alanindaki ilerlemeler, bilim ve teknolojinin yeni alanlarinin
gelistirilmesinde, kiiresel enerji ve g¢evre sorunlarinin ¢oziimiinde 6nemli rol
oynamaktadir (Izutsu, 2002). Jaroslav Heyrovsky tarafindan polarografik metotlarin
bulunmasi ve gelistirilmesi de damlayan civa elektrotunun kesfiyle miimkiin
olmustur. Son yillarda elektrokimya alanindaki ilerlemeler, bilim ve teknolojinin
yeni alanlarinin gelistirilmesinde, kiiresel enerji ve ¢evre sorunlarinin ¢éziimiinde

o6nemli rol oynamaktadir (Izutsu, 2002).

Elektrokimyasal tepkimeler, elektrokimyasal hiicre adi verilen bir hiicrede
gerceklestirilen ve elektron transferi sayesinde yiikseltgenme-indirgenme olaymin
meydana geldigi redoks tepkimeleridir (Skoog vd., 1998).

Elektrokimyasal tepkimelerin meydana geldigi elektrokimyasal hiicreler iki tiptir.
Eger hiicre elektrik enerjisi tiretiminde kullaniliyorsa "galvanik hiicre", elektrigi bir
dis kaynaktan alip harciyorsa "elektrolitik hiicre" admi alir. Deney kosullarinda
yapilan degisiklikler sayesinde hiicreler hem galvanik hem de elektrolitik amaglarla
calistirilabilir. Elektrokimyasal hiicrelerde iki metalik iletken (elektrot) kullanilir.
Bu elektrotlar uygun elektrolit ¢ozeltiler icerisine daldirilir. Ayni zamanda bu
elektrotlar elektrik akimi elde edebilmek igin distan iletken bir tel ile birbirine
baglanir. Ayrica iki elektrolit ¢ozelti de iyonlarin gegisini saglamak i¢in baglantili
halde bulunmalidir. Bazi sistemlerde elektrotlar ayni elektrolit ¢ozeltiye
daldirilmaktadir. Bir elektrokimyasal hiicrede indirgenme reaksiyonu katotta,
yiikseltgenme reaksiyonu ise anotta ger¢eklesmektedir (Skoog vd., 1998).



Elektokimyasal teknikleri potansiyometrik ve potansiyostatik olarak siniflandirmak
miimkiindiir. Ornegin, pH metre ile bir ¢ozeltideki protonlarm &lgiilmesi
potansiyometrik, elektrot-¢ozelti ara yiiziinde meydana gelen
indirgenme/yiikseltgenme reaksiyonlari potansiyostatik tekniklerdir.

Genel olarak iki tiir elektrokimyasal analiz yontemi vardir. Bunlar, her tiir iyonun
toplam derisiminden etkilenen bir elektrokimyasal sinyalin elde edildigi yiginsal
yontemler ile elektrot ve ortamin temas yiizeylerinden olusan ve iyona ya da
bilesene 6zgii sinyallerin elde edildigi yiizeyler arasi yontemlerdir ( Skoog, 1998).

Elektrokimyasal yontemlerin, diger yontemlere gore avantajlari:

» Elektrokimyasal oOl¢iimler genellikle bir elementin bir yiikseltgenme
basamagi icin spesifiktir

A\

Elektrokimyasal 6l¢iimlerde reaksiyon hizi kontrol edilebilir.

A\

Elektrokimyasal yontemler, genellikle kimyasal tiirlerin aktiflikleri

hakkinda bilgi verir.

» Elektrokimyasal yontemlerde kullanilan cihazlar diger yontemlere gore
daha ucuzdur.

» Elektrokimyasal yontemler ¢evreye zarar vermeyen yontemlerdir.

» Elektrokimyasal yontemlerin, diger yontemlere gore dezavantajlari:
» Elektrokimyasal reaksiyonlar 6zel hiicrelere ihtiyag duyarlar.
» Elektrokimyasal reaksiyonlar heterojen reaksiyonlardir.

» Elektrokimyasal reaksiyonda kullanilan elektrolitler genellikle tekrar

kullanilamazlar.

Elektrokimyasal olaylarda maddenin elektron yiizeyine aktarimi olayina kiitle
aktarimi denir. Kiitle aktariminin gergeklesebilmesi i¢in, bir elektrolitteki herhangi
bir tanecige kimyasal, elektriksel ya da mekanik bir kuvvet uygulanmasi gerekir. Bu
kuvvet sayesinde tanecik bir yerden bagka bir yere taginabilir (Tural vd., 2006).



1.1.1. Kiitle Aktarim Yollar:

Elektrokimyasal bir reaksiyonda iyonlar veya molekiiller, ¢cozelti ile elektrot yiizeyi
arasinda aktarilirlar. Bu aktarim, konveksiyon (karistirma), elektriksel goc
(migrasyon) ve difiizyon (yayilma) olmak iizere ii¢ yolla gerceklesir.

Konveksiyon (Karistirma): Elektrokimyasal tepkimelerde sicaklik veya yogunluk
farkindan dolay1, elektrotun yiizeyi ile ¢ozelti arasinda meydana gelen dogal bir
kiitle aktarim yoludur. Ayn1 zamanda bu aktarim, karistirma ve ¢alkalama ile de
meydana gelmektedir (Tural vd., 2006; Cin, 2007).
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Sekil 1.1. Konveksiyon ile kiitle aktarimi

Elektriksel Go¢ (Migrasyon): Elektrokimyasal tepkimelerde iyonlar, elektrik alan
altinda elektrostatik bir kuvvetle hareket ederler. Bu esnada elektrotlara disaridan
uygulanan bir gerilim olursa, bu kuvvet sayesinde anyonlar anoda, katyonlar da
katoda dogru yonelirler. Bu sekilde meydana gelen taginmaya elektriksel go¢
(migrasyon) denir (Tural vd., 2006; Cin, 2007).

Sekil 1.2. Elektriksel gog ile kiitle aktarimi



Difiizyon (Yayillma): Elektrokimyasal tepkimelerde cozelti ile elektrot yiizeyi
arasindaki yogunluk farki nedeniyle iyonlarin yaptiklar1 hareketten kaynaklanan
kiitle aktarim yoludur (Tural vd., 2006; Cin, 2007).
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Sekil 1.3. Difiizyon ile kiitle aktarimi

Elektrokimyasal olaylarda kiitle aktarimi gerceklesirken, deney kosullarina bagl
olarak bu yollardan bir veya birkag tanesi katkida bulunabilir.

1.1.2. Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik yontemler, kalitatif ve kantitatif analizlerin yapilabilmesi igin
maddelerin elektrokimyasal davranislarindan yararlanilan yontemlerdir (Henden
vd., 2001).

Elektroanalitik yontemlerde, bir ¢ozeltiye elektriksel bir etki uygulanmakta ve bu
etkiye kars1 verilen tepki dl¢lilmektedir. Bu tepki genellikle akim olarak verilmekte
ve sistem hakkinda bize bilgi vermektedir. Elektrokimyasal tekniklerin hepsinde
potansiyel, akim ve zaman gibi parametreler bulunmakta ve uygulanan teknik bu
parametrelere gore adlandirilmaktadir (Duran, 2009). Elektrokimyasal o6lgiim
teknikleri birgok alanda kullanilmaktadir. Ozellikle biyomedikal analiz cihazlari,
gevresel goriintiileme ve endiistriyel kalite kontrol sistemleri bu alanlardan
bazilaridir. Elektrokimyasal Ol¢timler, kimyasal Olgiimler gibi homojen degil,
heterojen (elektrot-¢ozelti ara yiizeyi) ortamlarda gergeklestirilmektedir (Wang,
2000).

Elektroanalitik yontemlerin biiyiikk bir kisminda akim veya potansiyel kontrol
edilebilmekte ve genligi degistirilerek farkli Slglimler yapilabilmektedir. Bu da



elektroanalitik yontemlere bir¢cok avantaj ve kullanim alani saglamaktadir. Bu
alanlar, kalitatif ve kantitatif analizler, elektrot mekanizmalarinin belirlenmesi,
kimyasal ve elektrokimyasal reaksiyon kinetiklerinin incelenmesi, adsorbsiyon
olaylari, denge sabitlerinin tespiti, difiizyon katsayilarinin bulunmasi olarak
siralanabilir. Elektroanalitik yontemlerin en yaygin siniflandirmasit Sekil 1.4. de
goriilmektedir.

lektrokimyasal
Analiz Yontemleri

R, Ara Yiizeye iligkin
‘Ana Cazeltiye lligkin Yéntemler,
Yontemler

S
Kondiiktometri Statik Yéntemler Dinamik Yéntemler
- - (i=0) (i>0)
Potansiyometri Potansiyelin Sabit Kontrollii Potansiyel Aftinda
Tutuldugu Yéntemler Galigilan Yantemler
e’ v N
I
— Voltametri
Kolumetrik Titrasyon -
S
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Amperometrik
Titrasyonlar
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Elektrogravimetri
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Kulometri E sbt
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Sekil 1.4. Elektrokimyasal analiz yontemleri

1.1.2.1. Potansiyometri

Potansiyometrik analiz yontemleri, elektrokimyasal hiicrelerde ve hiicreden
farkedilir bir akimin gegmedigi durumlarda yapilan potansiyel dl¢limlerine dayanar.
Potansiyometrik analiz yontemleri, 20. ylizyilin baslarindan beri titrasyon
tekniginde doniim noktasinin belirlenmesi i¢in kullanilan yontemlerdir. Gliniimiizde
ise bu yontemlerle elektrot potansiyelinin dogrudan 6l¢iilmesi ile iyon derigimleri
tayin edilebilmektedir. Bu elektrotlar, 6nemli 6l¢iide girisimlere neden olmaksizin,
¢ok sayida iyonun nicel tayininin hizl bir sekilde yapilmasina imkan saglamaktadir.

Elektrokimyasal hiicreye doniistiiriilen bir ¢6zeltinin iizerinden akim ge¢meden

potansiyelinin dl¢iilmesi ve bu 6l¢iim sayesinde ¢ozelti icinde bulunan maddenin



derisiminin tayin edilmesi prensibine dayanan metodlar topluluguna potansiyometri
denir. Metot, renkli ve renksiz biitiin maddelere uygulanabilmektedir.

Potansiyometride kullanilan cihazlara potansiyometre ad1 verilir ve genelde basit ve
ucuz cihazlardir. Baslica ii¢ kisimdan olusur. Referans elektrot, indikator elektrot
ve Potansiyel 6l¢me cihazi (Skoog, 1998).

1.1.2.2. Kulometri

Kulometrik metotlar, analizi yapilan maddenin bir elektrot iizerinde yeterince kisa
bir siirede kantitatif olarak yiikseltgenmesi veya indirgenmesi esasi iizerine
kurulmustur. Bu iglem sonucu analizi yapilan madde yeni bir yiikseltgenme
basamagina gelir. Yiikseltgenme veya indirgenme basamagi genellikle sifir
(elemental hal) olur. Kulometrik metotlar baslica iice ayrilir. Bunlar:

1) Elektrogravimetri,
2) Sabit potansiyel kulometrisi,
3) Sabit akim kulometrisi veya kulometrik titrasyonlardir.

Kulometrik metotlar elektronla ilgili oldugundan, elektron sayist da kulonla
verildiginden bunlara kulometrik metotlar denir. Kulometride en ¢ok yapilan
islemlerden birisi, bir katyonu bir elektrot iizerinde ¢oktiirmektir. Coktiiriilen kisim
ya tartarak (elektrogravimetri) veya bu amagla kullanilan kulon (elektron)
sayisindan hesaplanir. Kulon sayisinin 6l¢iilmesiyle yapilan analizlerde Faraday
kanunundan yararlanilir. Faraday kanununa gore bir hiicrede meydana gelen

degisme, hiicreden gecen elektron sayisiyla dogrudan orantilidir.

Kulometrik yontemler, genelde orta diizeyde segicilik, duyarlilik ve hiza sahip olup
cogu zaman binde birkag mertebesinde belirsizlik sagladiklart i¢in kimyacilarin

kullandig1 en kesin ve dogru yontemler arasinda yer alir (Skoog, 1998).
1.1.2.3. Voltametri

Voltametri, bir ¢alisma elektrodu ile bir kargilagtirma elektrodu arasinda meydana
gelen ve degeri zamanla degisen bir potansiyele bagli olarak, elektrotlar arasindaki



akimin Olgiilmesine dayanan ve analit hakkinda bilgi veren elektroanalitik bir
yontemdir. Ortaya c¢ikan akim, ii¢ elektrotlu hiicrelerde calisma elektrodu ile
yardime1 elektrot, iki elektrotlu hiicrelerde ise g¢aligma elektrodu ile karsilagtirma
elektrodu arasindan Olglilmektedir. Bir elektrokimyasal olayda analitin igerisine
daldirilan elektroda uygulanan gerilimin sinirlari, galigma elektrodunun, ¢éziiciiniin
ve elektrolitin tlirline baglidir. Voltametride en ¢ok tercih edilen ¢alisma elektrotlar
mikroelektrotlardir. Yiizey alani ¢ok kiigiikk olan bu elektrotlar polarizasyonu
arttirmak i¢in tercih edilmektedir (Skoog vd., 1998; Yildiz ve Geng, 1993).

Voltamatrinin tarihsel gelisimi, 1920’li yillarda Cekoslovak kimyaci Jaroslav
Heyrovsky’nin polarografi teknigini bulmasi ile baglamistir. O donemde voltametri,
bir¢ok organik ve inorganik tiiriin tayini i¢in kullanilan en 6nemli metodlardan birisi
olmustur. Ancak 1950’1i yillarda spektroskopik yontemler voltametriye gére 6nem
kazanmistir. Daha sonra 1960’larin ortalarinda klasik voltametrik yontemlerde,
yontemin duyarliligini ve seciciligini onemli Ol¢iide artiran bir¢ok ana degisiklik
gelistirilmistir. Bu degisiklikler sayesinde voltametrik yontemlerin kullanildig
uygulama alanlari (farmosétik, ¢evre vb.) artmustir.

Voltametrik yontemlerin diisiik derisimlerde bile metallerin, organik ve inorganik
bilesiklerin saptanmasina olanak saglamasi (Fifield, 2000), elektroaktif (elektrot
tepkimesine katilan) tiirlere kars1 segici (Barek vd., 2001) ve ekonomik olmasi gibi

avatajlar vardir.

Elektrokimyasal hiicreye uygulanan belli bir gerilim sirasinda devreden gecen akim,
analitin diflizyon tabakasmin dis kismindan elektrot yiizeyine taginma hizi ile
kontrol edilir ve bu hiz 6Ca / Ox ile verilir. Burada x, cm cinsinden elektrottan olan
uzaklig1 goéstermektedir.

Bir elektrot, elektrolit ¢ozeltisine daldirildiginda negatif yiikle yiiklenir. Bu esnada
coOzeltideki katyonlar da elektrostatik ¢ekim nedeniyle elektroda dogru yonelir.
Bundan dolay1 ara yiizeyde olusan gerilim farki nedeniyle bir elektriksel tabaka
meydana gelir. Ve bu tabaka, bir alternatif akim kaynagina (kapasitor) doniisiir.
Burada olusan reaksiyona bagli olmayan ve sistemden kaynaklanan bu akima
kapasitif akim (lc) denir. Kapasitif akimin kiigiik olmasi 6l¢timiin dogrulugunu
arttirir.
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Elektrolit ¢6zeltisine daldirilan elektrot ile elektrolit ¢6zelti arasinda akimin iletimi
sirasinda, elektrotlardan biri yiikseltgenirken, digeri indirgenir ve bu esnada
elektronlar dogrudan aktarilarak akim iletilir. Bu sekilde olusan akima da faradayik
akim (l) denir.

I = It + Ic oldugundan I; azalirsa duyarlilik artar.

Analit derisiminin 10°M ve daha biiyiik oldugu durumlarda; I < It olur ve yapilan
analiz dogru sonug verir. Analit derisimi 104 M ise kismen iyi bir sonug alinabilir.
Eger analit derisimil0° M ve daha diisiik olursa, lc >> It olacag i¢in dogru sonug

alinamaz.
Voltametrik Yontemler

Bir elektrolit ¢ozelti ve bir mikroelektrottan olusan elektrokimyasal bir hiicreye
gonderilen degisken bir potansiyele karsilik, karakteristik bir akim cevabi alinir.
Buradan hareketle, en gok tercih edilen dort uyarma sinyali ve buna bagh olarak
kullanilan dort voltametrik yontem mevcuttur. Bunlar:

Dogrusal Taramali Voltametri (LSV)
Diferansiyel Puls VVoltametri (DPV)
Kare Dalga Voltametri (SWV)
Dontistimlii Voltametri (CV)

YV V V V

Dogrusal Taramal Voltametri (LSV)

Dogrusal taramali voltametride, elektroaktif bir madde iceren bir ¢ozeltide bulunan
calisma elektrodu ile referans elektrot arasina degeri zamanla dogrusal degisen bir
potansiyel uygulanarak, ¢aligma elektrodu ile karsit elektrot arasinda olugan akim
tespit edilir. Elde edilen potansiyel-akim cevap egrisine dogrusal voltamogram ad1
verilir (Yildiz vd., 1997).
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Sekil 1.5. Dogrusal Taramali Voltametride Uyarma Sinyali
Doniisiimlii Voltametri (CV)

Doniisiimlii voltametri, yiizey alani kiigiik olan bir mikroelektrota belli bir hizla
dongiisel bir potansiyel uygulanmasidir. Doniisiimlii voltametri yonteminde, ileri
yonde uygulanan potansiyel taramasi belirli bir degere ulastiktan sonra yine
dogrusal olarak azalacak bigimde ters ¢evrilir. Bdylece analitin yiikseltgenme ve
indirgenme 6zellikleri ayni anda incelenebilir. Doniisiimlii voltametride ileri ve geri
yondeki potansiyel tarama hizlar1 ayni tutulabildigi gibi farkli tarama hizlar1 da
kullanilabilir. ileri ve geri yonde yapilan tarama bir kez ya da birgok kez yapilabilir.
Bu yontemle elde edilen potansiyel-akim cevap egrisine de doniisimli
voltamogram denir (Yildiz vd., 1997).

Bu tarama islemi deney sartlarina bagli olarak bazen tek bir dongiiyle, bazen de
ardisik dongiilerle gerceklestirilebilir.

Bu tarama islemi deney sartlarina bagli olarak bazen tek, bazen de ardisik
dongiilerle gergeklestirilebilir.
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Sekil 1.6. Doniisiimlii Voltametride Uyarma Sinyali

Diferansiyel Puls VVoltametri (DPV)

En ¢ok tercih edilen tekniklerden biridir. Bu teknikte yavasca yiikselen bir dogru
akim sinyali lizerine yiikseklikleri sabit voltaj pulslarinin binistirilmesi ile olusan
uyarici bir sinyal kullanilmaktadir. Olusan akim degerleri pulstan hemen dnce ve
pulsun sonuna dogru iki kere Olgiilerek bunlar arasindaki fark sinyal olarak
kaydedilmektedir. Gerilime karsi elde edilen bu sinyaller grafige gecirilerek
diferansiyel puls egrisi pik seklinde elde edilir. Her bir analite ait yar1 dalga
potansiyeli;

EP = E1/2— AE/Z

esitliginden hesaplanabilir. Buradaki AE, puls genligidir. Duyarlilig1 arttirabilmek
i¢in puls genliginin ve potansiyelin iyi se¢ilmesi gerekir. Genellikle 50 mV’luk bir
potansiyel farki piklerin birbirinden ayirt edilebilmesi i¢in uygun olmaktadir.

Diferansiyel puls teknigi elektroaktif tiirlerin eser miktarlarinin tayini i¢in oldukca
stk kullanilan tekniklerdendir. Bu tekniginin avantaji, akimin &rneklendigi
noktalarda kapasitif akimin minimum olmasidir. Bu nedenle sinyal/giiriiltii orani

iyilestirilmis olup, 107-10~8 M derisimlerin tayinine imkan vermektedir.
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Sekil 1.7. Diferansiyel Puls Voltametride Uyarma Sinyali

Kare Dalga Voltametri (SWV)

Calisma elektroduna uygulanan basamak sinyali ile pulsun toplami kare dalga
formunu verir. Olduk¢a hizli ve duyarli oldugu igin tercih edilen bir tekniktir.
Voltamogram ¢ok kisa siirede elde edildiginden, birka¢ sinyalin ortalamasi alinir.
Tayin smirlar1 107-108 M arasindadir (Wang, 2000; Skoog vd., 1998).
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Sekil 1.8. Kare Dalga Voltametride Uyarma Sinyali
1.1.2.4. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopi (EIS)

Elektrokimyasal empedans spektrometri (EIS), frekansin bir fonksiyonu olarak,
elektrot-elektrolit ara yiizeyinde elektron transferine karsi olusan direncin 6l¢tildiigii
onemli bir elektrokimyasal karakterizasyon teknigidir. Elektrokimyasal empedans
Ol¢timleri, elektrokimyasal sistemlerin incelenmesinde siklikla kullanilan giiglii bir

tekniktir. Ayn1 zamanda uygulanan potansiyelin genligi ¢ok diisiikk oldugundan
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modifiye yilizeydeki molekiillerin zarar gormeden karakterize edilmesini
saglamaktadir Bard ve Faulkner 2001).

Empedans “Z” ile gosterilir ve;
E
Z= T esitligi ile ifade edilir.

Empedansin gergek ve zahiri empedans olmak {izere iki bileseni vardir;
Z=7r+jZi (g=v-1)

Bu esitlikte, faz i¢i Zr bileseni, sistemdeki herhangi bir direng nedeniyle
olusan bileseni, faz dis1 Zi bileseni ise yalitim tabakalarinin ( elektrokimyasal ¢ift
katman ya da ek bariyer) olusumu ile daha ¢ok iliskilidir. Impedimetrik veriler,
farkli grafiksel gosterimleri olmasina ragmen en yaygin olarak Nyquist egrisi ile
gosterilmektedir. Bu gosterimde, empedans Z” * nin zahiri boliimii, Zr’ * nin ger¢ek
boliimiine karsi grafige gecirilmistir ve © agis1 da devrede sinusoidal karakterdeki
potansiyel ile akim arasinda olusan faz agisini ifade etmektedir (Bonanni ve Valle,
2010)

Zs5in 8 M

Zahiri Empedans 7"

4
Gergek Empedans Z' 7 cos O
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Esdeger elektrik devresi

Rct: Rezistans yiik akigina karsi olusan engel
Rs: Cozelti direnci

C: Kapasitans

W: Warburg

Ideal bir Nyquist egrisi asagidaki seklide gdsterilmektedir.

ZII
™

Voltametrik Cihazlar

>Z

Voltametrik analiz yapabilmek i¢in kullanilan cihaz, elektokimyasal bir hiicre
boliimiine sahiptir. Bunun yaninda analit ve iletkenligi saglayan elektrolit ¢ozelti
icine daldirilmis ¢ elektrottan meydana gelmektedir. Bu elektrotlar, ¢alisma
(indikator) elektrodu, karsilastirma (referans) elektrotu ve yardimci (karsit)
elektrottur. Caligma elektrodunun gerilimi zamanla dogrusal olarak degiskenlik
gosterirken, karsilastirma elektrotunun gerilimi 6l¢iim siiresince sabit kalmaktadir.
Yardimer elektrot ise, sinyal kaynagindan gonderilen elektrik akiminin, ¢dzeltinin

iginden gecerek calisma elektrotuna aktarilmasini saglamaktadir.

Voltametrik cihazlarda, hiicrede gerilim olusumunu saglayan bir polarize akim
bulunmaktadir. Bunun yaninda bir de hiicre akiminin izlenmesi ile 6l¢iilen ikinci bir

akimin varhgindan sdz edilmektedir. Ug elektrotlu sistemlerde hiicre direnci biiyiik
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Olciide ortadan kalkmakta ve bu direncin neden oldugu hatalar en aza
indirilebilmektedir.

Bu sistemlerde akimin ¢ozelti igcinde tasinmasini saglayan yardimer elektrottur.
Calisma elektrotu ile yardimc1 elektrodun hiicreye simetrik olarak yerlestirilmesi
gerekmektedir. Olgiim esnasinda karsilastirma elektrodu ile calisma elektrodunun
birbirlerine en yakin konumda bulunmalari 6nemlidir. Bu sayede karsilagtirma
elektrodundan akim geg¢mez, dolayisiyla hiicredeki omik gerilim (IR) en aza
inmekte ama tamamen yok olmamaktadir. Yani dlgiilen gerilimlerde az da olsa
IR’nin etkisi bulunmaktadir (Skoog vd., 1998; Wang, 2000).

Karpst Elektrot
Cakpma Elektrodu
Elektrolst Cozeltin

Referans Elektzot

Sekil 1.9. Ug elektrotlu elektrokimyasal hiicre
Voltametrik Cihazlarda Kullanilan Elektrotlar
1. Karsilagtirma (Referans) Elektrotlar:

Yart hiicre potansiyeli bilinen ve diger elektrotlarin potansiyellerinin bu elektrot
referans alinarak oOl¢iildiigii elektrotlardir. Elektrodun bilinen bu potansiyel
degerinin, analit derisiminden bagimsiz olmasi gerekmektedir. Ideal bir
karsilastirma elektrodunun sahip olmasi gereken bazi 6zellikler vardir. Oncelikle
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tersinir olmali ve mutlaka Nernst esitligine uymalidir. Bunun yaninda gerilimi
zamanla degiskenlik gostermemelidir ve tekrarlanabilir olmalidir. Ayn1 zamanda
gerilimin sicaklikla degisim katsayisi da olabildigince kiiciik olmalidir ve polarize

olmamalidir.

Yavgin olarak kullanilan karsilastirma (referans) elektrotlari:

Doygun Kalomel Elektrot (SCE): Kalomel elektrotlar, derigimi bilinen potasyum
kloriir (KCl) iginde doygun civa (I) kloriir (Hg2Cl>) ile etkilesimde olan civadan
olusmaktadir.

1/2 Hg.Cl; + e « Hg(k) + CI" yar tepkimesine sahip olan elektrodun sematik

gosterimi;
Hg/Hg.Cl(doygun), KCI(xM) //
seklindedir.

Yalniz kloriir iyonunun aktifligine bagli olan elektrot gerilimi, sicaklikla ¢ok az da
olsa degismektedir. Kolay hazirlandig1 igin analitik kimyada c¢okca tercih
edilmektedir.
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delik

\Hg

Hg, Hg.Cl, + KCI

cam yunu

@_/_:,,/_._. delik
KCI (doygun)

KCI (kati)
cam duvar

poroz tapa (tuz koprusu)

Sekil 1.10. Doygun kalomel elektrodun sematik goriiniimii

Giimiis/Giimiis Kloriir Elektrot: Bu elektrotlar, derisimi bilinen potasyum kloriir
(KCl) i¢inde gilimiis kloriir ile kaplanmis bir glimiis telden olugsmaktadir.

AgCl + e« Ag" + CI yar1 tepkimesine sahip olan elektrodun sematik gosterimi;
Ag/AgCI (doygun), KCI (xM) //
seklindedir.

Karsilagtirma elektrotlarinin kullaniminda, giimiis ya da civa (I) iyonlar ile analit
¢Ozeltisi arasindaki tepkimeyi engellemek icin elektrot ¢ozeltisinin seviyesinin
ornek c¢ozeltinin iistiinde olmasi gerekmektedir. Bu durum ayni zamanda elektrot

¢Ozeltisinin kirlenmesini de 6nlemektedir.
2. Yardimar (Karsit) Elektrotlar

iki elektrotlu sistemlerdeki polarlanmayan elektrot, {izerinden akim gegtiginden
yiiksek akimlarda polarlanir. Ayrica eger ¢ozelti direnci yiiksek ise bu direnci
yenmek i¢in gerekli potansiyel onemli diizeye ¢ikacagindan calisma elektrodunun
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polarizasyon potansiyeli yanlis algilanabilir. Bu karisikligin 6nlenmesi igin {igiincii
bir elektrodun yani yardimci (karsit) bir elektrodun kullanilmasi gerekir. Calisma
elektrodu ve yardimer elektrottan akim gegcirilip ¢alisma elektrodunun potansiyeli
karsilastirma elektroduna karsi sifir akim altinda saptanir. Akim yardimci elektrot
iizerinden gectigi icin bu elektrotlarin platin, grafit, tantal ve tungsten gibi soymetal
olmalar1 gerekmektedir.

Helezon seklinde sarilmig bir Pt tel, elektrigin kaynaktan gelerek ¢ozelti iginden
mikroelektroda aktarilmasini saglayan karsit elektrot olarak calisir. Karsit
elektrotun ¢aligma elektrotundaki reaksiyona etkisi olmaz, sadece onu elektronlarla
besler (Tiire, 2008; Cin, 2007).

3. Cahsma (indikator) Elektrotlar:

Voltametride ¢ok ¢esitli ¢alisma elektrotlar1 kullanilmaktadir. Bunlar civa, altin,
platin, bizmut, grafit, camsi karbon, pirolitik karbon, lif karbon ve modifiye
elektrotlar seklinde siralanabilir. Bu elektrotlar, ylizey alam1 ¢ok kiigiik olan
mikroelektrotlardir. Yiizey alanmin kiiciikliigli polarlanmanin olabilmesi i¢in
onemlidir. Mikroelektrotlar sayesinde analitin ¢ok az bir miktar1 tepkimeye
girmektedir. Bu da analitin tekrar tekrar voltamograminin almabilmesini
saglamaktadir (Yildiz vd., 1997, Tural vd., 2006).

Yavgin olarak kullanilan calisma (indikator) elektrotlari:

Civa Elektrotlar

Civa kokenli elektrotlarin yaygin olarak kullanilmasinin bir ¢ok sebebi vardir.
Bunlardan biri civa elektrodun genis bir potansiyel araliginda uygulanabilir
olmasidir. Bu 6zelliginden dolay1 negatif potansiyellerde de kullanilabilmektedir.
Ayrica siirekli yeni bir ylizey olusturabildigi igin Onceki islemlerden kalan
safsizliklar civa yiizeyinden uzaklastirilabilmektedir. Tekrarlanabilir civa
damlalarinin olugmasi sonucunda da tekrarlanabilir akimlar elde edilmektedir. Bu
elektrot sayesinde bir¢ok metal civa ile amalgam olusturarak indirgenmektedir. Bu
esnada kendisi kolay yiikseltgendiginden fazlaca toksik etki meydana getirmektedir
ki bu da civa elektrotlarin dezavantaji olarak goriilmektedir.

Civa elektrotlarda civanin akis hizi mekanik bir igne yardimiyla ayarlanmaktadir.
Bu ignenin kontrolii ise ya yer ¢ekimi etkisi (haznenin yiiksekliginin degistirilmesi)
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ile ya da manyetik etki ile yapilmaktadir. Civa damlasinin diisiiriilmesi de mekanik
bir ¢ekic araciligryla yapilmaktadir (Tural vd., 2006). Civa elektrotlar dérde ayrilir.
Bunlar, damlayan civa elektrodu, asili civa damla elektrodu, durgun civa damla
elektrodu ve civa film elektrodudur. Ancak durgun civa damla elektrodu ¢ok tercih
edilen bir elektrot degildir.

Kat1 Elektrotlar

Civa elektrotlarin anodik gerilim sinirinin  diisiik olmasindan dolay1 kolay
yiikseltgenebilen bilesiklerin davraniglarini incelemek bu elektrotlarla ¢ok miimkiin
olmamaktadir. Bu bilesikler i¢in daha genis bir anodik gerilime sahip olan kati
elektrotlarin kullanimi daha ¢ok tercih edilmektedir. Kati elektrotlarin durgun,
donen ve titresen g¢esitleri mevcuttur. Bu elektrotlar tel, levha veya disk seklinde
olabilmektedir.

Kat1 elektrotlarda yanitin verimi ve tekrarlanabilirligi elektrot yiizeyine baglidir.
Heterojen bir ylizeye sahip olmalarindan dolay1 kullanim 6ncesinde bu elektrotlara
elektrot temizleme On-islemi ve parlatma islemi uygulanmalidir. Bu islemler
elektrodun tiiriine gore degisiklik gostermekle birlikte doniistimlii gerilim taramasi
ve mekanik parlatma en ¢ok kullanilan tekniklerdir. Ayrica yiizey aktivasyonunu
saglamak i¢in kimyasal, elektrokimyasal ve termal ylizey yontemleri de
kullanilmaktadir (Wang vd., 2000).

Kati elektrotlarin da en yaygin kullanilan iki gesidi vardir. Bunlar; metal elektrotlar
ve karbon elektrotlardir.

Metal Elektrotlar

Metal elektrotlar, soy metallerden yapilmis olan elektrotlardir. Metal elektrot
yapiminda en ¢ok kullanilan soy metaller altin ve platindir. Nadiren bakir, nikel ya
da giimiis de kullanilabilir. Bunun yaninda ¢inko, indiyum, iridyum, rutenyum oksit
gibi metal oksitlerin kullanildig1 ¢aligmalara da rastlanmaktadir. Metal elektrotlarin
kullanim araligr oldukg¢a diisiiktiir. Ortaminin pH’ma gore ¢ok kiigiik negatif
gerilimlerde (-0.2V/-0.5V) kullanilabilmektedirler. Ozellikle altin ve platin
elektrotlarin biyosensor teknolojisindeki kullanimi son yillarda artis gostermistir.
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Bunun nedeni tiyol gruplarinin bu elektrotlara olan ilgisi ve modifiye edilebilir
olmalaridir (Wang, 2000).

Karbon Elektrotlar

Karbon temelli elektrotlar, elektrokimyasal analizlerde en ¢ok tercih edilen kati
elektrotlardir. Cilinkii karbon elektrotlar genis bir gerilim araligina sahiptir. Ayrica
yiizeyinin zengin bir bilesime sahip olmasi ve ucuzlugu da tercih sebeplerinden
biridir. Karbon elektrotlar kimyasal tepkimelere kars1 isteksiz ve diisiik artik akim
vermeleri ve yiiksek duyarliliga sahip olmalar1 agisindan da c¢ok kullanilan
elektrotlardir. Metal elektrotlara gore elektron aktarim hizlari oldukga yavastir.
Karbon elektrot yiizeyindeki grafit tozunun bilesiminde bulunan aromatik
halkalarin aktif oksijen uclari, ¢esitli fonksiyonel guruplart (hidrojen, hidroksil,
karboksil gruplar1 ve hatta kinonlar) karbon yiizeyine baglayarak elektrot yiizeyinin
kirlenmesine neden olmaktadir (Wang, 2000).

Sekil 1.11. Grafit tozunda bulunan karbon atomlarinin dizilimi

Karbon elektrotlar bes gruba ayrilir. Bunlar, camsi karbon elektrot, karbon pasta
elektrot, perde baskili karbon elektrot, karbon-fiber elektrot ve kalem grafit
elektrottur.
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Camsit Karbon Elektrot (Glassy Carbon Electrode, GCE):

Camst karbon elektrot, kullanim agisindan ¢ok yaygindir. Yaygin kullanilmasinin
en Onemli nedenlerinin baginda mekaniksel ve elektriksel 6zelliklerinin ¢ok iyi
olmasi1 gelmektedir. Ayrica gerilim ¢aligma araliginin genis olmasi, kimyasal agidan
inert olmasi ve tekrar edilebilirliginin yliksek olmas1 da yaygin kullanim nedenleri
arasinda sayilabilir. Elektrot govdesi inert bir malzemeden olusur. Camsi karbon,
bu govde igine elektrot yiizeyinden 1-2 mm konumuna kadar sikigtirilarak elde
edilmektedir. Camsi1 karbon elektrot ya fenol-formaldehit polimerlerinin kontrollii
1sitilmastyla (300-1200 °C) ya da poliakrilonitrilin yiiksek sicaklik (1000-3000 °C)
ve basing altinda karbonizasyona ugratilmasi ile elde edilmektedir. Eger bu elektrot
ylizey On islemine tabi tutulursa, elektrodun analitik performansinda artig goriiliir.
(Wang, 2000; Sahingi, 2005).

Karbon Pasta Elektrot (Carbon Paste Electrode, CPE):

Karbon pasta elektrotlar da ¢ok tercih edilen elektrotlardandir. En 6nemli tercih
nedenlerinden biri kolay yenilenebilir olmalar ve yiizeylerinin modifiye edilebilir
olmasidir. Olusturduklari artik akimin diisiik olmas1 ve ucuz olmalar1 da ¢ok tercih
edilme nedenlerindendir. Bu elektrotlarda karbon pastasi denilen kisim, grafit
tozunun suda karigmayan ¢esitli organik baglayicilarla (mineral yag, parafin yagi,
silikon yag1, bromonaftalin) karigtirtlmasi ile hazirlanmaktadir. Bu karigim camdan
yapilmig elektrot govdesi igerisine sikistirilir. Ayni1 zamanda iletken bir tel de

gbvdenin 2/3’ne kadar yerlestirilirerek iletkenlik saglanmis olur.

Karbon pastast adi verilen kismin igerigi, elektrodun aktifligini fazlasiyla
etkilemektedir. En iyi performansi veren karisim, mineral yag ve grafit karigimidir.
Genis bir gerilim araliginda ¢alismaya olanak saglayan karbon pasta elektrot, kisa
siirede ve kolay hazirlanan bir elektrottur. Ancak diger elektrotlara gore tekrar
edilebilirligi digiiktiir. Ayrica, kullanilan ¢ozelti yiiksek oranda organik ¢oziicii
igeriyorsa, karbon pastasi ¢ozeltide dagilabilmektedir (Urbaniczky ve Lundstrom,
1984; Wang, 2000; Kalcher, 1990)
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(Mineral yagy Grafii)

Sekil 1.12. Karbon pasta elektrot

Perde Baskili Karbon Elektrot (Screen Printed Carbon Electrode, SPCE):

Gelecegin elektrotlar1 olarak gosterilen perde baskili elektrotlarn, 6zellikle
biyosensor teknolojisinde onemi biiyiiktiir (Lucarelli vd., 2002). Perde baskili
karbon elektrotlar, ¢esitli miirekkeplerin poliester esnek film, seramik ya da plastik
materyaller lizerine baskisindan olusur. Calisma elektrodunu baskilamak i¢in
genellikle karbon ve platin miirekkep baskili olanlar kullanilirken, karsilagtirma
elektrodunun baskisinda giimiis baskili olanlar tercih edilmektedir (Hart, 1997,
Prudenziati, 1994).

Karbon Fiber Elektrot (Carbon Fiber Electrode, CFE):

Karbon fiber elektrotlar, ¢ok kiigiik boyutlara sahip olmalarindan dolay1, mikro ve
nano problarin iretimini olanakli hale getirmekte ve bu da belli avantajlar
saglamaktadir. Ornegin, bu elektrotlarin tek hiicre gibi kiiciik hacimli ortamlarda
kullanimi canli doku analizlerinde kullanilan diger problara nazaran (6rnegin
mikrodiyaliz problari) ¢ok daha az zarar vermektedir. Elektroanalitik uygulamalarin
¢ogunda 5-20 pum ¢apinda karbon fiberler kullanilmaktadir. Bunlar istenilen
dogrultuda difiizyonun gergeklesmesini saglamaktadir. Karbon fiber elektrot, kiigiik
boyutlart nedeniyle c¢esitli mikro, c¢evresel Ol¢iimlerin yapilmasina katkida
bulunmaktadir (Wang, 2000).
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Kalem Grafit Elektrot (Pencil Graphite Electrode, PGE):

Elektrot olarak sertligi ve capt farklilik gdsteren mekanik kursun kalem uclar
kullanilir. Bu uglar, kil ve balmumu karisimi igerisinde grafit tozunun dagilmasi ve
ardindan 1sitilarak sekillendirilmesi ile fretilir. Burada kil yerine seliiloz
kullanilarak oksijensiz ortamda yanma islemi uygulanirsa, seliiloz karbona dontistir
elastiki bir yap1 meydana gelir. PGE’ler, karbon pasta ve pirolitik karbon kadar
kirilgan degillerdir. Camsi1 karbon kadar da sert degillerdir.

Tim kat1 elektrotlarda oldugu gibi karbon elektrotlarla calisilirken de bazi
bilesiklerin yilikseltgenme {iriinleri elektrot iizerinde birikerek ince bir film tabakasi
olusturur. Bu tabaka o6lgiimiin dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini azaltir. 20.
yiizy1lin sonlarindan bu yana el-yapimi kalem grafit (kalem ucu) elektrotlar (PGE)
diger karbon elektrotlara gore daha gok tercih edilmektedir (Wang vd., 2000; Wang
ve Kawde, 2001). Tek kullanimlik olmalar1 ve kolaylikla yeni bir elektrot yiizeyinin
olusturulabilmesinden dolay elektrot temizleme islemlerine gerek yoktur.

lletken tel

kalem ucu

Sekil 1.13. Kalem grafit elektrot

1.2. Sensor

Bulundugu ortamda, sicaklik, basing, mesafe gibi degerleri algilayabilen ve
dogrudan 6l¢iim yapabilen cihazlardir. Sensorlerin, incelenen 6rnegi etkilememesi
onemlidir. Iyi bir sensor tersinir olmali ve devamli yanit alma yetenegine sahip

olmalidir. Bir sensoriin boliimleri su sekilde siralanabilir;
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Taniyici boliim, ¢evirici boliim ve elektronik boliim.

1.2.1. Biyosensor

Analiz ¢ozeltisi (6rnek) ile biyolojik bilesen (biyoreseptor) arasinda biyokimyasal
bir reaksiyon gergeklesir. Bu reaksiyon sonucunda olusan sinyaller, dedektdrde
(doniistiiriicii) elektrik sinyaline gevrilir. Buradan okunan sinyal sayesinde kalitatif
veya kantitatif analizler gerceklestirilir.

Biyoreseptdr Doniigtiirticl

- enzimler g 7 9.4 -

- 3
- antikorlar g (/"’aﬁ'\m
- aptamerler - -
|:||:| giglendirici
- mikroorganizmalar

sinyal

Sekil 1.14. Bir biyosensoriin yapisi

Bir biyosensoriin ¢aligabilmesi igin biyolojik bir 06rnege ihtiyag vardir.
Biyosensorler tasarlanirken, Oncelikle biyosensoriin hangi analiti taniyacagi
saptanmalidir. Daha sonra analite uygun biyoreseptor segilmelidir. Segilen
biyoreseptoriin  donlstiirliciiye  sabitlenmesinde  kullanilacak  uygun  bir
immobilizasyon metodu belirlenir. Biyoreseptoriin analiti tanimastyla kimyasal
veya fiziksel sinyaller olusur. Ceviriciler olusan bu sinyalleri okunabilir sinyallere
doniistirtir.

ideal bir biyosensoriin sahip olmas: gereken dzellikler

Duyarhlik: Bir cihazin veya bir ydontemin duyarliligi bir analit derisimindeki kiigiik
farklar1 ayrit edebilme kabiliyetinin bir 6lgiistidiir.

Secicilik: Bir cihazin veya yontemin se¢iciligi, karmasik bir matriks i¢cinde bulunan
analiti diger tiirlerden etkilenmeden 6lcebilme kabiliyetidir. Ideal bir biyosensdr
mutlaka yeterli se¢icilik diizeyine sahip olmalidir.

Olgiim aralig: Kalibrasyon grafiginin dogrusallik gosterdigi derisim araligidir.
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Ol¢iim siiresi: Analit konsantrasyonundaki bir basamak degisime kars1 cihazin
yanit verecegi Ol¢iim siiresidir. Cihazin 6l¢gme hizin1 gosterir.

Tekrarlanabilirlik: Ayni kosullarda yapilan deneyler sonucu elde edilen verilerin
birbiri arasindaki uyum derecesi olarak ifade edilebilir. Tekrarlanabilirligin iyi
olmasi, biyosensoriin ne kadar dogru sonug¢ verdiginin bir gostergesi olarak kabul
edilebilir.

Tayin smri: Cihazin veya yontemin tayin edebilecegi en diisiik analit
konsantrasyonunu ifade eder. Bu sinir1 etkileyen bazi faktorler vardir. Bunlar,
elektrot yiizeyinin biiylikliigi, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi
ve elektrot ylizeyine immobilize edilen madde miktaridir.

Kullanim Omrii: Cihazin, analit miktarma kars: verdigi yamtin kabul edilebilir
sinirlar iginde ayn1 kalma siiresini gosterir. Eger biyolojik ¢eviricinin aktivitesinde

azalma meydana gelirse kullanim 6mrii bundan etkilenir.

Kararhhik: Cihazin analit konsantrasyonuna verdigi yanitin belirli bir siire i¢inde
ayni kalma kabiliyetidir. Burada 6nemli olan biyolojik materyalin fiziksel
dayanikliligidir.

Kalibrasyon Gereksinimi: ideal bir biyosensor kalibrasyona gerek duymamalidir.

Hizh Yamit Zamam: Bir biyosensoriin elektrodunun yanit zamani dnemlidir. Bu

deger elde edilen akim-zaman egrilerine bakilarak tespit edilir.

Basitlik ve Ucuzluk: Ideal bir biyosensoriin tasarimi basit ve ucuz, kullammi da
kolay olmalidir.

Kiiciiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik: Elektrotlarin sterilizasyonu ve
boyutlarmin kiiciik olmasi bir biyosensor i¢in 6nemli bir ayrintidir. Ancak,
sterilizasyonu engelleyen en oOnemli faktor biyolojik materyalin fiziksel
dayanikliligidir (Hall, 1990).

1.2.1.1. Biyosensor Cesitleri

Biyosensorler, genel olarak agagidaki sekilde siniflandirilabilir:
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i. Manyetik Biyosensérler

Ortamdaki manyetik degisiklikleri algilayan ve buna bagli olarak ¢ikisinda gerilim
iireten sistemlerdir. Alan yogunlugu, akim yogunlugu, manyetik moment,
gecirgenlik gibi manyetik alana bagl degiskenlerin dl¢limlerini kapsar.

ii. Optik Biyosensorler

Biyokimyasal bir tepkime sonrasinda sogurulan ya da yayilan 151k dalgalar1 optik
fiberlerle detektore iletilmekte ve burada frekans 6l¢iimii yapilmaktadir (Chaubey
ve Malhotra, 2002).

iii. Kiitle Duyarh Biyosensorler

Kiitle duyarli biyosensorler, piezoelektrik madde {izerine uygulanan elektrik alan
sayesinde maddedeki yiikiin ilerlemesi ile olusan manyetik alan frekansinin

Ol¢limiine dayanmaktadir.
iv. Isil (Termal) Biyosensorler

Biyokimyasal bir tepkime sirasinda reaksiyon sicaklift ve adsorpsiyon
sicakligindaki degisimin 6lgiilmesi ile analitin tayininin yapilmasi ilkesine dayanir
(Chaubey ve Malhotra, 2002).

v. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal  biyosensorlerde  bir  biyokimyasal tepkime  sirasinda,
elektrokimyasal tiirlerin olusturdugu sinyaller, bir dedektdr tarafindan Slciilebilen

elektriksel sinyallere donistiiriilerek harcanir veya iretilir.

Elektrokimyasal biyosensorler, ¢evirici (transistdr) Ol¢liim tiirline gore ii¢ gruba
ayrilirlar. Bunlar, amperometrik biyosensorler, potansiyometrik biyosensorler,
kondiiktometrik biyosensdrlerdir.

Amperometrik Biyosensorler

Bir tiirlin, elektrokimyasal reaksiyonu sonucu meydana gelen akimin 6l¢iilmesi
prensibine dayali bir biyosensordiir. Calisma elektrodu {izerine sabit bir gerilim
uygulanmakta ve bu gerilim degerinde hiicreden gegen akim degeri Olgiilerek
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kaydedilmektedir. Meydana gelen sinyalinin biiyiikliigii elektroaktif tiiriin
derisimine baglidir. Amperometrik biyosensorlerin bazi iistiinliikleri vardir. Bunlar,
oldukg¢a duyarli, hizli ve ucuz olmalaridir.

Potansiyometrik Biyosensorler

Potansiyometrik 6l¢iimler calisma elektrodu ile karsilastirma elektrodu arasindaki
gerilim farkinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Bazi durumlarda da iki karsilagtirma
elektrodu arasina gegirgen bir membran yerlestirilmekte ve burada meydana gelen
gerilim farki 6lgiilebilmektedir. Olgiilen bu deger drnegin bilesimi hakkinda bilgi
vermektedir.

Kondiiktometrik Biyosensorler

Kondiiktometrik biyosensorler, ana ¢ozelti veya elektrot yiizeyindeki ince film
tabaka iizerinde meydana gelen elektrik iletkenliginin degisimi iizerine kurulmustur.
Temelinde segici olmayan bu yontemde; elektrot yiizeyine uygulanan modifikasyon
ve aletsel diizeyde yapilan gelismeler, segiciligin artmasin1 saglamistir (Thevenot
vd.,1999; Stradiotto vd., 2003).

Elektrokimyasal biyosensorler biyolojik tanima unsuruna gore iki gruba ayrilirlar,

Biokatalitik biyosensorler ve Afinite biyosensorleri.

Biyokatalitik Biyosensorler: Biyokatalitik biyosensorlerde, biyoreseptdr olarak
enzim, doku ve bakteriler kullanilmaktadir. Bu nedenle bu biyosensorler, enzim
temelli elektrotlar ile doku ve bakteri elektrotlari olarak ikiye ayrilmaktadir.

a- Enzim Temelli Elektrotlar: Enzimlerin gorevi canli organizmalarda kimyasal
reaksiyonlari katalizlemektir. Bu katalizorler ¢ok secici olduklari igin bir¢ok duyarlt
uygulama alaninda tanima yiizeyi olarak kullanilmaktadirlar. Bir enzim tabakasinin
uygun bir elektrotla biraraya getirilmesi sonucu enzim temelli elektrotlar meydana
gelmektedir. Bu islem bir diyaliz membran ve elektrot arasina enzim ¢dzeltisinin

immobilize edilmesiyle gerceklestirilmektedir.

b- Doku ve Bakteri Elektrotlari: Bazi sistemlerde enzimlerin saf halde

bulunamamasi ya da saflastirilmis enzimlerin sinirlandirilmis kararliligi ve pahali
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olmalar1 gibi sebeplerden dolayr bu biyosensdrlerin kullanimina iliskin bazi
sinirlamalar s6z konusudur. Bu gibi durumlarda enzimler yerine bitki dokulari veya
bakteriyel hiicreler kullanilabilmektedir. Bu elektrotlarin galisma prensibi enzim
temelli elektrotlar ile genel olarak aynidir.

Afinite biyosensdrleri: Afinite deyince akla, secici baglanma olay1 gelmektedir. Bu
biyosensorlerde antikor, reseptdr, poliniikleotit gibi biyomolekiiller, hedef analitlere
secici olarak baglanmaktadir. Baglanma sonucunda olusan elektrokimyasal sinyal
Olciilmektedir. Bu sistem kullanilarak ¢ok duyarli ve segici biyosensorler
yapilmaktadir. Afinite biyosensérleri de {i¢ grupta incelenebilir. Antikor temelli
biyosensorler (immiinosensorler), reseptor temelli biyosensorler ve niikleik asit

temelli biyosensorler.

a- Antikor temelli biyosensorler (immiinosensdérler): Antikorlar, organizmaya
disaridan giren yabanci molekiillerin (antijen vb.) baglanmasi igin {retilen
proteinlerdir. Baglanma sonucunda antikor ya da antijen derisimindeki degisiklik
kaydedilmekte ve bu sayede tayin yapilmaktadir. Burada meydana gelen baglanma
tepkimeleri genellikle tersinmezdir. Bu nedenle bu biyosensorler yeniden
kullanilamamaktadirlar. Dolayisiyla antikor temelli biyosensorler pahali olduklari
i¢in ¢ok tercih edilmemektedir.

b- Reseptir temelli biyosensorler: Hedef analiti 6zel olarak baglamaya yarayan
reseptorlerin, hiicresel membrana yerlestirilmesiyle elde edilen proteinlerdir.
Reseptor ile analit arasindaki segici baglanma sirasinda iletkenlik degerleri
oOlgiilerek tayin yapilmaktadir.

C- Niikleik asit temelli biyosensorler: RNA ve DNA temelli biyosensorlerdir. Bu
biyosensorlerde iki sekilde sinyal alinarak tayin gergeklestirilmektedir. Bunlardan
biri, DNA’nin ikili sarmal yapisi arasina analitin girmesi, digeri ise DNA’ nin
yapisindaki guaninin bazindaki degisimin dogrudan Olgiilmesidir. Geleneksel
yontemlere gore daha hizli ve ucuzdur. Bu analizler sayesinde bir ¢ok genetik bilgi
agiga ¢ikarilmistir (Thevenot vd., 1999; Wang, 2000; Stradiotto vd., 2003).

1.3. DNA’nin Yapisi

DNA (deoksiriboniikleik asit) biitiin canli organizmalarin hiicrelerinde bulunan ve
canlinin tiim genetik 6zelliklerini tastyan molekiildiir. DNA molekiiliiniin kendini
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esleme (replikasyon), bilgi depolama, toplanan bilgiyi ifade etme ve mutasyonla
cesitleme (varyasyon) gibi bazi 6zellikleri vardir.

Isvigreli kimyaci Friedrick Miescher tarafindan ilk olarak 1868 yilinda balik
hiicrelerinin ¢ekirdeginden yalitilan DNA, 1900’lii yillarin ortalarinda yapilan
caligmalarla genetik madde olarak kabul edilmistir. Hiicre ¢ekirdeginde bulunan her
bir kromozomda tek ve uzun bir DNA zincirine rastlanmaktadir. Bir DNA
molekiiliinde belirli bir genetik 6zelligi igeren bdlge gen adini almaktadir (Klug ve
Cumming, 2007).

DNA molekiilii, adenin, guanin, sitozin ve timin bazlarindan olusmaktadir. Ayrica
bes karbonlu seker ve fosfat gruplari igermektedir. DNA molekiiliiniin baglica
gorevi, canlilarin genetik sifresini tagimak ve nesilden nesile aktarmaktir. DNA
molekiiliinde piirin ad1 verilen adenin ve guanin bazlari, pirimidin ad1 verilen sitozin
ve timin bazlarina hidrojen baglari ile baglanmaktadir. Adenin ile timin arasinda
ikili hidrojen bagi, guanin ile sitozin arasinda iiclii hidrojen bagi bulunmaktadir.
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DNA molekiilindeki adenin ve guanin bazlarinin elektroaktif ozelligi ilk kez
Palecek tarafindan bulunmustur (Palecek, 1960). Giinimiizde bu 6zelliginden
faydalanarak DNA’nin nitel ve nicel analizi yapilabilmektedir. Bu amag igin
biyosensorler gelistirilmistir. Gelistirilen bu biyosensorlerde tanima yilizey katmani
olarak DNA kullanilmaya baslanmistir (Brabec, 1983; Brabec ve Koudelka, 1980;
Cai vd., 1996).

Biyo-tanima yiizeyi olarak niikleik asit iceren biyosensorlere genosensor adi verilir.
Genosensor, gene dayali tayin yapan sensorlerdir. Genosensorler, sensoriin tanima
yiizeyi ile etkilesen analitin (karsinojen maddeler, ilaglar vb.) miktar tayininin
yapilmasi, DNA’da meydana gelen hibridizasyon olaylariin izlenmesi gibi
amaglarla kullanilabilmektedir (Muti vd., 2010, 2011; Erdem vd., 2012; Eksin vd.,
2013).

1.3.1. DNA Biyosensorleri

DNA biyosensorleri, niikleik asit tanima tabakasinin bir ¢evirici ile birlestirilmesi
sonucu meydana gelmektedir. Aletsel bir diizenek, molekiiler bir tanima tabakasi,
sinyal gevirici ve uygun bir okuyucudan olusan sistemlerdir (Drummond vd., 2003).

Bu sistemlerde, hedefin DNA tanima yiizeyine tutturulmasi ile meydana gelen
hibritlesme sonucunda olugsan elektrik sinyalinden yararlanilarak analiz
yapilmaktadir. DNA biyosensorlerinin - ¢alismast  baz  dizisi  belirli  bir
oligoniikleotidin biyotanyici katmana immobilize edilmesi ile hedef dizinin
belirlenmesi temeline dayanmaktadir (Tomschik vd., 1999; Molinier-Jumel vd.,
1978).

DNA biyosensorlerinin bulunmasi, genlerin ve tiirlerin ugradiklart mutasyonun
incelenmesi, DNA’yla etkilegsen ilaglarin mekanizmalarimin belirlenmesi, bazi
hastaliklarin tayini gibi daha bir¢ok alanda yapilan caligmalar i¢in &nemli bir
gelisme olmustur.

Son yillarda molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji alanindaki g¢alismalar, DNA

biyosensorleri i¢in bir gelisim basamagi olmustur.
1.3.1.1. Elektrokimyasal DNA Biyosensorleri:

Elektrokimyasal DNA biyosensorleri, iki baglik altinda incelenebilir.
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1. Madde-DNA etkilesimine dayali biyosensorler

2. Niikleik asit hibridizasyonuna dayali biyosensorler
Madde-DNA Etkilesimine Dayal Biyosensorler

DNA’nin, ilag, toksik madde vb. bazi kimyasal maddeler ile etkilesimini
inceleyerek, ilag tasarimi, ¢evresel toksik madde analizleri ve ¢esitli kimyasal savas

ajanlarinin tayininde kullanilan biyosensorlerdir.
a) Ilac-DNA Etkilesimine Dayali DNA Biyosensorleri

Ilag molekiilleri ile DNA’nin etkilesmesi ve bu etkilesimin tayini, elektrokimyasal
DNA biyosensorlerinin gelisimini saglamistir. Yeni sentezlenen ilaglarin DNA ile
etkilesmesinin  tayini, kisa siirede ve hassas sekilde biyosensorlerle
gergeklestirilebilmektedir.

Ila¢ molekiiliiniin dsDNA ile etkilesimi ii¢ sekilde gerceklesmektedir;
v Negatif yiiklii seker-fosfat grubu ile elektrostatik olarak etkilesim,
v Cift sarmalin biiyiik ve kii¢iik oluklarina baglanma veya
v' Interkalasyondur.

Bu sayede etkisini DNA’ya baglanarak gdsteren antikanser ilaglarin etkilesim

mekanizmalarinin aydinlatilmasi da miimkiin olmaktadir.

Elektrokimyasal biyosensorlerle yapilan ilag-DNA  etkilesimine dayal
calismalardan duyarli bir tayin yapilabilmesi igin DNA ile etkilesen ilacin kendi
sinyalindeki degisim ve elde edilen sinyalde bir azalma veya artma gozlenmesi
gerekir. Ayrica, DNA bazlari1 guanin veya adenin sinyallerindeki degisim de dikkate
almir. Yeni antibiyotik, antiviral, antitimor ilag ve antisens oligoniikleotidlerine
dayali ila¢ hedefleme calismalarina yon vermek veya bir ilag ham maddesinin
detayli analizinin duyarli sekilde gerceklestirilmesini saglamak gibi amaglarla
madde-DNA etkilesimine dayali biyosensorleri gelistirme ¢alismalari devam
etmektedir.
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b) Toksik Madde-DNA Etkilesimine Dayali DNA Biyosensorleri

Toprak, su ve hava gibi cevresel ortamlarda olusan toksik maddelerin canli
DNA’sna verdikleri zararin tespiti igin de DNA biyosensdrleri kullanilmaktadir.
Toksik etkisi incelenecek maddenin, DNA ile sensor yiizeyinde veya ¢ozelti bazinda
etkilesimi sonrasinda, elde edilen sinyal farklanmalar1 incelenmektedir.

¢) Kimyasal Savas Ajanlarinin Tayinine Yonelik Biyosensorler

Kimyasal silah amaciyla kullanilan maddeler de benzer sekilde biyosensorlerle
tayin edilebilir. Ozellikle organofosfat bilesimine sahip maddelerin DNA’ya
verdikleri biiyiik hasar, biyosensor kullanarak saptanabilmektedir ve bu alanda
Wang ve arkadaglar1 akisa enjeksiyon yontemi kullanarak nitroaromatik patlayicilar
ve organofosfatli sinir gazlarmin tayinini tek kanal mikrogip sisteminde
gerceklestirmislerdir.

Niikleik Asit Hibridizasyonuna Dayal Biyosensorler

DNA hibridizasyon tayini igin tasarimi yapilacak biyosensorlerin hedefteki tek
bazda meydana gelecek farkliligi yakalamaya imkan verecek sekilde secimlilige ve
diistik tayin siirma sahip olmasi gerekmektedir.

Insan, viriis ve bakteri DNA’sinin baz dizilimlerinin aydinlatilmasiyla pek ¢ok
kalitsal hastaliga sebep olan mutasyonlar artik saptanabilmektedir. Diziye 6zgii
DNA biyosensoérleri, bir ¢evirici sistem ile beraber DNA probundan olugmaktadir.
Tek sarmal kisa oligoniikleotit iceren ve aranan hedefin baz dizisinin karsilig1 olan

problar, ¢ozelti igerisinde kendisine se¢imli baglanacak kismi segerek hibritlesirler.

DNA Biyosensorlerinde Prob Dizilerinin Elektrot Yiizeyine Tutturulma
Yollan

Hibridizasyon tayininin daha kolay gergeklesmesi igin, prob dizisinin elektrot
yiizeyine gii¢lii ve diizenli bir sekilde baglanmasi gerekmektedir. Bunun i¢in DNA
biyosensorlerinde 15-30 bazli kisa DNA dizileri (oligoniikleotidler), prob olarak
elektrot ylizeyine tutturulmaktadir.
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a) Elektrostatik Yolla Prob Tutturulmasi

Elektrot ylizeyine pozitif (+) potansiyel uygulanarak, negatif (-) yiklii fosfat
omurgasina sahip olan DNA’nin elektriktrostatik ¢ekim sayesinde, elektrot
yiizeyine paralel olarak tutunmasi ilkesine dayanir. Kullanilan kimyasallarin ucuz
olmasindan dolay1 maliyeti diisiik bir yontemdir.

b) Kovalent Yolla Prob Tutturulmasi

Prob dizilerinin elektrot yiizeyine kovalent baglanma ajanlar1 kullanilarak
tutturulmasi ilkesine dayanir. Bu yontemle elektrot yilizeyinde oldukca diizenli ve
dayanikli bir prob tabakasi olugmaktadir. Bu durum hibridizasyon tayini igin
onemlidir. Fakat kullanilan kimyasallarin pahali olmas1 ve diger yontemlere gore
daha uzun siirmesinden dolay1 ¢ok tercih edilmemektedir.

¢) Afinite Yoluyla Prob Tutturulmasi

Streptavidin ile kaplanmis gesitli elektrot yiizeylerine ya da manyetik partikiiller
gibi yiizeyler {iizerine, biyotin ile isaretlenmis problar, streptavidin ve biyotin
arasindaki giiglii afinite nedeniyle spesifik (enzim-substrat) bir sekilde
tutturulmaktadir.

DNA Biyosensorleriyle Dizi Algilama Yontemleri

DNA biyosensorlerini kullanarak biyolojik 6rneklerden DNA dizisinin saptanmasi,
ozellikle molekiiler tip alaninin énemli Sl¢iide ilerlemesini saglamistir (Thayer,
1999). Bu sayede insan, viriis, bakteri gibi biyolojik 6rneklerdeki baz diziliminin
tayini yapilarak, bir ¢ok kalitsal hastaligin nedeni saptanabilmektedir. Bu sekilde
tasarlanan biyosensorler, DNA bazlarinin hibridizasyonu prensibine dayanmaktadir
(Herne ve Tarlov, 1997; Wang vd, 1998a).

Biyosensoriin hedef ¢ozeltiye daldirilmasi sonucu elektrot yiizeyinde bir hibrit
meydana gelir. Olusan bu hibrit, iki farkli yontemle tayin edilebilmektedir. Bunlar;
indikatore dayali algilama yontemleri ve indikatdrsiiz algilama yontemleri seklinde
siniflandirilabilmektedir. Indikatore dayali dizi algilama yonteminde elektrot,
indikatorii igeren ¢ozeltiye daldirilarak indikator ile elektrot yiizeyindeki hibritin
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birbirine baglanmasi saglanir. Baglanma diizeylerine bakilarak tayin gergeklestirilir.
(Del Pozo vd., 2005; Millan ve Mikkelsen, 1993). indikatorsiiz algilama
yonteminde ise, DNA bazlarindan biri olan elektroaktif guanin bazinin +1.0 V’da
verdigi yiikseltgenme sinyaline bakilir. Baglanma Oncesi ve sonrasinda guanin
bazindan alinan sinyalin farklanmasina bakilarak tayin gergeklestirilir (Brett vd.,
1998; Wang vd., 1998b).

a) Indikatére Dayali DNA Dizi Algilama Yéntemleri

Indikatére dayali DNA dizisi algilanmasi, DNAya interkalasyon ile baglanma veya
DNA dizisindeki bazlarla 6zgiin etkilesme olmak {izere iki farkli sekilde meydana
gelmektedir. Her iki yontemde de indikator olarak elektroaktif maddeler
kullanilmaktadir. Bu yontemde, elektrot yiizeyindeki hibrit ile indikatoriin
etkilesmesi sonucu meydana gelen elektrokimyasal yanitin artmasi ya da azalmasina
bakilarak tayin gerceklestirilmektedir.

Indikator olarak kullanilan elektroaktif maddeler, ssDNA (tek sarmal) ve dsDNA
(cift sarmal) ile etkilestiklerinde birbirlerinden farkli yanitlar vermektedir.
Genellikle hibridizasyon indikatorii olarak kullanilan maddeler, Ru(ll), Co(lll),
Os(I), 53 Os(IV)’un 1,10-Fenantrolin ve 2,2’—piridin selatlar1 olarak siralanabilir
(Kadayifcilar, 2003).

Interkalasyon ile DNA dizisi_algilama yontemi: Bir maddenin DNA cift sarmal

yapisindaki bazlar arasina yerlesmesine interkalasyon adi verilir. Eger madde
ssDNA ve dsDNA ile ayn ayri etkilesime sokuldugunda, maddenin dsDNA ile
etkilesiminden elde edilen sinyal, ssDNA ile etkilesiminden elde edilen sinyale gore
cok yiiksek c¢ikarsa bu maddenin DNA’ya baglanirken interkale oldugunu,
dolayisiyla maddenin dsDNA’ya baglanma egiliminde oldugunu gostermektedir.

DNA bazlarwyla etkilesim sonucu DNA dizisi algilama yontemi:

Hibridizasyon indikatdrii olarak kullanilan madde, DNA’nin bazlarindan biriyle,
ozellikle de guanin ile 6zgiin olarak etkilesim gostermektedir. Bu durumda ssDNA
ile etkilesimde meydana gelen madde sinyali, bazlarin agikta olmasi nedeniyle,
dsDNA ile etkilesimde meydana gelen madde sinyaline gore ¢ok yiiksektir. Clinkii
ssDNA’da bazlar acgikta oldugu igin hibridizasyon ¢ok daha kolay
gerceklesmektedir.
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b) Indikatérsiiz ortamda DNA dizisi algilama yontemleri

Indikatériin kullanilmadig durumlarda elektrot yiizeyine tutturulan tek sarmal prob
diziye (ssDNA) ait guanin bazlarinin verdigi elektrokimyasal yanit (guanin bazinin
yiikseltgenme sinyali) ile probun komplementeriyle birlesmesinden sonra olusan
cift sarmal DNA’ya ait guanin bazlarindan alinan elektrokimyasal yanit arasinda
biiytik bir farklanma olusmaktadir. Bu farklanma sayesinde hibridizasyon tayini
yapilabilmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Literatiirde, cesitli antikanser ilag ile DNA etkilesimine dayali calismalar mevcuttur.

Bir antikanser ilag olan methotrexate (MTX) i 3 farkli biyolojik tir ile
etkilesiminin incelendigi c¢alismada methotrexate immobilize edilmis grafen
modifiye yiizeyde ilacin, buzagi timiis bezi DNA’s1 (ctDNA), fare 4T1 meme
tiimori, insan siinnet derisi hiicreleri ile etkilesimi incelenmistir. Grafen yiizeye
immobilize edilen MTX miktariin immobilizasyonun tiiriinii belirledigi, modifiye
MTX’in ctDNA’ya yiiksek afinite ile baglandigi, DNA’nin etkilsiminin
elektrostatik ve/veya muhtemelen MTX’in sahip oldugu O-H, N-H ve C-O gruplari
tizerinden DNA’ya H bagi ile gergeklestigi bildirilmektedir (Shervedani vd., 2018).

Antikanser ilag olan mitomisin C (MMC) ile DNA etkilesiminin incelendigi
calismada MMC’nin genis bir spektrumda anti timdr aktivite gosterdigi, DNA ile
etkilesimi sonucu MMC metabolitlerinin DNA’da hasar meydana getirdigi ve
meydana gelen hasar sonucu agiga ¢ikan 8-0xo Guanin ve 2,8-0xo Adenin’in tespit
edilebildigi bildirilmistir (Bruzaca vd., 2017).

Bir antikanser ilag ile DNA etkilesimine dayanan bir baska calisma, Saljooqi ve
arkadaglar1 tarafindan yapilmistir. S6z konusu calismada yiizeyi Ag-4-ATP-
MWCNT nanokompozit ile modifiye edilmis karbon pasta elektrot yiizeyine ¢ift
sarmal DNA immobilize edilmis ve elde edilen yeni yiizey, daunorubisin ile
DNA’nin etkilesimini tespit etmek icin kullanilmistir. Calismada dogrusal ¢alisma
araligi 0.1x108-1.0x10"° mol/L, tayin ve gdzlenebilme sinirlari ise sirastyla 3x1071°
ve 1x10° mol/L olarak bildirilmistir (Saljooqi vd., 2017).

Diger bir calismada bir anthracycline grubu anikanser ilact olan daunorubisin
(DNR) ile bir norotransmitter olan dopamin (DA)’in DNA ile etkilesimi
incelenmistir. Calismada kompleks baglanma sabitlerinin amperometrik titrasyon
ile tespit edildigi rapor edilmistir (Ribeiro vd., 2015).

Polianilin modifiye camsi karbon elektrot ylizeyinde gergeklestirilen bir bagka
calisma Kulikova ve arkadaslar tarafindan rapor edilmistir. Bu ¢alismada camsi
karbon elektrot ylizeyine 6énce DNA immobilize edilmistir. S6z konusu yiizeye
antikanser ilagtan Once metilen mavisi damlatildigi ve metilen mavisi ile

doxorubisin arasindaki yarismali reaksiyon nedeniyle doxorubisinin DNA’ya daha
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yiiksek oranda baglandigi, bunun sonucunda da doxorubisin tayini i¢in daha diisiik
tayin sinirlart elde edildigi bildirilmistir (Kulikova vd., 2019).

6-Tioguanin kanser tedavisinde kullanilan bir bagka antikanser ilagtir. 6-Tiogunain
ile DNA etkilesiminin incelendigi ¢alisma Unal ve arkadaslari tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu calismada Kalem grafit elektrot yilizeyi tek duvarli karbon
nanotlip (SWCNT) ile modifiye edilmis, elde edilen nanoyiizey 6-Tioguaninin ¢ift
sarmal DNA ile etkilesiminde kullanilmistir (Unal vd., 2017).

Tek duvarli karbon nanotiip modifiye tek kullanimlik kalem grafit elektrot
yiizeyinde gerceklestirilen bir bagka galigmada antikanser ilag lumazin ile DNA
etkilesimi incelenmistir. Yazarlar bu ¢alismada Diferansiyel Puls Voltametri ve
Elektrokimyasal Empedans Spektrometri tekniklerini kullanmislardir (Karadeniz
vd., 2019).

Antikanser ila¢ daunomycin ile DNA etkilesiminin Kafeik asit varliginda
incelendigi bir calismada yazarlar, kafeik asidin DNA’nin minor oluklarina
baglandig1 bu nedenle de kafeik asit varliginin antikanser ila¢ daunomisinin DNA
ile etkilesimini engelledigini bildirmislerdir (Muti ve Muti, 2018).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullamilan Kimyasallar

Kullamlan Kimyasallar

Bendamustin

Asetik Asit (CH;COOH)

Fosforik Asit (HsPO4)

Borik Asit (H3BOs3)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum kloriir (NaCl)

Potasyum hegzasiyanoferrat (Ks[Fe(CN)s])
Potasyum hegzasiyanoferrit (Ks[Fe(CN)s])
Potasyum kloriir (KCI)

Tris (hidroksimetil) aminometan hidroklortir

Kafeik Asit
Kumarik Asit

Kuersetin
Troloks
Etanol

Buzag timiis bezi DNA’s1 ¢ift sarmal ctdsDNA)
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Marka

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Aldrich
Aldrich
Sigma
Sigma

Sigma Aldrich

Sigma
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Buzag timiis bezi DNA’s1 tek sarmal (CtssSDNA) Sigma Aldrich

Balik spermi DNA’s1 (fsDNA) Sigma Aldrich

3.2. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Kullamlan Cihazlar Marka

Elektrokimyasal analizor Ivium Compact Stat

pH metre Orion Star, Thermo Scientific
Analitik Hassas terazi XB Serisi, Precisa

Vorteks Classic, Velp Scientifica

Manyetik karigtirict Misung Scientific Co, MS 3000 serisi

Ultrasonikator Bandelin Sonorex

Ultra saf su cihazi LABCONCO WaterPro PS
Cell Stand C3-BASI

Ag/AgCI Referans Elektrot BASI

Pt Karsit Elektrot BASI

3.3. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanislar:
3.3.1. Tampon Céozeltilerin Hazirlanmasi

Tiim tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ultra saf su kullanildi. Tampon ¢ozeltiler

hazirlandiktan sonra cam siselerde, buzdolabinda saklandi.
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3.3.1.1. 0.1 M Britton-Robinson (BR) Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

6.1830 g H3BOs3, 6.75 mL H3PO4 (% 85, d=1.71 g/mL), 5.75 mL CHzCOOH (% 100,
d=1.05 g/mL) ve 7.45 g KCI karigtirilarak ultra saf su ile 1000 mL’ye tamamland.
Hazirlanan stok tampon ¢ozeltiden alinan 250 mL’lik kisimlar iizerine 2 M NaOH
cozeltisinden damla damla ilave edilerek pH’s1 istenilen degere ayarlandi.

3.3.1.2. 0.5 M Asetat Tampon Céozeltisinin (ABS) Hazirlanmasi

28.9 mL asetik asit ultra saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi. Asetat tamponunun
hazirlanmas1 ve ¢ozeltinin pH’sinin 4.8 degerine ayarlanmasi islemi, 2 M NaOH
cozeltisinden damla damla ilave ederek pH metre kullanilarak gerceklestirildi.
Cozeltiye 1.168 g NaCl (0.02 mol) eklenerek ¢ozelti hazir hale getirildi.

3.3.1.3. Tris-EDTA Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Oligoniikleitid ¢ozeltilerinin hazirlanmasi i¢in kullamilan Tris EDTA tampon
cozeltisi, litresinde 1.576 g Trizma HCI ve 0.372 g EDTA icermektedir. Cozeltinin
pH’sinin 8.0 degerine ayarlanmasi, 0.1 N NaOH ve /veya 0.1 N HCl ilavesiyle, pH

metre ile ol¢iilerek gergeklestirilmistir.

3.3.1.4. Tris HCI Tampon Cozeltisinin (TBS) hazirlanmasi

Kullanilan 0.02 M Tris HCI tampon ¢6zeltisi (TBS) litresinde 3.152 g Trizma HCI
ve 1.168 g NaCl (0.02 mol) igermektedir. Cozeltinin pH’sinin 7.0 degerine
ayarlanmasi 0.1 N NaOH ve /veya 0.1 N HCI ilavesiyle pH metre ile dlgiilerek
gercgeklestirildi.

3.3.2. Redoks Cozeltisinin Hazirlanmasi

Empedans 6l¢iimlerinde kullanilan redoks ¢ozeltisi, litresinde 0.822 g KaFe(CN)s,
1.040 g KsFe(CN)g ve 7.45 g KCl igerecek sekilde ultra saf suda hazirlandi.
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3.3.3. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.3.3.1. Stok Bendamustin Cézeltisinin Hazirlanmasi

BND stok ¢ozeltisi 1000 mg/L konsantrasyonunda ultrasaf su igerisinde hazirland:
ve gerekli seyreltmeler 20 mM Tris-HCI tampon ¢dzelti igerisinde yapildi (TBS, pH
7.2).

3.3.3.2. Stok DNA Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Stok DNA ¢ozeltileri (ctssDNA, ctdsDNA ve fsDNA) derisimleri 1000 mg/L olacak
sekilde Tris-EDTA tampon ¢ozeltisi (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.00)
icinde hazirlandi ve buzlukta saklandi. Gerekli seyreltmeler 20 mM NaCl igeren
0.5 M ABS igerisinde yapildi.

3.3.3.3. Kafeik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Kafeik asit stok ¢ozeltisi giinliik olarak 10 mM derisimde etanol+su karigiminda
(2:1) 15 dakika ultrasonikat6rde bekletilerek hazirlandi.

3.3.3.4. Kumarik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

Kumarik asit stok ¢ozeltisi giinliik olarak 10 mM derisimde etanol+su karisiminda
(1:1) 15 dakika ultrasonikatorde bekletilerek hazirlandi.

3.3.3.5. Troloks Cozeltisinin Hazirlanmasi

Troloks stok ¢ozeltisi giinliik olarak 10 mM derisimde etanol+su karigiminda (1:1)
15 dakika ultrasonikatdrde bekletilerek hazirlandi.

3.3.3.6. Kuersetin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Kuersetin stok ¢ozeltisi gilinliik olarak 10 mM derisimde etanol+su karisiminda (1:1)
15 dakika ultrasonikatorde bekletilerek hazirland.
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3.4. Deneylerde Kullanilan Calisma Elektrotlarin Hazirlanmasi
3.4.1. Kalem Grafit Elektrotlarin (PGE) Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan kalem grafit elektrotlar (Tombo, 0.5 HB), Live firmasindan
satin alindi ve kalem uglarinin 3.0 cm boyutunda kesilmesiyle hazirlandi.
Elektrokimyasal hiicre igerisinde 1.0 cm kalacak sekilde kalem igerisine
yerlestirildi.

3.4.2. Kalem Grafit Elektrotlarin Yiizey Aktivasyonu

Kalem grafit elektrotlar, 0.5 M asetat tampon ¢ozeltisi (ABS) igerisinde + 1.4 V
potansiyel uygulanarak 30 s siire ile ¢ozelti karigtirilmadan yiizeyleri aktive edildi.
Bu islem ile karbon elektrotlarin yiizeyindeki gruplar, karboksil gruplarina
yiikseltgenmistir.

3.5. Elektrokimyasal Ol¢iimler

Tim elektrokimyasal Ol¢iimlerde iiclii elektrot sistemi kullanilmistir. Calisma
elektrodu olarak kalem grafit elektrot, referans elektrot olarak Ag/AgCIl elektrot,

yardimeci elektrot olarak ise platin tel kullanilmistir.
3.5.1. Voltametrik Ol¢iimler

Tiim voltametrik 6lgtimler 0.5 M ABS igerisinde diferansiyel puls voltametri (DPV)
teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Diferansivel Puls Voltametri (DPV) Kosullari:

Ebaslanglg ov Puls Genl$llgl 50 mV
Eson 15V Eagim 20 mv

Puls Siresi 50 ms Tarama Hizi 50 mV/s
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3.5.2. Elektrokimyasal Empedans Spektrometri (EIS) Ol¢iimleri

Empedans 6l¢iimleri 0.1 M KCligeren 2.5 mM Fe(CN)g*/* (1:1) karisimu igerisinde
Faraday kafesinde gergeklestirildi. Empedans spektrometrisinde, uygulanan
100 mHz -100 kHz frekans araliginda 98 farkli freakansta, elektrot yilizeyinde
elektron transferine karsi olusan direng 6l¢iildii.

3.5. Elektrotlarin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Yiizey
Karakterizasyonu

Yalin ve yiizeyine DNA immobilize edilmis PGE yiizeylerinin mikroskobik
karakterizasyonu, JEOL JSM-7600F alan emisyonu taramali elektron mikroskobu
(hizlandirma potansiyeli 15.0 KV) kullanilarak, Mugla Sitki Kogman Universitesi
Malzeme Arastirma Laboratuvar’nda uzman personel tarafindan gergeklestirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Elektrokimyasal Davranislarin Belirlenmesine Yonelik Calismalar

4.1.1. Antikanser ila¢ Bendamustin

Bendamustinin (BND) elektrokimyasal davranisini belirlemek i¢in pH. 4.8 ABS
igerisinde hazirlanmis olan 50 mg/L BND ¢ozeltisine PGE daldirilarak -0.1 V ile
+1.4 V potansiyel araliginda doniisiimlii voltamogrami alindi. Elde edilen sonug,
sekil 4.1°de gosterilmektedir.

404
304
i )/\C[N HCI
= Ci
s 204 \
¥
<
10— .-
0-
—r—— 7
0 0.5 1.0
POTANSIYEL (V)

Sekil 4.1. 50 pg/mL Bendamustin’in ABS i¢indeki doniisiimli voltamogrami
4.1.2. Antioksidanlar (Kafeik Asit, Kumarik Asit, Kuersetin, Troloks)

Tiim antioksidanlar 102 M olacak sekilde etanol su karigtmi iginde hazirlandi.
Aktive edilmemis kalem grafit elektrot bu ¢ozeltilere daldirildi ve doniisiimlii
voltametri teknigi kullamlarak antioksidanlarin elektrokimyasal davramislar
belirlendi. Her bir antioksidana ait doniisiimlii voltamogramlar Kafeik asit, Kumarik
Asit, Kuersetin ve Troloks i¢in sirastyla sekil 4.2, 4.3, 4.4, ve 4.5 te goriilmektedir.
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Sekil 4.2. 10 M Kafeik Asidin pH: 4.8 ABS i¢inde alinmis doniisiimlii voltamogrami
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Sekil 4.3. 102 M Kumarik Asidin pH: 4.8 ABS icinde alinmis doniisiimlii voltamogrami
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Sekil 4.4. 10 M Kuersetinin pH: 4.8 ABS icinde alinmis doniisiimlii voltamogrami
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Troloks

05
POTANSIYEL (V)

Sekil 4.5. 102 M Troloksun pH: 4.8 ABS icinde alinmis doniisiimlii voltamogrami
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4.2. Ol¢iimlerin Alinacag Elektrolitin Belirlenmesi

BND ile DNA arasindaki etkilesimin hangi elektrolit igerisinde dlciilecegini tespit
etmek icin pH degeri 2-7 arasinda degisen BR tamponu igerisinde BND
yiikseltgenme sinyali 0l¢iildii. Elde edilen voltamogram ve bu voltamogramlarin
ortalama degeri kullanilarak hazirlanmis olan histogram sekil 4.6’da goriilmektedir.
Calismada kullamilan elektrolit, genis bir pH aralifinda tampon ¢ozelti
hazirlanmasina imkan veren Britton-Robinson (BR) tamponudur. Iyonik siddetten
kaynaklanan farklanmay1 dnlemek amactyla 6l¢iimler pH degerleri farkli olan BR

tampon ¢ozeltisi i¢inde alinmustir.

pH''n BND oksidasyon potansiyeli ve akim fizerindeki etkisi, farkli pH
degerlerinde (2.0-7.0 arasinda 6 farkli pH’ta) Britton Robinson (BR) tampon
¢ozeltisinde DPV teknigi kullamilarak incelenmistir. Sekil 4.6-A ve B'de
anlagilabilecegi gibi, en yiiksek oksidasyon sinyali pH:5 ve 7 olan elektrolit
igerisinde Ol¢iilmiistiir.

BND'nin yiikseltgenme pik potansiyeli, pH artis1 ile daha negatif potansiyel
degerlerine kaymaktadir (Sekil 4.6-C). Bu davramig, BND'nin oksidasyon
mekanizmasinin proton transferinin yani sira elektron transferini icerdigini gosterir.
Dogrusal iligkinin (Ep) pH degeri ile iliskili en yiiksek potansiyeli:

Ep = -0.0606pH + 1.0712 (R? = 0.9925).

Bu denklemin egimi (0.0606V / pH) 0.059 V / pH teorik degeri ile hemen hemen
aynidir ve bu sonug, elektrot reaksiyon mekanizmasinda, aktarilan elektron ve
proton sayilarinin esit oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.6. Farkli pH’larda BR tampon ¢ozeltisi icinde alinmig BND yiikseltgenme sinyaline
ait A) Voltamogram ve B) Voltamogramlarin ortalamalarindan hazirlanmis olan
histogramlar. C) Farkli pH’lardaki elektrolitler i¢inde O¢liilmiis BND yiikseltgenme
potansiyelleri (n=3).

Sekilden de goriildiigii gibi BND’ye ait yiikseltgenme sinyalinin en yiiksek oldugu
pH degerinin pH 7 oldugu goriilmektedir. Ancak etkilesimin en fazla hangi pH
degerine sahip elektrolit icinde gerceklestigini belirlemek amaciyla ayrica pH:5 ve
pH:7 BR iginde etkilesim ¢alismalar1 yapilmis ve hem BND hem de Guanin
sinyalindeki diismeler hesaplanarak bundan sonraki Ol¢iimlerin hangi elektrolit

icinde alinmasi gerektigine karar verilmesi planlanmisgtir.

Sekil 4.7, pH 5’te Olgiilmiis etkilesimden 6nce ve sonraki BND ve Guanin
sinyallerini, sekil 4.8 ise pH:7’de o6l¢iilmiis BND ve Guanin yiikseltgenme

sinyallerini gostermektedir.



50

BND ES Guanin E®
6
4]
34
4
=3 £
< 2
= g 2]
= <
<<
2]
1
0 0 /
T T T 1 1 1 T
0.4 0.6 0.8 1.0 0.8 1.0 1.2
POTANSIYEL (V) POTANSIYEL (V)

AKIM (pA)

Guanin

BND

Sekil 4.7. BND ve guaninin etkilesimden once (EQ) ve etkilesimden sonra (ES)
yiikseltgenme sinyallerini gosteren voltamogram ve histogramlar. Elektrolit: pH:5 BR.
Siyah voltamogram tampon sinyalini gostermektedir.
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Sekil 4.8. BND ve guaninin etkilesimden once (EQ) ve etkilesimden sonra (ES)
yiikseltgenme sinyallerini gosteren voltamogram ve histogramlar. Elektrolit: pH:7 BR.
Siyah voltamogram tampon sinyalini gostermektedir.

Asagidaki ¢izelgede ayrica etkilesimden once ve sonraki BND ve Guanin
yiikseltgenme sinyalleri, % bagil standart sapma (%BSS) ve ol¢lim sayis1 (n)
gosterilmektedir. Ayrica etkilesim sonrasi BND ve Guanin sinyallerindeki

azalmalar da % olarak cizelgede gosterilmistir.
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Cizelge 1. Farkli Elektrolitler i¢inde etkilesimden 6nce ve sonra dl¢iilmiis BND ve Guanin
ylikseltgenme sinyallerinin sayisal degerleri

Yiikseltgenme sinyalleri (nA)

Etkilesimden 6nce Etkilesimden sonra % Azalma
Elektrolit BND G BND G BND G
BR
pH:5 5.96 4.03 1.96 3.22 67.1 20.1
%BSS= 4.7 %BSS=8.7 %BSS=8.2 %BSS=5.8
n=5 n=4 n=4 n=3
pH: 7 3.85 3.75 2.38 3.31 38.2 11.7
%BSS=10.5 %BSS=4.6 %BSS=3.7 %BSS=5.9
n=4 n=3 n=4 n=5

Sekillerden ve ¢izelgeden de goriilecegi gibi hem BND hem de guanin sinyalindeki
en fazla diisiis pH 5 BR tamponunda gerceklesmistir. Bunun sebebi BND’nin zayif
asidik ortamda yiikseltgenmesi olarak gosterilebilir.

4.3. BND’nin tek sarmal DNA (ssDNA) ve cift sarmal DNA (dsDNA) ile
etkilesim ¢calismalar

BND’nin hem tek sarmal (ssDNA) hem de ¢ift sarmal (dsDNA ve fsDNA) ile
etkilesiminin incelendigi bu calismada hem tek sarmal hem de ¢ift sarmal olarak
buzagi timus bezinden elde edilen DNA (ctssDNA, ctdsDNA) ve balik sperminden
elde edilen ¢ift sarmal DNA, fsDNA) ile ilag etkilesim ¢aligmalar1 yapildi. Ug DNA
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dizisi ile de elde edilen voltamogramlara iligskin histogramlar ve BND, Adenin ve
Guanin yiikseltgenme sinyallerindeki % diisme sekil 4. 9°da goriilmektedir.

. o 7.0 4 ctssDNA ile Etkilesim
14.0 ctdsDNA ile Etkilesim
12.0 6.0 mEkilesimden 6nce
@Etkileimden énce 50 mEtkilesimden sonra
10.0 m Etkilegsimden sonra _
< 50 < 40
H
5 6.0 % 3.0
a <
4.0 2.0
2.0 1.0 A
0 0 -
BEND G A BND G A
90 -
7.0 5 fsDNA ile Etkilesim o 20
E J
6.0 = Etkilesimden énce 5 mEND
5.0 mEtkilesimden sonra < 60 A ®Guanin
- = 5 DAdenin
< =
2 %
= g 40 A
F s 30 -
>
c
2 20
10 A
0 4
fsDNA ctssDNA ctdsDNA

Sekil 4.9. 100 pg/mL ctssDNA, ctdsDNA ve fsSDNA’nin 50 pg/mL BND ile etkilesimden
once ve sonra BND, Guanin ve Adenin yiikseltgenme sinyallerini ayrica yiikseltgenme
sinyallerindeki % azalmay1 gdsteren histogramlar.

BND ile ¢ift sarmal DNA dizilerinin (ctdsDNA ve fsDNA) daha yiiksek oranda
etkilestigi, hem etkilesimden Onceki hem de sonraki BND sinyallerinin
farklanmasindan, ayrica sinyallerdeki % azalma histogramlarindan kolayca
anlagilmaktadir. Guanin ve Adenin sinyallerindeki farklanma BND sinyalindeki
kadar yiiksek degildir. Adenin sinyalinde ise ctssDNA ile etkilesim sonucu artig
gdzlenmistir. Bu nedenle ctssDNA ile etkilesim sonucu adeninde meydana gelen
farklanma % azalma histograminda gosterilmemistir. Calismanin bundan sonraki
boliimlerinde BND ile DNA etkilesim ¢alismalarina fSDNA ile devam edilmistir.

4.4. Elektrot Yiizeyine Immobilize Edilecek Optimum fsDNA
Derisiminin Belirlenmesi

Aktive edilmis PGE yiizeyini en fazla miktar ve kararlilikta immobilize edilecek
DNA derisimini belirlemek amaciyla PGE’ler derigimi 10 ile 160 pg/mL arasinda
degisen fSDNA c¢ozeltilerine 1 saat siire ile daldirilan elektrotlar 1 saatin sonunda
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cikarilmis ve ylizeydeki spesifik olmayan baglanmalari uzaklastirmak igin
elektrotlar pH 5 BR tamponunda 3 kez daldirip ¢ikarmak suretiyle yikanmis ve DPV
ile guanin ve adenin yiiksektgenme sinyalleri Ol¢ililmiistiir.  Elde edilen
voltamogramlar ve bu voltamogramlarin ortalamasindan hazirlanmig olan
histogramlar sekil 4. 10’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.10. Farkli derisimlerde fSDNA ¢dzeltisine daldirilmis olan elektrotlarla 6l¢iilmiis
guanin ve adenin yiikseltgenme sinyallerini gésteren A) voltamogram ve B) histogramlar.

Sekildeki voltamogram ve histogramlar incelendiginde hem guanin hem de adenin
sinyalinin en yiiksek oldugu derigimin 80 ug/mL oldugu goriilmektedir. Bu nedenle
bundan sonraki ¢alismalarda elektrot yiizeyine DNA immobilizasyonunda
80 pg/mL fsDNA kullanilmigtir.

45. Yalin ve DNA immobilize Edilmis Elektrotlarin Yiizey
Karakterizasyonlari

Yiizeyine 80 pg/mL fsDNA immobilize edilmis elektrotlarin yilizeyinde meydana
gelmis olan degisimler taramali elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak
karakterize edilmistir. Farkli biiylitmelerde ¢ekilmis SEM fotograflari sekil 4.11°de

gosterilmektedir.



55

!
\

/ lopm JEOL 1/14/2020
15.0kV SEI M WD 8.0mm 2:18:05 X 2, 15.0kV SEI M WD 8.0mm 2:16:14

Sekil 4.11. Yalin (A, B) ve DNA immobilize edilmis elektrotlarin (C, D), 1000X (A, C) ve
2500X (B, D) biiyiitmelerde ¢ekilmis SEM fotograflar.

SEM fotograflar1 incelendiginde yalin elektrotlarin yiizeyindeki piiriizliliiglin
(Sekil 4.11-A ve B), elektrotlarin ylizeyine DNA immobilize edilmesiyle yiiksek
oranda azaldigr (sekil 4.11-C ve D) goriilmektedir. Piiriizliiliglin neredeyse
tamamen kaybolmasit DNA’nin elektrot yilizeyine immobilizasyonunun bir kaniti

olarak diisiiniilebilir.

4.6. Etkilesim Cahsmalarinda Kullanilacak BND Derisiminin
Belirlenmesi

Yiizeyine 80 pg/mL fsDNA immobilize edilmis PGE’ler farkli derisimlerde BND
¢ozeltilerine daldirildi ve BND’nin 0.760 V’taki yiikseltgenme sinyali DPV teknigi
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ile olgiildii. Elde edilen voltamogramlar ve iligkili histogramlar Sekil 4.12°de
goriilmektedir.
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Sekil 4.12. Yiizeyine 80 pg/mL fsDNA immobilize edilmis PGE’lerin, farkli derisimlerde
BND c¢ozeltisine daldirildiktan sonra &lglilen BND yiikseltgenme sinyallerini gdsteren A)
voltamogram ve B) histogramlar (n=5).

80 ug/mL fsDNA ile en yiiksek miktar ve kararlilikta etkilesecek BND derisimi
40 pg/mL olarak bulunmustur.

4.7. Etkilesim Siiresinin Belirlenmesi
4.7.1. DPV ile

BND ile DNA arasindaki optimum etkilesim siiresini belirlemek amaciyla
40 pg/mL BND 7.5, 15, 30 ve 60 dakika siire ile elektrot yiizeyine immobilize
edildi. Ayn1 derisimde BND ¢dzeltisine ayni siirelerle, yiizeyine 80 mg/L fSDNA
immobilize edilmis PGE’ler daldirildi. Her bir siire sonunda guanin ylikseltgenme
sinyalindeki azalma hesaplandi. Sekil 4.13’te farkli siire etkilesim sonucu BND
sinyalindeki azalmalar, Sekil 4.14’te ise Guanin sinyalindeki azalmalar
voltamogram ve histogram olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.13. Farkli siirelerde etkilesim sonucu olgiilen BND yiikseltgenme
gosteren voltamogram ve histogramlar. fSDNA derisimi: 80 pg/mL, BND derisimi:

40 ng/mL

sinyallerini
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Sekil 4.14. Farkl siirelerde etkilesim sonucu olgiilen Guanin yiikseltgenme sinyallerini
gosteren voltamogram ve histogramlar. fSDNA derisimi: 80 pg/mL, BND derisimi:
40 pg/mL.

Etkilesimden 6nce ve sonra BND yiikseltgenme sinyallerindeki farklanmanin en
fazla oldugu etkilesim siiresi 30 dakika olarak tespit edilmistir.
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4.7.2.EISile

BND ile DNA arasinda gerceklesen etkilesim ayn1 zamanda EIS teknigi kullanilarak
ta incelendi. Bu amagla yalin PGE’nin, yiizeyine 80 pg/mL fSDNA immobilize
edilmis PGE’lerin, 40 pg/mL BND ile 30 dakika ve 60 dakika etkilesimi sonrasi
PGE’lerin yiik tranfer direncleri (Rct) 6l¢iildii. Elde edilen sonuclardan hazirlanmis
olan Nyquist egrisi ve histogramlar sekil 4.15’te goriilmektedir. Yalin elektrodun
yiik tranfer direnci (Rc) grafit yiizeyin iletkenligi nedeniyle ¢ok diisiik iken (13.3 Q)
ylizeye immobilize edilen DNA molekiiliindeki negatif yiiklii fosfat gruplari
nedeniyle artmaktadir (4095 Q). BND ile 30 dakika etkilesim sonrast R degeri
426 Q’a, 60 dakika etkilsim sonrasi ise 557 Q’a diismektedir. Etkilesimden sonra
Rct degerlerindeki diisiis, DNA molekiiliine interkale olan BND’nin elektron
transferine katki saglamasi seklinde agiklanabilir.

A B
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Ry W e
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Sekil 4.15. Yalin-PGE, DNA-PGE ve BND ile 30 dakika ve 60 dakika etkilestirilmis DNA-
PGE’lere ait A) Nyquist egrisi B) ortalama Rct degerlerinden ¢izilmis histogramlar. DNA:
80 nug/mL ve BND 40 pg/mL. I¢ sekil Rs: ¢dzelti direnci, Cq: elektrot/elektrolit/ara
yiiziindeki kapasitans, R elektrot/elektrolit/ara yiiziindeki yiik transfer direnci, W: elektrot
yiizeyine kiitle transferi nedeniyle Warburg empedansini gostermektedir.

Sekilden de goriildiigii gibi 30 dakika, etkilesimin daha yiiksek oranda gergeklestigi
etkilesim siliresidir. Bundan sonraki antioksidan varhigindaki etkilesim

calismalarinda etkilesim siiresi 30 dakika olarak uygulanmustir.
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4.8. BND’nin Antioksidan Varhiginda DNA ile Etkilesiminin Incelenmesi
4.8.1. Kafeik Asit Varhginda

[lag-DNA etkilesiminin kafeik asit varliginda incelenmesi, yiizeyine 80 pg/mL
fsDNA immobilize edilmis elektrotlarin kafeik asit i¢eren ve igermeyen 40 pg/mL
BND c¢ozeltisine daldirilmasiyla gerceklestirilmistir. 30 dak. etkilesim sonunda
elektrotlar onceki boliimlerde anlatildigi gibi yikanmis ve voltametrik 6lglim
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 1’de, voltamogramlar ise sekil
4.16-A’da goriilmektedir.

llag ile DNA arasindaki etkilesimi gdstermenin bir diger yolu %S degerlerinin
hesaplanmasidir. S6z konusu deger Bagni ve arkadaslari tarafindan tanimlanan
asagidaki denkleme gore hesaplanir (Bagni vd. 2006).

%S= Ss/Spx100

Bu denklemde Sb, etkilesimden oOnceki, Ss ise etkileismden sonraki Guanin
yiikseltgenme sinyalini, %S ilacin toksisite derecesini gostermektedir. Buna gore
S> %385 ise ilag toksik degil, S degeri 50-85 arasinda ise orta derecede toksik, S<
%050 ise toksik olarak ifade edilemektedir. Yukaridaki denkleme gore hesaplanmis
%S degerleri asagidaki ¢izelgede gosterilmektedir.

Cizelge 2. Kafeik asit yoklugunda ve varliginda 30 dakikalik etkilesimden dnce ve sonra
oOl¢iilen guanin yiikseltgenme sinyalleri ve %S degerleri

Guanin yiikseltgenme sinyali (nA) Guanin
sinyalindeki S %
Etkilesimden | BND ile 30 dak. etkilesimden 9% azalma
once sonra
Kafeik asit 2.50
6.17 59 41

yoklugunda | RSD %=2.9 n=3
RSD %=9.3
Kafeik asit 3.28

. 47 53
n=>s varliginda | RSD %= 9.9 n=5
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Kafeik asit yoklugunda %S degeri 41 olarak bulunmustur. Bu deger BND’nin
yukaridaki tanima gore toksik oldugunu gostermektedir. Ancak bu deger, ortamda
kafeik asit oldugunda, kafeik asit ile BND arasindaki yarismali reaksiyon nedeniyle
%53’e ¢ikmaktadir. Bu durumda BND orta dereceli toksik olarak ifade edilmelidir.
BND’nin toksik iken, kafeik asit varliginda orta dereceli toksik olmasinin nedeni
BND’nin DNA ile etkilesiminin kafeik asitin varligi nedeniyle azalmasidir. Kafeik
asidin varliginin BND-DNA etkilesimi {izerine etkisi oldugu elde edilen bu
sonuglara dayanilarak sdylenebilir. %S degerleri agisindan karsilastirildiginda %S
degerinin yiikseldigi, Kafeik asidin varliginin, toksik olan BND’yi, ilacin DNA ile
etkilesimi engellenmesi nedeniyle ‘orta dereceli toksik’ smnifina soktugu
goriilmektedir.

4.8.2. Kumarik Asit Varhginda

[lag-DNA etkilesiminin kumarik asit varliginda incelenmesi, yiizeyine 80 pg/mL
fsSDNA immobilize edilmis elektrotlarin 40 mg/L Kumarik asit iceren 40 pg/mL
BND c¢ozeltisine daldirilmasiyla gergeklestirilmistir. 30 dak. etkilesim sonunda
elektrotlar onceki boliimlerde anlatildigi gibi yikanmis ve voltametrik Slgiim
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar cizelge 3’te, voltamogramlar ise sekil
4.16-B’de goriilmektedir.

Cizelge 3. Kumarik asit yoklugunda ve varliginda 30 dakikalik etkilesimden 6nce ve sonra
olgtilen guanin yiikseltgenme sinyalleri ve %S degerleri

Guanin yiikseltgenme sinyali (nA) Guanin

sinyalindeki S %
Etkilesimden = BND ile 30 dak. etkilesimden = %0 azalma

once sonra
. 2.50
Kumarjk asit RSD %=2.9 59 41
6.17 yoklugunda n=3
RSD %=9.3 237
n=5 Kumarik asit
5 RSD %= 7.3 62 38
varliginda =5

Kumarik asit varliginda gergeklestirilen etkilesim galismasinda elde edilen Guanin
sinyalindeki % azalma Kumarik asit yokken elde edilen azalma ile hemen hemen
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esittir. Bu durumda Kumarik asidin BND-DNA etkilesimi iizerine herhangi bir
etkisi olmadig1 séylenebilir (guanin sinyalindeki % degisim 5.1) Kumarik asidin
varligl, %S degerine gore degerlendirildiginde de ilacin toksisite taniminda
herhangi bir fark olusturmamustir. {lag Kumarik asit varhginda da “toksik” olarak
ifade edilmektedir.

4.8.3. Kuersetin Varhginda

[lag-DNA etkilesiminin kuersetin varliginda incelenmesi, yiizeyine 80 pg/mL
fsDNA immobilize edilmis elektrotlarin ilag ile ayni derisimde (40 pg/mL)
kuersetin i¢eren 40 mg/L BND ¢ozeltisine daldiriimasiyla gergeklestirilmistir. 30
dak. etkilesim sonunda elektrotlar 6nceki boliimlerde anlatildigi gibi yikanmis ve
voltametrik Olglim gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar c¢izelge 4’te,
voltamogramlar ise sekil 4.16-C’de goriilmektedir.

Cizelge 4. Kuersetin yoklugunda ve varliginda 30 dakikalik etkilesimden 6nce ve sonra
o6lgiilen guanin yiikseltgenme sinyalleri ve %S degerleri

Guanin yiikseltgenme sinyali (nA)
Guanin

sinyalindeki S %
Etkilesimden | BND ile 30 dak. etkilesimden % azalma

once sonra
. 2.50
Kuersetin
. RSD %=2.9 59 41
6.17 yoklugunda n=3
RSD %=9.3
. 6.14
n=>5 Kuersetin
. RSD %=5.2 0.5 99
varliginda

n=5

Cizelge 4’teki veriler incelendiginde Kuersetin varliginin BND-DNA etkilesimini
engelledigi acgikca goriilebilmektedir. G oksidasyon sinyalindeki % azalma,
Kuersetin varliginda sadece % 0.5°tir. Bu durumda kuersetin varlignda ilag ile DNA
arasinda herhangi bir etkilesimin gerceklesmedigi soylenebilir. %S degeri
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acisindan incelendiginde ise 30 dakika etkilesim sonunda hesaplanan %S’nin 99
olmasi, ilacin “toksik degil” olarak ifade edilmesine sebep olmaktadir.

4.8.4. Troloks Varhginda

[lag-DNA etkilesiminin troloks varliginda incelenmesi, dnceki ¢alismalarda oldugu
gibi ylizeyine 80 pg/mL fsDNA immobilize edilmis elektrotlarin troloks iceren ve
icermeyen 40 pg/mL BND ¢ozeltisine daldirilmasiyla gergeklestirilmistir. 30 dak.
etkilesim sonunda elektrotlar onceki boliimlerde anlatildigi gibi yikanmis ve
voltametrik Olclim gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuclar ¢izelge 5’te,
voltamogramlar ise sekil 4.16-D’de goriilmektedir.

Cizelge 5: Troloks yoklugunda ve varliginda 30 dakikalik etkilesimden 6nce ve sonra
olgtilen guanin yiikseltgenme sinyalleri ve %S degerleri

Guanin yiikseltgenme sinyali (nA) Guanin
sinyalindeki S %
Etkilesimden | BND ile 30 dak. etkilesimden % azalma

once sonra
2.50
Troloks
5 RSD %=2.9 59 41
6.17 yoklugunda =3
RSD %=9.3
2.29
n=5 Troloks
5 RSD %=17.3 63 37
varliginda =3

Cizelge 5°teki veriler incelendiginde, Kumarik Asit varliginda gergeklestirilen
etkilesim ¢aligmasinin sonuglari ile benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Troloks
varliginda elde edilen sonuglar, Troloks yoklugunda elde edilen sonuglarla hemen
hemen aynidir. Troloks varliginda ve yoklugunda 6l¢giilen G oksidasyon sinyalleri
arasindaki fark sadece % 6.8’dir. Bu durumda Troloks’un, BND-DNA etkilesimi
iizerine dikkate deger bir etkisi olmadigi soylenebilir. Troloks varliginda
gergeklestirilen etkilesim sonucu hesaplanan %S degeri, troloks yoklugunda
gerceklestirilen etkilesim sonucu elde edilen %S degeri ile neredeyse aynidir.
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Sekil 4.16. Etkilesimden 6nce, BND ile etkilesimden sonra ve A) Kafeik asit B) Kumarik
asit C) Kuersetin D) Troloks varhiginda etkilesimden sonra Guanin yiikseltgenme

sinyallerini gdsteren voltamogramlar.
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5. SONUC

[lag-DNA etkilesimi iizerine yapilan calismalar, 6zellikle anti kanser ilag gelistirme
caligmalar1 i¢in biliylik O6nem tagimaktadir. Son zamanlarda elektrokimyasal
sensorlerle ilagc-DNA etkilesim ¢aligmalan giderek yayginlik kazanmistir. Hizl,
ucuz, tekrarlanabilir sonuclar veren, tek kullanimlik elektrotlarin ileride hasta basina
yapilacak analizlere biiyiik katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Antioksidanlarin radikal siipiiriicii etkisiyle oksidatif stres kaynakli karsinojenezi
azalttif1 bilinmektedir. Bu nedenle kemoterapi géren hastalarin tedavi siiresince
antioksidan agirlikli gida takviyeleri almalarinin dogru bir uygulama olup olmadig:
konusunda her zaman sorular bulunmaktadir. Bu durum, kullanilan antioksidan
icerigi yiiksek gida takviyelerinin tedavi, protokoliine nasil bir etkide bulunacaginin
bilinmemesinden kaynaklanmaktadr.

S6z konusu tez ¢alismasi, kan kanserinin farkli tiirlerinde kullanilan bir antikanser
ilag olan Bendamustin’in elektrokimyasal ve ilag-DNA etkilesim Ozelliklerinin
belirlenmesi, ilacin antioksidan varliginda ve yoklugunda toksisite derecesinin
hesaplanmas1  amaciyla yapilmigs c¢aligmalart  igermektedir.  Literatiirde
Bendamustin’in elektrokimyasal ozelliklerinin incelendigi bir ¢alismaya dahi
rastlanmamistir. Bu ¢alisma, s6z konusu ilacin elektrokimyasal ve toksisite
Ozelliklerinin belirlendigi, ilag-DNA etkilesiminin hem antioksidan madde

varliginda hem de yoklugunda incelendigi literatiirdeki ilk ¢alismadir.

Calismada Bendamustin-DNA etkilesimi antioksidan yoklugunda ve doért farklh
antioksidan madde varliginda tek kullanimlik kalem grafit elektrot kullanilarak
incelemistir. Calismadaki antioksidanlar, dogal ve sentetik antioksidan siifindan
secilmistir. Kafeik asit ve Kumarik asit Fenolik asit grubundan, Kuersetin Flavonoid
sinifindan dogal antioksidanlar, troloks ise senteik bir antioksidandir.

Antioksidan  madde yoklugunda gerceklestirilen  etkilesim  ¢aligmalari
incelendiginde Bendamustin’in DNA ile etkilesimi sonucu guanin sinyalinde %
60’a yakin bir diisiis gerceklestigi, bu durumda da BND’nin toksik bir ilag olarak
ifade edilmesi gerektigi agiktir.

Secilen antioksidanlarin varliginda elde edilen sonuglara bakilacak olursa, Kafeik
Asit varliginda gergeklestirilen etkilesim ¢alismalarinda, G oksidasyon sinyalindeki
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diististe % 20 azalma meydana geldigi goriilmektedir. Kafeik asidin DNA’nin minor
oluklarina yerlestigi bilinmektedir (Sarwar vd., 2017). Literatiirde Kafeik asidin,
DNA’nin minor oluklarmma yerlesmesi nedeniyle ilacin DNA’ya baglanmasim
engelledigi ile ilgili grubumuzun ¢aligmalart bulunmaktadir (Muti ve Muti, 2018,
Ondes ve Muti 2020). Bendamustin ilactmn DNA ile Kafeik asit varliginda
gerceklestirilen etkilesimi ile ilgili elde edilen veriler, grubumuzun yukarida
bahsedilen farkli ilaglar ile yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar ile uyumluluk
gostermektedir.

Kumarik asit ve Troloks varliginin BND-DNA etkilesimi iizerine bir etkisi
olmadigi, Kuersetin’in ise BND-DNA etkilesimini kesin bir sekilde engelledigi
sOylenebilir.
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