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OZET

ANTIKANSER OZELLIiK GOSTEREN NIVO VE BEVASIZUMAB’IN
KALEM GRAFIT ELEKTROT KULLANARAK VOLTAMETRIK
YONTEMLERLE TAYINi VE dsDNA ILE ETKILESIMLERININ

INCELENMESI

ASLAN, Mehmet
Doktora, Kimya Boliimii
Danigsman: Prof. Dr. Firat AYDIN
Ikinci Danigsman: Prof. Dr. Abdulkadir LEVENT
Aralik 2023, 145 sayfa

Bu tez ¢alismasinda, Nivolumab (NIVO) ve Bevasizumab (BEVA) ila¢ etken maddelerinin
kalem grafit elektrot (PGE) iizerinde elektrokimyasal davranislarini ve DNA ile etkilesimlerini
degerlendiren bir elektrokimyasal biyo algilama sensorii gelistirilmistir. PG elektrotunun
yiizey karekterizasyonu ve elektrokimyasal 6zellikleri, taramali elektron mikroskobu (SEM),
enerji dagilimhi X-1s1mm1 spektroskopisi (EDX), elektro impedans sektroskopisi (EIS) ve
donisiimlii voltametri (CV) gibi tekniklerle karakterize edilerek detayli bir analiz yapilmustir.
NIVO ve BEVA'nin elektrokimyasal davranislari, CV ve diferansiyel puls voltametrisi (DPV)
yontemleriyle incelenmistir. DPV teknigi ile yapilan dl¢iimlerde, PGE yiizeyinde 0.02 M NaCl
iceren PBS (pH 3.0) igerisinde NIVO ve BEVA biriktirilmistir. NIVO'nun +0.88 V
(Ag/AgCl'ye kars1) gerilim degerinde, BEVA™in ise +0.90 V (Ag/AgCl) gerilim degerinde iyi
bir sinyal verdigi belirlenmistir. Gelistirilen elektrokimyasal biyo algilama sensoriiyle NIVO
ve BEVA'nin miktar tayini yapilmistir. NIVO'nun 0.01-0.07 mg/mL derisim araliginda
dogrusal bir yanit verdigi ve LOD degerinin 2.49 pg/mL, LOQ degerinin ise 8.30 pg/mL
oldugu tespit edilmistir. BEVA'nin ise 0.1-0.7 mg/mL derisim araliinda dogrusal bir yanit
verdigi ve LOD degerinin 0.026 mg/mL, LOQ degerinin ise 0.086 mg/mL oldugu
belirlenmistir. NIVO ve BEVA molekiillerinin DNA ile etkilesimleri ise karekterize edilen
sartlar altinda adenin ve guanin sinyalleri iizerinden degerlendirilmistir. Ayrica etkilesimlerin
UV-Vis. absorbsiyon spektrometresiyle analiz edilerek baglanma sabitleri belirlenmistir. Elde
edilen sonucglar, NIVO ve BEVA’ nin DNA ile interkalasyon ve elektrostatik baglanma
yoluyla etkilesim gosterdigini gostermektedir. Bu c¢alisma, NIVO ve BEVA ilaglarmin
elektrokimyasal analizi ve DNA ile etkilesimlerinin anlasilmasi i¢in 6nemli bir katki
sunmaktadir. Gelistirilen elektrokimyasal biyo algilama sensort, ilaglarin hizli ve duyarl bir
sekilde tespit edilmesini saglayarak kanser tedavisindeki antikorlarin analitik
karakterizasyonunda kullanilabilir. Ayrica, bu ¢alisma, elektrokimyasal analiz yontemlerinin
ila¢ aragtirmalarinda ve biyoteknoloji alaninda kullanilmasi potansiyelini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Nivolumab, Bevasizumab, Voltametri, PGE, dsDNA

etkilesim

Xxi



ABSTRACT

DETECTION OF ANTICANCER PROPERTIES OF NIVO AND
BEVASIZUMAB BY VOLTAMETRIC METHODS USING PENCIL
GRAPHITE ELECTRODE AND INVESTIGATION OF THEIR
INTERACTION WITH dsDNA

ASLAN, Mehmet
PhD, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Firat AYDIN
Co-Supervisor: Prof. Dr. Abdulkadir LEVENT
December 2023, 145 pages

In this thesis, an electrochemical biosensing sensor was developed to evaluate the
electrochemical behavior of Nivolumab (NIVO) and Bevacizumab (BEVA) drug active
ingredients on pencil graphite electrode (PG) and their interactions with DNA. The surface
morphology and electrochemical properties of the PG electrode were characterized and
analyzed in detail by techniques such as scanning electron microscopy (SEM), energy
dispersive X-ray spectroscopy (EDX), electro impedance spectroscopy (EIS) and cyclic
voltammetry (CV). The electrochemical behavior of NIVO and BEVA was investigated by
CV and differential pulse voltammetry (DPV). In the measurements using DPV technique,
NIVO and BEVA were deposited on the PGE surface in PBS (pH 3.0) containing 0.02 M
NaCl. It was determined that NIVO gave a good signal at a voltage value of +0.88 V (vs.
Ag/AgCl) and BEVA gave a good signal at a voltage value of +0.90 V (vs. Ag/AgCl).
Quantification of NIVO and BEVA was performed with the developed electrochemical
biosensing sensor. It was found that NIVO gave a linear response in the concentration range
of 0.01-0.07 mg/mL and its LOD value was 2.49 pg/mL and LOQ value was 8.30 pg/mL.
BEVA gave a linear response in the concentration range of 0.1-0.7 mg/mL and the LOD value
was 0.026 mg/mL and the LOQ value was 0.086 mg/mL. The interactions of NIVO and BEVA
molecules with DNA were evaluated based on adenine and guanine signals under the
characterized conditions. The interactions were also analyzed by UV-Vis. absorption
spectrometry and binding constants were determined. The results show that NIVO and BEVA
interact with DNA via intercalation and electrostatic binding. This study provides an important
contribution to the electrochemical analysis of NIVO and BEVA and to the understanding of
their interactions with DNA. The developed electrochemical biodetection sensor can be used
for analytical characterization of antibodies in cancer therapy by providing rapid and sensitive
detection of drugs. Furthermore, this study demonstrates the potential of using electrochemical
analysis methods in pharmaceutical research and biotechnology.

Keywords: Cancer, Nivolumab, Bevacizumab, Voltammetry, PGE, dsDNA

interaction
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1.GIRIS

Yeni nesil ilaglarla birlikte yapilan farmosotik ¢alismalarda, ilag DNA etkilesimleri
oldukca 6nemli bir yer tuttugu goriilmektedir. Ilag-protein ve gen ekspresyonu
etkilesimlerini inceleyen uzmanlar filter baglanma, DNA-parmak izi, floresans temelli
jel ve hareketlilik gecisi birgok tayin yontemlerini kullanmaktadir. Ancak bu
yontemlerde dogrudan dl¢iimler alinmayan sistemlerdir ve bunlarla ¢alisilirken farkli
yontem, teknik ve stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Yeni nesil ilaglarin kesfedilmesi
ve onaylanmasi ilag-DNA ve protein etkilesimlerinin analizleri i¢in diisiik maliyetli

stirekli ve hizli veri alinabilen tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Biyokimyasal tepkimelerde hedeflenen analitleri belirlemek i¢in kullanilacak kiiglik
algilayict sistemlere biyosensor adi verilmektedir. Biyokimyasal ve elektrokimyasal
olmak {izere sistemlerin bir araya gelmesiyle olusur. Biyokimyasal boliim, analizi
yapilacak maddeyle etkilesime girerek tamima olaymi gergeklestirilirken,
elektrokimyasal boliim ise tanima olaymma nitelik kazandirarak veriye
dontstiirmektedir. Bu teknolojisi eczacilik, tip, gida sektori, ziraat, ¢evresel kirlilik

analizleri gibi farkli alanlarda kullanildigi goriilmiistiir (Erdem vd., 2002).

DNA biyosensorleri, DNA'y1t teshis malzemesi olarak kullanan sensdrlerdir
(genosensorler). Son yillarda arastirmacilar biyosensor tasariminda niikleik asit bazli
genosensorlerin  gelisimini hizlandirmiglardir. Genetiksel veya bulas riski yliksek
hastaliklarin tedavisinde kullanilan baz1 ilaglarin DNA etkilesimi ve etkilesimin yeni
yontemlerle teshis edilmesi ve hastaliklarin tedavisi acisindan yeni ilag tasarimlarinda

Onem arzetmektedir (Erdem vd., 1999).

Etken maddelerin miktar tayinlerinin incelenmesiyle genetik ve bulasici hastaliklarin
hizli tedavisine yonelik veriler elde edilebilecegi gibi bazi ilaglarin DNA varliginda
elektrokimyasal 6l¢iimlerinin uygulanmasi ve ilaglarin DNA ile etkilesim modlarinin

belirlenmesi de miimkiindiir (Kara vd., 2007).

Etken madde tayinleri, DNA da bulunan bazlardan birinin yiikseltgenme
mekanizmasindaki degisimden olabilecegi gibi bu bazlarla etkilesen interkalator veya
hibridizasyon indikatorlerin elektrokimyasal degisimleri ile de belirlenebilir (Bo vd.,

2011).



Toksik maddeler ve cevreyi kirleten ajanlara benzer maddelerin dsDNA ile
interkalasyonu, dsDNA da bulunan bazlara kars1 duyarli elektrokimyasal genosensor
tasarimlar1 gelistirilmistir. Bir maddenin dsDNA ile etkilesimi sonrasinda DNA’y1
degisime ugratarak meydana gelen tirlinlerin erken agsamada teshisleri kanser ve benzer
hastaliklarin arastirmalar ve tedavi siiregleri igin 6nem arz etmektedir. Bundan dolay1
genosensor tasarimlar gelistirilecek yeni nesil ve kisiye 6zgii ilaglarin gelistirilmesi

ve tedavilerinde kullanimlarinin 6niinii agacaktir.

Elektrokimyasal tayinler, etken maddelerin DNA ile etkilesim mekanizmasinin tiiriine
gore etken maddenin sinyalindeki degisim veya DNA’daki genelde elektroaktif bazlar
olan Adenin ve Ganin bazlarindaki degisimlerde belirlenmektedir. Bu amacla
DNA’nin immobilize oldugu farkli ¢alisma elektrotlariyla; kalem grafit elektrotlar
(PGE), cams1 karbon elektrotlar (GCE), bor katkili elmas elektrot (BDDE), altin
elektrotlar (AuE), platin elektrotlar (Pt) ile eser miktarlarda dahi giivenilir, hasas

sonuglar vermektedir (Gerard vd., 2002).

Calisma elektrotlar1 farkli maddeler ile modifiye etmek ig¢in kullanilanilacak
malzemenin ilk basta iletkenligi, optik, ¢evreye duyarli, biyolojik 6zellikleri, kolay
hazirlanmalar1 ve genis uygulama potansiyellerinden dolayr arastirmacilarin

caligmalarinda kullanmalarinin 6niinii agmaktadir (Gerard vd., 2002).

Biyosensor yapiminda sentezlenecek olan elektrokimyasal olarak aktiflikleri bulunan
malzemeler, sensorlerin segiciligini, hizin1 ve duyarligini gelistirmekle beraber iyi bir
caligma ortami saglarlar. Farkli alanlar olan biyoteknoloji, ¢ip teknolojisi, klinik, tarim
ve c¢evre alanlarinda farli maddelerin analizleri i¢in biyosensorler tasarlanip
gelistirilmistir (Vidal vd., 2003). Son yillarda genosensorler elektrokimyasal olarak
aktif fonksiyonel u¢ i¢eren maddelerin sentezlenmektedir. (Sui vd., 2013; Feng vd.,
2011). Bu maddelerin amin (-NH>), tiyol (— SH), karboksil (-COOH), hidroksil (-OH)
iceren fonksiyonel gruplara DNA’nin baglandigin1 6ne siirmiislerdir (Rahman vd.,

2015).



Tez calismasi li¢ asama altinda planlanmaktadir.

[k asamada;

Nivolumab (NIVO) ve Bevasizumab (BEVA) ila¢ etken maddelerinin tayini igin
prosediir gelistirilecektir. Bu amacla voltametrik tenik sec¢imi, ¢alisma elektrotu,
uygun ¢alisma ortami, aletsel parametreler belirlenip uygun ¢alisma araliginda miktar

tayini yapilacaktir.

Ikinci asamada;

DNA ’nin elektrot yiizeyine immobilizasyonu ve sensor ¢alismasi gergeklestirilecektir.
Bu amagla cihaz parametreleri, calisma ortami, optimum DNA derisimi,
immobilizsyon siiresi, biriktirme siiresi ve potansiyeli, karistirma hizi, NaCI derisimi

belirlenip optimum immobilizasyon parametreleri belirlenecektir.

Uciincii asamada;

Belirlenen yontem, ortam ve parametreler ile NIVO ve BEV A ila¢ etken maddelerinin
DNA etkilesim calismasi yapilacaktir. Elektrot aktivasyonuyla optimum derisimde
DNA celektrot yilizeyine immobilize edilecektir. NIVO ve BEVA etken maddeleri,
belirlenecek etkilesim siireleriyle elektrot ylizeyine tutturulacaktir ve DNA’da bulunan
adenin, guanin bazlarmin yiikseltgenme sinyallerinde meydana gelen degisimler
incelenecektir. Olusan yalin elektrot, DNA immobilize olmus elektrot ve DNA ile
etken maddelerin etkilesime gectigi elektrotlar belirlenip yilizey karekterizasyonu
yapilacaktir. Bu amagla Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Enerji Dagilimli X-
1511 Spektroskopisi (EDX), Déniisiimlii Voltametri (CV) ve Elektro Impedans
Sektroskopisi (EIS) tekniklerinden faydalanilacaktir. UV-Vis. spektrometrmetresiyle
ilaclarin DNA etkilesim modlari, baglanma sabitleri ve enerjileri belirlenecektir. Bu
veriler voltametrik teknik ile elde edilen veriler ile karsilastirilip desteklenecektir.
Calismanin en sonunda ise NIVO ve BEVA iceren ilaglarin ticari preparatlarinda ve

serum ortamlarinda tayini arastirilacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Kanser

Kanser, modern tip alaninda en c¢ok calisma, arastirma ve gelistirme yapilan
hastaliklarin basinda gelir. Bu yogun ilgi, kanserin diinya genelinde ciddi bir saglik
sorunu olmas1 ve yiiksek 6liim oranlariyla iliskilendirilmesinden kaynaklanir (Olgen
vd., 2002). Kanser, viicutta hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasinin neden oldugu 100'den
fazla hastalik barindiran bir mekanizma olarak karsimiza ¢ikar. Kanser klinik olarak,
ortaya ciktiklar1 hiicre tipine gore degisim sergileyen ¢ok sayida farkli hastalikla
iliskili bir yap1 olarak tanimlanmaktadir. Kanserler farkli yas gruplarinda, biliyiime
hizi, yayilma, evre ve tedaviye yanit agisindan farklilik gésterir. Oyle olsa bile, tiim
kanserler, onlar1 tek bir ailede birlestirmenin ortak karakteristik 6zelligini paylasir.

Biitlin kanser hiicreleri kendilerine ait iki ana 6zelligi paylasir.

Diizensiz hiicre boliinmesi ve biiyiimesidir.
Normal smirlar iginde, anormallikler hiicrelerin yayilmasimni ve viicudun diger
boliimlerine girmesini 6nler. Normal hiicrelerde uygun zaman, yer ve sekilde ifade
edilen genler bu gorevleri kontrol eder. Kanserde kullanilan tedavi yontemleri li¢ ana
baslikta toplanabilir;

1. Cerrahi Girisim

2. llagla Tedavi

3. Isin Tedavisi

Timor (neoplastik) hiicreleri baslangicta cerrahi veya radyasyon tedavisi yoluyla
biiyiimelerini yavaslatmak icin azaltilir. Daha sonra kemoterapi, immiinoterapi veya
bu tedavilerin bir kombinasyonu uygulanir. Kanser tedavilerinde amag, tiimdriin
bliylimesini, farkli odaklarda yeniden biiylimesini ve tlimdriin tamamen ortadan
kaldirilmasini 6nlemek i¢in kullanilan ilaglarla sitotoksik etki saglamaktir. Kemoterapi
(antineoplastik) tedavisinin temel amaci, tiimdr hiicresi biiylimesini ve ¢ogalmasini
durdurmak veya miimkiinse hastanin veya konagin normal hiicrelerine zarar vermeden
onlar1 yok etmektir. Ancak bu ilaglarin seciciligi ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle son
zamanlarda popiiler hale gelen immiinoterapi ilaglarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Kanser
immiinoterapisinin amaci, bagisiklik kontrol noktalarini inhibe ederek karmasik bir

bagigiklik sisteminde bagisiklik hiicresi aktivitesini kontrol etmektir. Ote yandan,



immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin yan etkileri vardir. Bir¢ok calisma kanser

bagisikliginin  anlasgilmasina katkida bulunmustur;

ancak, karmagik timor

mikrogevresini ve g¢esitli timdr doku tiplerini dikkate alan ayrintili bir mekanizmaya

dayali immiinoterapi gerekecektir. Bu tezde, kimyasal ve farmakolojik 6zellikleri

asagida listelenen iki antikanser ajan ile voltametrik calismalar yapilmistir. Tablo

2.1'de ila¢ tedavisinde kullanilan antineoplastik ajanlarin mekanizmalarina gore

kategorilenmistir.

Tablo 2. 1 Antineoplastik ajanlarin smiflandirilmasi

Alkillevici ajanlar

Altretamin, Semustin, Dakarbazin Busulfan, Sild ofosfamid,
Mekloretamin, Klorambusil, Melfalan, ffosfamid. Aziridin,

Lemustin, . Prokarbazin Karmustin,

Antim etabolitler S5-Fluorourasil Metotreksat, Aminopterin, Raltitrelcsed
Kladribin, Merkaptopurin, Tioguanin, Gemsitabin,
Fludarabin_ Sitarabin

Bitldisel kaynakli | Vinblastin, Vinkristin, Vindesin, Vinorelbin, Podofilotoksin,

formiilasvonlar ve Vinka

alkaloidl eri

Etoposid, Tenipozid, Paklitaksel, Dosetaksel, frinotekan
Topotekan,

Sitotolosit

antivobivotikl er

Aknitinomisin-DD, Daunorubisin, Adramisin, Epirubisin,
Ald arubisin, Mitozantron, Bleomisin, Plikamisin

Mitomi sin,

Platin bazli

formiilasvonlar

Sisplatin, Karboplatin, Oksaliplatin, Amifostin,

Hormon antagonistlen ve

Estrojenler, Progestinler, Antiestrojenler, Antiandrojenler,

hormonlar GnEH analoglar, Glukokortikoid Hormonlar, Mitotan,
Aminoglutetimid, Trilostan, Bikalutamid
Immiin sistemli | Mivolumab, Bevasizumab, Adalimumab, ipi limum ab,

formiilasyonlar

Pembrolizumab, Omalizumab, Traszumab, Natalizumab,

Panitumum ab. Ramucirumab, Pertuzumab




2.1.1 Nivolumab (NIVO)

NIVO, bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerini hedef almasma ve o6ldiirmesine
yardimc1 olan bir immiinoterapi ilacidir. Immiinoterapi, bagisiklik sistemi veya
bagisiklik yanitinin prensiplerini kullanarak kanserle miicadele etmek i¢in kullanilan
nispeten yeni bir kanser tedavi yontemidir. Bu tedavi stratejisi, viicudun bagisiklik
sisteminin kanser hiicrelerini tanimasi, hedeflemesi ve elimine etmesi {izerine

odaklanmaktadir.

NIVO iki 6zdes agir zincirden (her biri 440 amino asit) olusur, bu zincirler aras di
silfiir baglariyla baglanir ve anti tiimor bagisikligini geri kazandiran, tamamen
insanlastirilmis bir IgG4 monoklonal antikordur. Cerrahi olarak ¢ikarilamayan veya

diger ilaglara artik yanit vermeyen metastatik melanomu olan hastalarda kullanim i¢in

etkilidir.

Kanser Immiinoterapi, viicudun bagisiklik sisteminin anti-timér yanit indiiklemek ve
boylece hastaliklar1 yenmek i¢in kullanildigi, farkl terap6tik secenekler arasinda ¢ok
onemli bir stratejidir. Kanser tedavisinde adaptif hiicre transferi, immiin kontrol
noktasi inhibitorleri, onkolitik viriis, asilar, monoklonal antikorlar ve digerleri gibi
¢esitli immiinoterapi tiirleri kullanilmistir. Bunlar arasinda monoklonal antikorlar
(mADb), klinik olarak ilgili etki mekanizmalar1 nedeniyle dikkat ¢ekmistir (Machini vd.,
2019).

Tablo 2.2 NIVO’nun genel 6zellikler

Genel ozellikleri

Formiil Ce362Hos62N 171201995542

Mol agirhigr: 143599,39 g/mol
Kategori: Antineoplastik immiinolator
ajan

Fiziksel goriiniis: Toz, kirli beyaz

Saklama kosullari: -20 °C




NIVO igin uygulanan elektrokimyasal yontemler:

Monoklonal antikorlara dayali kanser tedavisi, en basarili terapdtik stratejilerden biri
haline geldi. Monoklonal antikorlar arasinda NIVO nispeten yeni bir antikanser ilag
olarak one ¢ikiyor. dsSDNA NIVO etkilesimi, inkiibe edilmis ¢ozeltilerde diferansiyel
puls voltametri, UV-Goriiniir spektrofotometri ve jel elektroforezi ile ve yerinde ds
DNA-, poli [G]- veya poli [A] elektrokimyasal biyosensdrler ile diferansiyel puls
voltametri ile degerlendirildi. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi ve kuvars
kristali mikro terazi ds DNA elektrokimyasal biyosensoriin arayliz davranist da
dongiisel voltametri ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile arastirildi.
dsDNA NIVO etkilesim mekanizmasi, daha kisa siireler i¢cin NIVO’ nun DNA'ya
baglanmasina neden olarak bir dSDNA NIVO kompleksine ve daha uzun siireler i¢in
bu karmasik yapinin gevsemesine neden olmustur. Monoklonal antikor NIVO,

DNA'ya oksidatif hasari tespit edilmedi (Machini vd., 2019).

NIVO igin uygulanan diger analiz yontemleri:

LC-MS / MS yontemine bagl bir LC, terap6tik monoklonal antikorun kantitasyonu
i¢in yeni bir yaklagim oldugu bununla birlikte, bu yontemde ciddi iyonlagsma bastirma
ve zaman alan numune hazirlama vardir. Yapilan calismada, immiinoglobulin G4
(IgG4) saflagtirma ve hareketsizlestirilmis triptik sindirimi kullanarak iyi analitik
performansla serum NIVO’in 6lgmek icin basit ve hizli bir LC-MS / MS yontem
gelistirdi (Abe vd., 2020).

Nano yiizey ve molekiiler yonelim sinir1 (nSMOL) stratejisi, proteaz nanopartikiilii
(200 nm) ve antikor reginesi goézenegi (100 nm) arasindaki boyut farkini kullanan
secici sinirlt proteoliz yontemi ile insan plazmasindaki NIVO'in tamamen dogrulanmis
bir LC-MS analizine uyguladi. Immiinoglobulin fraksiyonu, Protein A reginesi
kullanilarak toplandi. Calismada, nSMOL biyo analizinin NIVO ve diger antikor
ilaglarinin  klinik farmakokinetik ¢aligmalar1 icin giivenilir bir yontem olarak

kullanilabilecegini gostermektedir (Iwamoto vd., 2016).

On dort terapdtik monoklonal antikor (mAb), bir Fc-flizyon proteini ve diger birkag
yaygin glikoprotein, glikoproteinlerin FTIR spektrumlarinin glikan ve monosakkarit
bilesimlerine gore spektral varyasyonlar gosterdigini gostermek icin kullanilmistir

(Derenne vd., 2020).



NIVO’ nun fizikokimyasal kararliligi degerlendirmek ig¢in ultraviyole (UV) -
spektroskopi, dinamik 1s1k sagilimi ve kromatografisi kullanilip, farmakolojik
varyasyonlar icinde, bir fonksiyonel baglanma inhibisyon yontemi ile in vitro

izlenilmeye ¢aligildi (Le Guyader vd., 2020).

LC-MS /MS kullanarak NIVO i¢in kantifikasyon yontemi gelistirmek ve bunun klinik
terapotik ilag izlemedeki uygulamasi degerlendirildi (Irie vd., 2018).

NIVO ig¢in literatiirde yapilmis kromatografik ve spektroskopik yontemler Tablo 2.3’te

bildirilmistir.



Tablo 2.3 NIVO i¢in analiz yontemleri

Madde Yontem Dedekior LOD/LOQ Matris EKaynak

Nivolumab  LCMS MS 2 pug'L Serum (Abewd., 2020)

Nivolumab  TM Uv- Nivo gozeltisi  (Guyader vd_ 2020)
Spect

Nivolumab  LC-MS MS 0977 ug /ml.  Plazma (Twamoto vd_2016)

Nivolumab  LCMS MS Plazma (Iriewd . 2018)

Nivolumab  CV-EIS GCE Nivo cozeltisi (Machini vd_, 2019}

Nivolumab  DPV GCE Nivo cozeltisi (Machini vd_, 2019}

Nivolumab  FTIR - flag (Derenne vd_2020)

Bevasizuma

Nivolumab LC-MS  MS Flarma (Chiu vd., 2018)

Bevasizuma

Pembrolizub

Nivolumab  LCMS MS Plazma (Iriewd_ 2018)

Yontem: LC; sivi kromatografisi, DPV; Diferansiyel puls voltametri, CV; Doniistimlii voltametri

HPLC, Yiiksek performansli sivi kromatografisi, TM; Tiirbidimetri Dedektor: UV; Ultraviyole, EIS;

Elektro impedans spektroskopisi, MS; kiitle spektrometresi, GCE; Cams1 karbon elektrot

2.1.2 Bevasizumab (BEVA)

Kanserin molekiiler mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasi, klasik kemoterapi ve

radyoterapiye kiyasla potansiyel olarak daha etkili ve yan etkileri azalmis ¢ok sayida

yeni antikanser tedavisinin yolunu agti. Monoklonal antikorlar (mAb), daha spesifik

ve daha etkili terapotik 6zellikleri nedeniyle 6zel ilgi ¢ekmis ve kanser tedavisi i¢in en

umut verici stratejilerden biri haline gelmistir. Bir antikor olan BEVA, ¢esitli kanser

tiirlerini ve belirli bir g6z hastaligini tedavi etmek i¢in kullanilan bir ilagtir. BEVA,



vaskiiler endotelyal biliylime faktori A'yt (VEGF-A) hedefleyen rekombinant
insanlastirilmis bir IgG1 antikorudur (%93 insan, %7 murin sekanslar1). BEVA,
VEGF-A molekiiliinii inhibe ederek, anjiyogenezi bloke eder ve timdrlerin kan akigini
sinirlar, boylece biiylimesini yavaglatir veya kesintiye ugratir (Issaad vd., 2016).
BEVA, ileri kolorektal kanseri tedavi etmek icin ilk olarak 2004 yilinda FDA
tarafindan onaylanmis bir intravendz ilactir. Etkili antikanser ilaglar olarak
monoklonal antikorlarin gelistirilmesi ve uygulanmasinda, fizyolojik etki
mekanizmalarinda yer alan reaksiyonlarin incelenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.
Elektrokimyasal yontemlerin degerli bir ara¢ oldugu kanitlanmistir ve bunlarin ve
klinik onkolojide kullanilan diger ilaglarin in vitro davramslart s6z konusu

oldugunda saglam bir i¢ gorii elde etmeyi saglamistir.

Tablo 2.4 BEVA ve bazi 6zellikleri

Genel ozellikleri

Kimyasalformuiilii:
Co63sH10160N172002108S 44
Molar Kkiitle: 149198,87
g/mol

Kategori: Antineoplastik
immiinolator ajan

Fiziksel goriiniis: Renksiz

soluk kahverengi, steril, pH
6.2 ¢ozelti
Saklama kosullari: -20 °C

BEVA i¢in uygulanan elektrokimyasal yontemler:

Dogal ve denatiire BEVA' nin elektrokimyasal oksidasyonu, genis bir pH araliginda
ve camst bir karbon elektrot {izerinde BEVA-ince film voltametri kullanilarak ¢ozelti
icinde incelenmistir. Dogal BEVA igin, tirozin ve triptofan amino asit kalintilarinin
oksidasyonuna karsilik gelen sadece bir pH bagimli oksidasyon zirvesi gozlendi.
BEVA'nin camsi karbon ylizeyindeki arayiizey davranisi ve adsorpsiyonu voltametri

ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile degerlendirildi. Protein 3D morfolojik
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yapisinin a¢ilmasi, kimyasal maddeler, denatiire edici madde sodyum dodesil siilfat ve
rediiktanlar tris  (2-karboksietil) fosfin ve ditiyotreitol ile denatlirasyonu
elektrokimyasal olarak karakterize edildi. GCE iizerindeki denatiire BEVA-ince
film'nin elektrokimyasal oksidasyonu, sistein ve histidin kalintilar1 oksidasyon

zirveleri gosterdi (Issaad vd., 2016).

Antikanser monoklonal antikor BEVA ¢ift sarmalli DNA (ds DNA) ile etkilesimi,
inkiibe edilmis oOrneklerde voltametri ve jel elektroforez ile ve ds DNA
elektrokimyasal biyosensor kullanilarak ¢aligildi. Voltametrik sonuclar, artan
inkiibasyon siiresiyle dsSDNA oksidasyon zirvelerinde bir azalma ve kaybolma ortaya
cikardi ve BEVA'nin dsDNA'ya baglandigini ancak elektrokimyasal olarak DNA
oksidatif hasar1 tespit edilmedigi belirtildi. Denatiire edici olmayan agaroz jel-
elektroforez deneyleri, kompakt dsDNA BEVA eklentisinin olusumunu gosteren
voltametrik sonuglarla uyumlu oldugu, Inkiibe edilmis c¢ozeltilerdeki dsDNA
elektrokimyasal biyosensoér, BEVA'nin ayrica dsDNA'ya baglanmasi lizerine yapisal
modifikasyona ugradigin1 gosterdigi ve BEVA elektroaktif amino asit kalintilari

oksidasyon zirveleri tespit edildi (Tomé¢ vd., 2015).

Nano yapili mezo gozenekli silika (SiO2) filmler, in vitro olarak monoklonal antikor
BEVA yiiklemek ve serbest birakmak icin biyo uyumlu ve biyolojik olarak
parcalanabilen bir mezo gozenekli SiO> formu, tek kristalli Si'nin elektrokimyasal
asindirmast ve ardindan 800 °C'de havada termal oksidasyon ile hazirlanmigstir.
Gozenekli Si02, fizyolojik pH'ta (7.4) negatif bir yiizey yiikii sergiledigi ve pozitif
yiiklii antikoru sulu bir fosfat tamponlu salin soliisyonundan kendiliginden adsorbe
etmesine izin verdigi arastirilmigtir. Ilag yiiklemesi, ince gdzenekli filmin optik

interferometri 6l¢iimleriyle izlenmistir (Andrew vd., 2010).

Erken kanser teshisi, metastazin 6nlenmesi i¢in ¢ok 6nemlidir. Ancak kanserin teshis
ve degerlendirmesini iyilestirmek i¢in basit ve etkili yontemlere ihtiyag vardir. Burada,
kanser teshisi i¢in insan plazmasindaki vaskiiler endotelyal biiylime faktoriinii (VEGF)
saptamak i¢in manyetik grafen oksit (MGO) -modifiye Au elektrotuna dayali yeniden
kullanilabilir bir biyosensor gelistirilmistir. Bu biyosensorde, 6zel biyo tanima 6gesi
olarak BEVA kullanilmis ve BEVA yiiklemesi i¢in tasiyict olarak MGO kullanilir.

MGO kullanimi, biyo aktivite kaybini onleyen manyetik 6zellikleri sayesinde hizl
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saflastirma sagladigl. Ayrica, biyosensor, saptamaya devam etmek i¢in uygun olan bir
kurutma islemi gerektirmeden hizli bir sekilde olusturulabilir. Yeniden kullanilabilir
biyosensor, klinik teshisler i¢in uygun hassasiyeti saglayan bir algilama stratejisi

sagladig1 goriilmiistiir (Lin vd., 2015).

BEVA i¢in uygulanan diger analiz yontemleri:

Hastanede monoklonal antikor (mAb'ler) bilesimi siirekli olarak artar. Kantifikasyona
ve tanimlamaya dayali olarak bilesik mAb'lerin kalite kontrolii (QC), potansiyel
hatalar1 6nlemek i¢in gereklidir ve ayakta tedavi kemoterapi uygulamasini yonetmek
icin hizli bir yontem gereklidir. Analizér yazilimindan yayimlanan en kii¢iik kare
eslestirme yontemiyle iliskili akis enjeksiyon analizini kullanan basit ve ultra hizli (30
saniyeden az) bir yontem gerceklestirildi ve {i¢ bilesik bevacizumab, infliksimab ve
rituksimab i¢in mAb'nin rutin hastane QC'si i¢in degerlendirildi. Yontem kalitatif ve
kantitatif parametrelerle degerlendirildi. UV emiliminin 6n analizi ve mAb'lerin ikinci
tiirev spektrumlari, analitik kosullart mAb'lerin terapdtik araligina gére uyarlanmasina
izin verdigi, Kantitatif kalite kontrol acisindan dogrusallik, dogruluk ve kesinlik ICH
kilavuzlarinda belirtildigi gibi degerlendirildi. Niteliksel analitik parametreler ayrica
bir karigiklik matrisi araciligiyla 6zgiinliik, duyarlilik ve global kesinlik ac¢isindan

degerlendirildi (Jaccoulet vd., 2018).

Monoklonal antikor (mAb) ilaglari, ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in son yillarda biiyiik
ilgi uyandirmistir. iImmiinoglobulin G (IgG), Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmis yiliksek bir mAb ilag¢ yiizdesini temsil eder. Terapétik ilag izlemeyi ve
farmako-kinetik / farmakodinamik c¢aligmalar1 kolaylastirmak i¢in, insan
plazmasindaki IgG bazli mAb'lerin konsantrasyonunu 6l¢gmek icin genel LC-MS / MS
yontemi gelistirdi. Yontemimizi gostermek icin IgG bazli ii¢ ilag (Bevacizumab,
NIVO ve Pembrolizumab) segildi. Protein G boncuklari, IgG bazl ilaglar1 yakalama
konusundaki evrensel yeteneklerinden dolayr numune 6n tedavisi i¢in kullanildi.
Tripsin sindiriminden sonra elde edilen vekil peptitler, LC-MS / MS kullanilarak
o6l¢iildii (Chiu vd., 2018).

Terapotik proteinlerin sarj varyant1 geleneksel olarak kapiler elektroforez veya iyon
degisim kromatografisi ile gergeklestirilir. Son zamanlarda, kilcal elektroforezin kiitle

spektrometresi ile hecelenmesindeki gelismeler ve kiitle spektrometrisiyle uyumlu
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arka plan elektrolitlerinin kullanima sokulmasi, elektroforetik ayirmadan elde edilen
yiik varyant profilinin dogal kiitle spektrometrik tespitinin uygulanmasima izin
vermistir. Mikro akiskan elektroforetik platformun diisiik akis operasyonu, kapilerde
1 ng kadar diisik numune miktarlar1 kullanildiginda bile, kiitle spektrometrik
duyarlilig1 6nemli dlgiide artirdig1 ve dinamik araligini artirir. Genel olarak, CE-ESI-
MS platformunun terapétik protein yiikii varyant: profillemesi i¢in hizli ve saglam bir
ara¢ oldugu kanitlandigr ve oldukca bilgilendirici karakterizasyon verilerinin
olusturulmasi i¢in dogal kiitle spektrometresi ile verimli birlestirme yapildi (Carillo

vd., 2020).

Tiimor kan damarlarinin biiylimesini engelleyen bir anti-vaskiiler endotelyal biiyiime
faktoridiir (anti-VEGF). Giiniimiizde saflagtirmasi, ¢ok pahali bir ligand olan protein
A kullanilarak afinite kromatografisi (AC) ile elde edilmektedir. Ote yandan, VEGF
fragmaninda bulunan peptit BEVA yiiksek afansite ile baglanir. Bu kisa peptid ligand,
protein A'dan daha yiiksek stabiliteye ve daha diisiik maliyete sahip ve kat1 faz peptid
sentezi ile ¢ok kolay bir sekilde hazirlanabildigi gozlenmistir (Barredo vd., 2020).

BEVA’ nin farkli ila¢ dagitim sistemlerine dahil edilmesi, ayrica biyolojik sivilar ve
ilag dagitim sistemleri de dahil olmak tizere BEV A’nin kalitatif ve kantitatif analizleri
icin yontemler hakkinda detayli arastirma yapilmistir. Bu amagla, son zamanlarda
cesitli detektorlerle birlestirilmis HPLC, LC, MS ve ELISA kullanilmistir. Bu nedenle,
bu inceleme, nanoyapili sistemler tarafindan taginan BEVA’nin faydalarmi ve bu
ilaglarin tespiti ve kantifikasyonu i¢in mevcut analitik yontemleri degerlendirmek icin

kan ve ilag lizerinde calisma yapilmistir (Filippo vd., 2021).

Terapotik monoklonal antikorlar (mAbs) olan BEVA, Infliksimab ve Trastuzumab’in
nicellestirilmesi i¢in uygun ve giivenilir bir yontem gelistirmek amaciyla diyot dizisi
saptama HPLC/DAD yontemi ile yliksek performanslhi bir sivi kromatografisi ile
calisildi. Daha sonra yontem, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, (tekrarlanabilirlik, ara
kesinlik) 6zgiilliikk (zorunlu bozunma c¢aligmalari ile), saglamlik ve sistem uygunlugu

acisindan degerlendirildi (Martinez-Ortega vd., 2018).

BEVA i¢in literatiirde yapilmis kromatografik ve spektroskopik analiz yontemleri

Tablo 2.5’te sunulmustur.
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Tablo 2.5 Bevasizumab i¢in analiz yontemleri

Madde Yontem Dedekté LOD Matris Kaynak
r

Bevasizumab ~ LC-MS MS Plazma (Chiu

Nivolumab - vd.,2018)

Pembrolizub

Bevasizumab ~ UV-Spek. - - Plazma (Jaccoulet vd.,

Infliksimab 2018)

Rituksimab

Bevasizumab  DPV GCE - Plazma (Issaad vd.,
2016)

Bevasizumab ~ DPV MGO- - Plazma (Lin vd., 2015)

Au

Bevasizumab  CE-ESI MS - fla¢ (Carillo vd.,

Trastuzumab 2020)

Rituksimab

Bevasizumab  AC - - Protein A (Barredo vd.,
2020)

Bevasizumab ~ HPLC/LC- - flag-Kan (Filippo vd.,

ELISA/M 2020)
S

Bevasizumab  HPLC DAD - Plazma, (Ortega vd.,

Infliksimab Serum 2018)

Trastuzumab

Yontem: AC: Afinite kromatografisi, ELISA: Enzim bagli immiinosorbent deneyi, LC; sivi
kromatografisi, DPV; Diferansiyel puls voltametri, CV; Doniisimlii voltametri HPLC, Yiiksek
performansli sivi kromatografisi, TM; Tiirbidimetri Dedektor: DAD: Diyot dizi siirlama, UV;
Ultraviyole, EIS; Elektro impedans spektroskopisi, MS; kiitle spektrometresi, GCE; Cams: karbon

elektrot
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2.2 Elektrokimya

Kimyasal siiregler ile elektrik enerjisi arasindaki baglantinin incelenmesi elektrokimya
olarak bilinir. Elektrokimya, elektrik ve kimyanin nasil bir iligki i¢inde oldugu ve tipik
olarak akim, potansiyel veya yiik gibi elektriksel 6zellikler saglar. Cevresel analiz, kalite
kontrol ve biyolojik uygulamalar, elektrokimyasal 6l¢iimlerin analitik amagclar i¢in en sik

kullanildig1 alanlardir (Wang, 2006).

Bir akimin var olup olmamasina bagl olarak, elektrokimyasal siiregler sabit veya
hareketli olarak simiflandirilabilir. Sabit yontemlerin hizi ve segiciligi ayr1 bir 6neme
sahip olsa da, dinamik akim tiirleri elektroanalitik kimyada daha sik kullanilir. Sekil 2.1

bu tekniklerin bir 6zeti agagida sunulmaktadir.

Elektroanalitik Yontemler

S . . Analiz Ortamiminin
Ara yiizey Yontemleri Tamammdaki Y éntemler

P Dinamik Yéntemler
Statik Yontemler Konduktometri Konduktometrik

I Titrasyonlar

Potansiyometri Potansiyometrik
Titrasyonlar

Sabit Alim

Kontrolii Pontasiyel

Sabit Elektrot Amperometrik  Elektrogravimetri I"l?ilt(i‘l:ll:;(l)‘:lliar Elektrogravmetri
Pontasiyel Titrasyonlar
Kulometresi

Voltametri

Sekil 2.1 Yaygin kullanilan elektroanalitik yontemler

15



2.2.1 Voltametri
Voltametri, ¢alisilan madde hakkinda veri elde etmek igin calisma elektrodunun
polarize kosullar1 altinda elektroda uygulanan gerilim ve akimi Olgen bir

elektroanalitik prosediirler toplulugudur. Sekil 2.2'de bu stratejiler sunulmustur.

/ Voltametrik Yontemler \

olanoztail RuISNLlmeties] Déniisiimlii Voltametri Siyirma Voltametresi
=3 Normal Puls voltametresi Anodik Siyirma ~f—
Voltametresi
. Diferansiyel Puls Katodik Siyirma -
Voltametresi Voltametresi
Adsorptif Styirma ~f——
= Kare Dalga Voltametresi Voltametresi
Potansiyometrik ~f—

Siyirma Voltametresi

Sekil 2.2 Voltametrik teknikler ve siniflandiriimasi

2.2.2 Doniisiimlii Voltametri (CV)
CV teknigi, akim potansiyelin fonksiyonu olarak degerlendirilir. Potansiyel degerler
doniistimlii olarak taranir ve akimdaki degisim siirekli degisen potansiyel degerlere

kars1 diizenli araliklarla ¢izilir. Bunlar CV voltammogramlari olarak adlandirilir (Sekil

2.3).

Uclii elektrot sistemine sahip sakin bir sistemde, déniisiimlii Voltametri difiizyona
bagli olarak hizi degistirerek calisir. Voltammogram, maddenin indirgenmesi ve
yiikseltgenmesi hakkinda bilgi saglar. Potansiyel, baslangi¢c degerine dogrusal olarak
diismeden 6nce maksimum bir degere yiikselir. Analit bilesimine bagl olarak, ilk

tarama yonii pozitif veya negatif olabilir.
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Sekil 2.3 (a) CV’de zamana kars1 uygulanan gerilim grafigi;(b) CV’de akim-gerilim grafigi.

Bu yontem miktar belirleme i¢in uygun olmasa da maddenin davranigi hakkinda bilgi
verir. Bu teknikle {iretilen voltammogramlar, oksidasyon veya rediiksiyonun
gerceklestigi gerilim, mekanizmadaki adim sayisini, maddenin yiizeyde tutulmasini,
tersinir olup olmadigini, elektrot reaksiyonunun kimyasal bir reaksiyonla birlikte
gerceklesme durumu ve oksidasyon veya rediiksiyon Triinlerinin kararlt olup

olmadigin1 belirlemek i¢in kullanilabilir.

2.2.3 Diferansiyel puls voltametresi (DPV)

Normal bir puls Voltametri pulsunun sonunda elde edilen akimin kiigiik bir siga
bileseni kesfedilmistir. Diferansiyel puls voltametrisi, 6l¢iilen akimdaki siga bilesenini
azaltmak ve se¢iciligini artirmak icin bir pulsun akimlardaki farkliliklar1 6lgmek icin

kullanilan bir tekniktir.

DPV teknigi kullanilarak, yar1 dalgaya ait potansiyeller 0.04 ile 0.05 V arasinda
degisen maddelerde bile farkli konumlarda maksimum pikler elde edilebilir.
Diferansiyel puls polarografi, 107-10® M tespit limiti ve yiiksek segiciligi ile standart

puls polarografiden daha hassas bir yontemdir.
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Sekil 2.4 (a) Analog cihazlarda DPV’e ait uyarma sinyali; (b) DPV voltamogrami

Bir damla civaya 10 mV veya 50 mV biiyiikliiglinde bir darbe uygulandiginda, belirli
bir siire dncesinde ve sonrasinda darbe basina (Ai), dogrusal olarak artan potansiyel
kaydedilir. Bu potansiyelin yiiksekligi, derisimle orantili olan bir diferansiyel egri
seklinde gbzlenir ve bu egrinin tepe noktasi, tersinir bir reaksiyonda ortaya ¢ikar. Tepe
noktasinin potansiyeli, yar1 reaksiyonun standart potansiyeline esittir. Artan
hassasiyet, sarj akiminin ne ¢ok diisiik ne de ¢ok yiiksek olmasini agiklayabilir.
Elektrot etrafindaki yiizey tabakasinda bir elektrik ytikii varsa, gézlemlenen akimdaki
artis, ¢oziinme icin yeni potansiyel ile analit konsantrasyonunu azaltir. Potansiyel
denge derisimine ulasildiginda, akim diflizyonla karsilasilan bir diizeye diiser, bu da
diflizyon giidiimlii akim olarak bilinir. Elektrodu gevreleyen ylizey tabakasinda
elektroaktif bir tlir bulundugunda, analiz edilecek maddenin konsantrasyonunu
gereken yeni potansiyel seviyesine indirgeyen bir akim artist gozlenir (0rnegin,
potansiyel aniden 50 mV arttiginda). Ancak, bu potansiyel seviyesine ulasildiginda,
denge konsantrasyonu i¢in gereken diizeye ulasilir ve akim, difiizyon dengeleyici bir
seviyeye diisen diflizyon kontrollii bir akim olarak adlandirilir. Akim artisi, akim puls
polarografisiyle tamamen durdurulmadan once Olgiiliir. Toplam akimin difiizyon
akimindan daha biiyiik oldugu kesfedilir. Damla yeniden sekillendirildiginde, ¢ozelti
analiz edilecek madde agisindan homojen bir hale gelir. Gerilim darbesi
uygulandiginda, faradayik olmayan akim, yiikteki artistan dolayr damla {izerinde
dalgalanma gg@sterir. Damlanin ylizey alant Omriiniin sonuna dogru ¢ok az
degistiginde, bu akim zamanla azalir ve sifira yaklasir. Faradayik olmayan kalan akim
durumunda, akimin biiyiik Ol¢lide azaldigi goézlemlenir ve bu siirecte akim

ol¢iildiigiinde sinyal/giiriiltii oran1 artar (Skoog, 2004).
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2.2.4 Elektrokimyasal hiicre

Elektrokimyasal reaksiyonlar, elektronlarin bir tiirden digerine aktarildig
yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlaridir. Bir¢ok kimyasal oOl¢limiin aksine,
elektrokimyasal reaksiyonlar elektrokimyasal hiicreler olarak bilinen sistemlerde
elektrot-¢cozelti arayliziinde gerceklesir. Potansiyometrik ve potansiyostatik dl¢timler
en yaygin iki elektrokimyasal 6l¢liim tiirtidiir. Elektrokimyasal hiicre, iki veya daha
fazla elektrot (iletken) ve bir destek elektrolit ¢ozeltisi kullanarak ¢alisan bir sistemdir.
Bu hiicrede, elektrotlar analiz i¢in kullanilan indikatér veya calisma elektrodu ile
referans elektrot olarak bilinen elektrotlardan olusur. Elektrolit ise bu elektrotlar
arasinda bulunan temas ¢ozeltisidir. Potansiyometrik dl¢limler sirasinda, hiicreden
akim geg¢medigi icin iki elektrotlu bir sistem yeterlidir. Bu durumda, ¢alisma
elektrodundaki potansiyel, referans elektrotun sabit potansiyeline bagli olarak
belirlenir. Voltametrik 6l¢timlerde ise hiicreye harici bir potansiyel uygulanir ve akim
Olciiliir. Ancak, ¢ozeltinin direncinden kaynaklanan potansiyel diislisii nedeniyle, bu
uygulanan potansiyel hiicre boyunca kontrol edilemez. Bu nedenle, akim &lgen
devrelerde, karsit elektrotun polarizasyonu gereklidir. Ug elektrotlu bir sistem ise daha
iyi potansiyel kontrolii saglar. Bu mekanizmada, potansiyel kontrolii i¢in ¢aligma
elektrodu referans elektrotla iligkilendirilir. Akim ise ¢calisma elektrodu ile yardime1
elektrot arasinda hareket eder. Bu yapi, daha hassas ve kontrol edilebilir potansiyel
Ol¢timleri saglamak i¢in kullanilir. Sekil 2.5, tipik bir elektrokimyasal hiicrenin basit
bir temsilini gostermektedir. Bu hiicredeki elektrotlar ve elektrolit arasindaki
etkilesimler, elektrokimyasal analizlerde potansiyel ve akim dlglimlerinin
gerceklestirilmesini saglar.

: Referans
Karsit :
elektrot
elektrot

N,(2) / Caligma

hatti \‘IJHHI * l/ elektrodu

magnet
Sekil 2.5 Uclii elektrot sistemi
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Caligma elektrodu, elektrokimyasal sistemde madde ile reaksiyonun gerceklestigi
elektrottur. Bu elektrot, reaksiyonun tiirtine bagli olarak katodik, anodik, indirgeyici
veya oksitleyici olabilir. Voltametrik 6l¢timlerde ¢alisma elektrodunun malzemesi,
Olctimlerin dogrulugu iizerinde Onemli bir etkiye sahiptir. Ayrica, calisma
elektrodunun yiizeyinde gerceklesen reaksiyonun tekrarlanabilir bir yanit ve yiliksek
bir sinyal-giiriiltii oranina sahip olmasi kritik 6neme sahiptir. Calisma elektrodunun
seciciligi, etken maddenin redoks davranisi ve artik akim gibi iki temel faktore
baghidir. Bunun yani sira, potansiyel araligi, elektrik iletkenligi, yiizey
tekrarlanabilirligi, mekanik 6zellikler, maliyet ve toksisite gibi parametreler de dikkate
alinmas1 gereken oOnemli faktorlerdir (Zhou vd., 2010). Sekil 2.6, voltametri
deneylerinde kullanilan c¢esitli calisma elektrotlar1 kullanilmaktadir. Bu elektrotlar,
Olciimlerde istenen Ozelliklere ve analitik gereksinimlere uygun olarak segilir.

Calisma elektrodunun segiciligi, etken maddenin redoks davranisi ve artik akim gibi
iki temel faktore baglidir. Bunun yani sira, potansiyel araligi, elektrik iletkenligi,
yiizey tekrarlanabilirligi, mekanik 6zellikler, maliyet ve toksisite gibi parametreler de

dikkate alinmasi gereken 6nemli faktorlerdir

Voltametrik
Calisma Elektrotlari

1 L

Kati Civa Esasli

Elektrotlar Elektrotlar

= Platin = (Civa film

= Asiliciva
Donen Damlayan Modifiye
Elektrotlar civa Elektrotlar
= Disk *  Kompozit
= Halka Disk = Kimyasal

Grafit modifiye

Camsi karbon Yer cekim
Karbon pasta etkili
Camsikarbon . prokanik
pasta
= Empreyen

karbon
= Pirolitik

karbon
= Lif karbon

Sekil 2.6 Voltametride ¢alisma elektrotlari
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Karbon Temelli elektrotlar:
En yaygin karbon elektrotlar arasinda;
Camsi karbon elektrot (GCE)
Kalem grafit elektrot (PGE)
Ekran baskili karbon elektrot (SPCE)
Karbon pasta elektrotu (CPE) bulunmaktadir.

Bu elektrotlar farkli yapilar1 ve 6zellikleri nedeniyle ¢esitli uygulamalarda kullanilir.

0
s Karbon pastas) R
s Yardimer elektrot Camss karbon yazey
- Teflon veya cam
Cahgma elektrodu
b= | “«Referans elektrot * fletken baglants teli
||+ fletken baglanti teli * Elektriksel baglanti
A B C r*" Kalem ucu D

Sekil 2.7 Karbon temelli elektrotlar (A) CPE, (B) SPE, (C) GCE (D) PGE

En yaygin kullanilan karbon bazli elektrotlar sunlardir:
Camsi Karbon Elektrot (GCE): Yiiksek saflikta karbonun termal islem gormesiyle elde
edilen bir elektrottur. Yiiksek mekanik dayanikliliga sahiptir ve genis bir

elektrokimyasal pencereye sahiptir.

Ekran Baskili Karbon Elektrot (SPCE): Karbon miirekkebi veya pastasi kullanilarak
ekran baski teknigiyle iiretilen bir elektrottur. Kiicilik, tasmabilir ve tek kullanimlik

olabilen bir yapiya sahiptir. Olgiimlerde yiiksek tekrarlanabilirlik saglar.

Karbon Pasta Elektrot (CPE): Karbon tozu veya partikiillerin bir baglayict maddeyle
karistirilmasiyla elde edilen bir elektrottur. Esneklik ve sekillendirme kolayligi saglar.
Ozellestirilmis elektrotlar yapmak icin farkli karbon pastalart kullanilabilir.Bu
elektrotlar, elektrokimyasal analizlerde genis bir uygulama yelpazesine sahiptir ve

analitik calismalarda siklikla tercih edilen karbon elektrotlardir.

Kalem Grafit Elektrot (PGE): Basit bir kursun kalem grafitinden yapilan bir
elektrottur. Kolaylikla elde edilebilir ve diisiik maliyetlidir. Elektrokimyasal analizler
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icin popiiler bir se¢enektir (Wang, 2001). PGE diisiik tespit limiti, diisiik maliyet ve
tek kullanimlik olmalar1 gibi avantajlari nedeniyle giderek daha popiiler hale
gelmektedir (Wang vd., 2001). Calismalarda farkli sertlige ve ¢aplara sahip kaleml
uclart kullanilmaktadir. Bu uglar, grafitin balmumu ve kil i¢inde dagitilmasiyla 1s1l
isleme tabi tutulmasiyla olusturulur. Bazi durumlarda organik malzemelerden olan
selilloz kullanilarak karbona doniisiimii gergeklestirilir. Bu sekilde elde edilen
elektrotlar esnek bir yapiya sahiptir. Kursun kalem elektrotlar1 (PG elektrotlar1) karbon
macunu ve pirolitik karbon kadar kirillgan veya sert degildir. Bu ¢alismanin amaci,
PGE c¢alisma elektrodu kullanarak BEVA ve NIVO'nun DNA etkilesimini ve miktar
tayinini incelemektir. PGE ve DNA etkilesimi iizerine yapilan ¢alismalar, kaynakga

taramasindan elde edilen Tablo 2.6 ile aktarilmistir.
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Tablo 2.6 PG elektrot ile ilag-DNA etkilesimi ile ilgili calismalar

Ilac Elektrot Modifikasvon Y ontem Kavnakca
Glifosat PGE - DPV (Congur, 2020)

Daunorubi sin PGE (cQD) DFV (Eksinvd., 20200

Tramadol PGE (CuO-NPs SWV (Arabali vd., 2020)
Mitomisin C PGE GNEs DPV-CV (Findik vd 2020}

Irinaotekan PGE CTAB-MWCNT= DPV (Bolat, 2020}
Epirubicin PGE - DPV (Elik vd_ 2017)
Mitomisin C PGE - DRV (EKaradeniz vd, 2007)
MMitok santron CEPE - DEV,CV

(Erdem wvd., 2001)
Daunorubi sin PGE SWCNT DPV, EIS (Erdem wvd., 2009}
Chtvsoidine PGE MWCNTsFDDA DFV
(Ensafi vd.2014)
G-Tioguanin PGE - DPV, EIS (Eksinvd., 2014)
MMitomisin C PGE SWCNT- DPV_ EIS (Canavar vd. 2013}
CHIT
Mitomisin C PGE SWCNT- DPV_EIS (Canavar wd_, 2011)
PVE+

Temozolamid PGE - DPV, CV (Altay vd., 2013)

Bleomisin PGE - EIS

(Erdem wd., 2013)

Mitomisin C PGE IL-CHIT DPV, (Eksinwd., 2013)
EIS.CV
Mitomisin C PGE Grafen oksit DPV, EIS, (Erdem vd., 2012)
Mitomisin C PGE Sepivolit- DFV_ EIS, (Erdem wvd., 2012)
SWCNT
Cis-BAFDP PGE - DFV (Erdem wd, 2003b)

Referans elektrot: Voltametri, inert bir yardime1 elektrot, referans elektrot ve ¢alisma
elektrodu kullanarak gergeklestirilen bir analiz teknigidir.Teknikte, ¢alisma
elektrodunun 6zelliklerini veya lizerindeki degisiklikleri kolayca polarize ederek Olcer.
Referans elektrotlar, Voltametride kullanilan elektrokimyasal hiicrelerde potansiyel
Ol¢iimlerinin referans noktasini saglar. Bazi yaygim kullanilan referans elektrotlar

sunlardir:
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Ag/AgCl Elektrotu: Ag/AgCl elektrot, potansiyel Ol¢limlerinde glimiis ve giimiis
kloriir arasindaki elektrokimyasal dengeye dayanir. Ag/AgCl elektrot, istikrarli bir

referans potansiyeli sunar ve yaygin olarak kullanilir.

Doymus Kalomel Elektrotu (DKE): DKE, ¢ozeltideki kloriir iyonlariyla reaksiyona
girerek bir potansiyel denge olusturan kalomel (Hg>Clz) ve potasyum kloriir (KCI)
iceren bir sistemdir. DKE, genellikle elektrokimyasal ¢alismalarda referans elektrot

olarak kullanilir.

Standart Hidrojen Elektrotu (SHE): SHE, hidrojen gazinin 1 atmosfer basing ve 25 °C

sicaklikta elektrokimyasal dengeye wulastigi referans elektrottur. Hidrojenin
potansiyelini sifir kabul eder ve diger elektrotlarin potansiyelleriyle karsilastirma

yapilmasinda kullanilir. Ancak, pratik uygulamalarda kullanim1 daha zordur.

Bu referans elektrotlar, Voltametri ve diger elektrokimyasal tekniklerde potansiyel
Olclimlerinin giivenilirligini saglamak i¢in kullanilir. Her bir elektrotun avantajlari,
dezavantajlart ve uygun kullanim alanlar1 bulunmaktadir, bu nedenle analizin

gereksinimlerine gore en uygun referans elektrot segilmelidir.
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doygun KCI H. gaz p=1atm
fi + 1-2 daml: i:‘e?tznI =
/4?\# AgNO, cam tiip
=~ Hg. Hg,Cl.. i
f gy Pt siyahu ile
doygun KCI E_ kaplanmis Pt
#1 pastasi bulunan " < “ P elektrot
ic tip F Ve
g
doygun KCI 9 535
9 L (sulu, a=1)
b \ H.
” = : kabarciklar
) _ kati KCI
delik /Lﬁl/ E | %ee
= z 3 KClie
“— poroz disk i doygun
(a) '(‘b)_ . porbz tapa ©

Sekil 2.8 (a) Ag/AgCl, (b) DKE, (c) SHE

Yardimei_elektrot: Dogru, akim tasimak icin genellikle inert bir iletken malzeme olan
platin veya grafit yapili malzemeler kullanilmaktadir. Bu elektrota kars1 veya yardimci
elektrot olarak da bilinir. Kars1 inert elektrot (genellikle platin tel) i¢in aranan ana

Ozellikler sunlardir:
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1. Indikator elektrodun potansiyelini etkilememesi: Kars1 elektrot, ¢alisma
elektrodunun potansiyelini miimkiin oldugunca etkilememelidir, boylece 6l¢iimler
dogru bir sekilde yapilabilir.

2. Calisma elektrodu iizerinden gecen akimi etkilememesi: Karsi elektrot,
calisma elektrodu iizerinden gecen akimi miimkiin oldugunca etkilememelidir,
boylece elektrokimyasal tepkimelerin incelenmesi sirasinda 6l¢timler dogru sonuglar
verir.

3. Calisma elektrodu {iizerinde gergeklesen tepkimeleri etkilememesi: Karsi
elektrot, calisma elektrodu iizerinde gergeklesen elektrokimyasal tepkimeleri miimkiin
oldugunca etkilememelidir. Bu, dl¢timlerin spesifik tepkimelere odaklanmasini saglar.

4. Asirt gerilim gerektirmemesi: Karsi elektrot, asir1 bir gerilim gerektirmeden
elektrokimyasal reaksiyonlar1 desteklemelidir.

5. Akimi sinirlayicr bir etkisi olmamasi: Karsi elektrotun akimi sinirlayici bir
etkisi olmamalidir. Bu, calisma elektrodu iizerinden gecen akimin kontroliinii ve
6l¢timiin dogrulugunu saglar.

6. Yardimcr elektrodu ile indikator elektrot arasinda bir elektriksel alan
olugsmasint  saglamasi: Bu elektrokimyasal tepkimelerin istenen sekilde
gerceklesmesini saglar.

Sinir akim etkisinden kaginmak amaciyla, yardimei elektrodun yiizey alani ¢alisma
elektrodunkinden daha fazla olmalidir. Bu, akimin homojen bir sekilde dagilmasin

saglar ve elektrotlar arasindaki diren¢ farkini azaltir.

Sekil 2.9 Platin tel elektrot

2.2.5 Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS)
Modifikasyona tabi olmus elektrotlarin elektrokimyasal davraniglarini aragtirmak i¢in

kullanilan tekniklerden biridir. Temel elektrokimyasal calismalarin yani sira, EIS
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teknigi son yillarda modern elektrokimyasal immiinosensorlerde ve DNA
biyosensorlerinde  biyoafinite olaylarin1  arastirmak i¢cin  yaygin  olarak

kullanilmaktadir.

Elektrot ¢ozeltisi arayiiziinde elektrokimyasal degisimler meydana gelir. Elektrot
ylizeyindeki bu doniisiimler elektronik devre elemanlar1 ve deneysel empedans
spektrumlar1 agisindan modellenebilir. Sekil 2.10.a, Randles ve Ershler tarafindan
modellendigi sekliyle elektrot yiizeyinde meydana gelen olaylarin faydali bir devre
modelini gostermektedir. Bu modelde, elektrokimyasal ¢ift katmana ait direng (Cq),
¢ozeltiye ait direnci (Rs), elektron transfer direnci (Rp) ve elektrot-¢cozelti arayiiziinde

diflizyon nedeniyle olusan Warburg (W) devre elemam gibi parametreler yer alir

(Yang, 2018).
(a) 4 (b)

Rs |1

Diisiik ffekans

Yiiksekfrekans

R; w

Sekil 2.10 (a) EIS devre elemanlari, (b) Nyquist diyagrami
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Sekil 2.11 Empedans 6l¢iim ve karakterizasyonu i¢in akis diyagrami

Elektrot ¢ozeltisi arayiiziiniin empedans1 Ohm denklemi kullanilarak hesaplanabilir.

R jwR% C
Z(w) = R, + P T p i

_ =z + z" i=+v—1 2.1
1+ 0?R3 %) (1+ w?R2 C%) J (2.1)

EIS, diisiik genlikli siniizoidal frekanstaki potansiyelin elektrokimyasal Sl¢limiidiir.
Bu potansiyel hiicreye uygulanir ve ortaya ¢ikan akim olgiiliir. Nyquist diyagrami
ortaya ¢ikan faradayik empedans spektrumunu ifade eder (Sekil 2.10.b). Nyquist egrisi
elektrik yiikli ylizeyi ve elektron transfer reaksiyonunu gosterir. Egri, yiiksek
frekanslarda elektron transfer direncini temsil eden yarim daireden ve diisiik
frekanslarda ise liner bir boliim olusur. Bu diyagramlar elektron transfer kinetigini ve
difiizyona ait Ozellikleri gosterir. Elektron transferi ¢ok hizli oldugunda, 6rnegin,
empedans spektrumu sadece dogrusal bir kistmdan olusur Yarim daire ve dogrusal
kisim, elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) deneylerinde siklikla gdzlenen

bir impedance seklidir.
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Yarim daire, elektrokimyasal sistemdeki elektron transfer hizimin diisiik oldugu
durumlarda ortaya ¢ikar. Bu yarimdaire, Nyquist plotunda (gercek kisimi Z' ekseni,
sanal kistmi Z" ekseni) goriilen bir kisimdir. Yarimdairenin ¢api, elektrokimyasal
sistemdeki elektron transfer direncini (Rp) temsil eder. Elektron transfer hiz1 azaldik¢a
yarimdairenin c¢ap1 artar.Dogrusal kisim ise yliksek frekanslarda gozlenen bir
boliimdiir. Bu bolim, elektrokimyasal sistemdeki elektrolit ¢ozeltisi direncini (Rs)
temsil eder. Yiiksek frekanslarda, elektrot-¢ozelti arayiiziinde diflizyon etkileri ihmal
edilebilir ve impedans, elektrolit ¢ozeltisi direncine bagli olarak dogrusal bir sekilde
artar. Bu tekniklerin performansi c¢aligma elektrodunun fiziksel ve kimyasal
ozellikleriyle iliskilidir. Indikatér elektrodu yiiksek bir sinyal-giiriiltii oranina sahip
olmali ve Voltametrik ol¢timlerde tekrarlanabilir yanit saglamalidir. Ayrica, ¢alisma
elektrodu secilirken potansiyel ¢alisma aralifi, elektrik iletkenligi, yiizey
tekrarlanabilirligi, maliyet ve toksisite gibi 6zellikler de goz 6niinde bulundurulmalidir

(Wang, 2006).

2.2.6 UV-Goriiniir Bolge Spektroskopisi (UV-Vis.)

Organik maddelerin ultraviyole (200-400 nm) ve goriiniir (400-800 nm) 1sikla
etkilesimini incelemek icin kullanilan bir yontemdir (Yang, 2018). Organik
bilesiklerin fonksiyonel gruplari, belirli dalga boylarinda karakteristik absorbans
sergileyerek spesifik elektronik gecislere sahiptir. Bu 6zellik, numunelerin kalitatif
analizi i¢in kullanmighdir. Ayrica, kimyasal yapiya bagli olarak elektronik gecislerin
farklilik gOsterebilecegi ve baz1 fonksiyonel gruplarin birden fazla gecis
sergileyebilecegi unutulmamalidir (Yang, 2018).
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Sekil 2.12 Absorpsiyon pikindeki olas1 kaymalar

Benesi-Hildebrand denklemi, DNA ile ilag etkilesiminin miktarin1 gdsteren baglanma
sabiti (K) degerini hesaplamak i¢in kullanilabilir.

AO &g &g 1

= 2.2
A—AO £H_6+£H_G_£GxK[DNA] ( )

K = Baglanma/birlesme sabiti

Ao = Ilacin absorbans:

A = DNA-ila¢ kompleksinin absorbansi

€6 (€,) = Ilacin absorpsiyon katsayisi

&n.6 (&) = DNA-1la¢c kompleksinin absorpsiyon katsayisi
DNA-ilag kompleksinin baglanma sabitini (K) hesaplamak i¢in, DNA
konsantrasyonunun artan absorbans degerleriyle iligkisini kullaniriz. Ao / (A-Ay) ile 1
/ [DNA] arasindaki degerler ¢izilir. y eksenini kestigi nokta, €c / (€n-6-€c) degerini
temsil ederken, egim ise [Eg / (€n.6-Eg)] / K ifadesini verir (Rahman vd., 2017). Bu

baglanma sabiti (K) degeri, DNA ile ilag arasindaki etkilesim miktarin1 gosteren

Benesi-Hildebrand denklemi kullanilarak hesaplanabilir.

29



2.2.7 Taramal elektron mikroskobu (SEM)

Numunelerin yiizey morfolojisiyle ilgili bilgi saglamak amaciyla, bu teknik optik
mikroskopla karsilastirildiginda daha yiiksek ¢oziiniirliik ve 6l¢ek sunar (Yang, 2018).
SEM, cok bilesenli malzemelerin yapilarini analiz etmek ve faz morfolojilerini
gozlemlemek icin sik¢a kullanilir. SEM, dort boliimden olusur. Yiiksek enerjili
elektron 1s1n1, elektron tabancasi tarafindan tiretilir ve genellikle iki veya {ig¢
elektromanyetik mercekten gecerek numune yiizeyine odaklanir. Tarama sistemi,
elektron 1$1min1 numune ylizeyini adim adim tarayarak hareket ettirir. Bu siirecte geri
sacilan elektronlar (BSE) ve ikincil elektronlar (SE) iiretilir. Bu iiretilen elektronlar
dedektorlere yonlendirilir ve sinyal olarak iletilmeden Once detektorler tarafindan
algilanir. (Sekil 2.13). Elektron demetinin ¢apt SEM goriintiisiinlin ¢6ziiniirligiini
etkiler. Yiizey morfolojisi SE kontrast: ile baglantilidir. Ornekleme hacmindeki atom
numarast, BSE kontrasti, SE numunenin yiizey morfolojisi, BSE ise ylizeyin bilesimini
gostermektedir. SEM biiyiitme ise, taranan numune aralifina gore ekran boyutunun
orani olarak tanimlanir. Taranan aralik kiiclildiikce biiyilitme artar. Alan Emisyon
Taramal1 Elektron Mikroskobunun (FESEM) ¢oziintirliigli 1 nm kadar yiiksek olabilir
(Yang, 2018).
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Sekil 2.13 Taramali elektron mikroskobunun sematik gériiniim




2.2.8 Enerji Dagilim X- 151m1 Spektroskopisi (EDX)

EDX, kimyasal olarak analiz ve karakterizasyon i¢in popiiler bir yontemdir (Scimeca
vd., 2018). Numune tarafindan yayilan karakteristik X-1sinlar1 parmak izi gorevi goriir
ve numuneler i¢in numune profili ve dagilimi (elementel / kimyasal haritalama) gibi

elementel bilgilerin yani sira yari nicel ve nicel veriler saglar.

2.3. Biyosensorler

Biyosensorleri, g¢esitli analitlerin kantitatif tayini i¢in bir biyolojik tan1 molekiilii
(biyoelement) ile bir fizikokimyasal doniistiiriiciiyii (transdiiser) birlestiren cihazlar
olarak tanimlamaktadir. Bu biyosensdrler, biyoelementlerin yardimiyla kimyasal veya
fiziksel bir sinyallere doniistiirerek Ol¢tim yapar. Transdiiser, biyosensoriin tanima
sisteminden gelen bilgileri 6l¢iilebilir bir sinyale doniistiiren bir diger bilesenidir. Bir
biyosensoriin doniistiiriiciisii dedektor, sensor veya elektrot olarak da bilinir (Thévenot
vd., 2001). Biyosensorlerin birincil islevi, bir numunedeki analit konsantrasyonuyla
orantili bir elektrik sinyali iiretmektir. Bir biyosensoriin ¢alisma prensibi soyledir:
algilamadan sorumlu biyoreseptor analitle etkilesiminden sonra bir tanima olay1
meydana gelir. Doniistiiriici bu tanima olaymi 6lgiilebilir bir elektronik sinyale
doniistiiriir. Afinite sensorleri, bir biyo-element bir analite baglandiginda ancak
herhangi bir kimyasal doniisiim gerg¢eklesmediginde kullanilir. Katalitik sensorler, bir
etkilesim sonucunda kimyasal bir degisim meydana geldiginde kullanilir. Sekil 2.14'te

biyosensoriin ¢alisma elemanlar1 gosterilmektedir (Karunakaran vd., 2015).

SINYAL
OLUSUMU

BIYOALGILAMA

PRENSIBI
OLCUM
DONUSTURUCU

Sekil 2.14 Biyosensore ait bilegenler ve calisma prensibi
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2.3.1 Biyosensor bilesenleri ve fonksiyonlari

Biyosensorlerin 6zgilinliik mekanizmasi onlar1 smiflandirmak i¢in kullanilabilir.
Biyosensorlerin  biyolojik bilesenleri katalitik veya katalitik olmayan olarak
siniflandirilir. Enzimler, mikroorganizmalar ve dokular katalitik biyolojik bilesenlere
ornek teskil ederken, antikorlar, reseptorler ve niikleik asitler katalitik olmayan
biyolojik bilesenlere (DNA, RNA) ornek teskil etmektedir. Biyosensorler ayrica
elektrokimyasal, optik, kolorimetrik ve piezoelektrik doniistiiriictileri igeren analitleri
belirlemek i¢in kullanilan doniistiiriiciilere gore genis bir sekilde siniflandirilir. Sekil
2.15 biyosensorlerin tespit edebildigi analitleri, kullanilan biyo-bilesenleri ve

dontstiiriiciileri 6zetlemektedir.

Elektrot Yiizeyi
oy
- . | Elektroaktif Elektrokimyasal
-J,'f- . .T'] madde Amperometrik
: Potansiyometrik
* » i 1"'] pH degisimi  J Kondiktometrik
Py
e ]IEI 3 Termometrik
- organizma 1‘]
— *) Hiicre 1-] Tk Optik
- | [Ratle == Piezoelektrik
b DNA L e
- ' 1-] degisimi

Sekil 2.15 Biyosensorlerde kullanilan bilesenler,doniistiiriiciiler ve tayin edilebilen analitler

Biyosensorler tipik olarak doniistiiriicii tiplerine gore siiflandirilir. Sekil 2.16° da
biyosensorlerin biyoelement veya donistiiriicii sekline goére siniflandirilmasi

gosterilmektedir.

32



Rivoclkementler

Elektrokimyasal

— Amperometrik

Potansivometrik

Kitle temelli

Prcaoelekink

11
Iy |

DA Magneio-

clistik

— Konditktometrik

__ Impedimetrik

Sekil 2.16 Biyosensorlerin biyoreseptdr tiirlerine gore siniflandirilmalart

Biyolojik tanima elemanlari olarak da bilinen biyo-bilesenler, biyosensdrler i¢in ¢ok
onem arz eden bilesenlerdir (Eggins, 2008). Biyoeleman, sensoriin tanima sistemine
katilip ilgili maddeye dogru yonlendirilir. Sensor ylizeyinde bulundugu igin analitin
baglanmasindan sorumludur. Biyoelementler bes tipte simiflandirilir: enzimler,
antikorlar/antijenler, niikleik asitler/DNA, hiicreler ve biyomimetik elementler.
Transdiiserler, biyolojik tanima sinyallerini okunabilen elektrik sinyallerine doniistiiren
biyosensor bilesenleridir. Bu transdiiserler, farkli fiziksel prensiplere dayanan gesitli
tiplerde olabilir. Elektrokimyasal, optik, kalorimetrik, kiitle degisimi ve manyetik sinyaller
gibi  cesitli  transdiiserler  kullanilarak  biyolojik  tanmima  sinyalleri  tespit
edilebilir.Elektrokimyasal transdiiserler, potansiyometri, kondiiktometri, impedimetri,
amperometri, Voltametri gibi elektrokimyasal prensipleri kullanarak biyolojik tanima
sinyallerini elektrik sinyallerine dontistiiriir. Optik transdiiserler, kolorimetri, florimetri,
liminesans, interferometri gibi optik prensipleri kullanarak sinyalleri algilar. Kalorimetrik
transdiiserler termistorleri kullanirken, kiitle degisimi transdiiserleri piezoelektrik veya
akustik dalga prensiplerini temel alir. Manyetik transdiiserler ise manyetik sinyalleri tespit
etmek i¢in kullanilir.Biyosensorlerde kullanmilmak {izere bircok yeni transdiiser
gelistirilmektedir, ancak elektrokimyasal transdiiserler hala yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu durum, elektrokimyasal transdiiserlerin kullanim kolayligi, tagmabilirligi ve diisiik
maliyeti nedeniyledir. Ozellikle hasta bas1 testlerinde, elektrokimyasal biyosensérler hizl

ve giivenilir sonuglar elde etmek i¢in tercih edilen bir segcenektir (Eggins, 2008).
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2.3.2 Biyosensor ozellik

Segicilik: Biyosensor analiz edilecek maddenin yani sira numuneyle etkilesime
girebilecek diger maddeleri kesin ve dogru bir sekilde ayirt edebilme yetenegini ifade
eden bir Ozelliktir. Biyosensor, sadece hedefin konsantrasyonundaki degisimlere
hassas bir sekilde yanit vermelidir ve diger tiirlerden kaynaklanan girisimden
etkilerinir. Biyosensor ¢calismalarinda, biyolojik ortamlarda var olan diger maddelerin
potansiyel girisim etkilerini tespit etmek Onemlidir. Bu, biyosensoriin seciciligini
degerlendirmek ve analiz sonuglarinin dogrulugunu, hassasiyetini ve dogrusalligini
gostermek icin yapilir. Yiiksek secicilik, hedef analiti diger maddelerden
ayristirabilme yetenegini ifade eder. Bu, biyosensoriin analit molekiilleri ile diger
bilesikler arasinda spesifik ve secici etkilesimler kurabilme kabiliyetine baglidir.
Biyosensorlerde yiiksek secicilik, giivenilir analiz sonuglar1 elde etmek ve arka plan
girisiminden kaynaklanan hatalar1 en aza indirmek i¢in 6nemlidir. Bu, biyosensdrlerin
uygulama alanlarinda etkinliklerini artirir ve analitlerin kesin, giivenilir ve spesifik
Olciilmesini saglar.

Duyarlilik: Elde edilen kalibrasyon egrisinin egimi, biyosensdr yanitinin analit
konsantrasyonu degisimiyle dogrusalligi olarak ifade edilen hassasiyeti hesaplamak
i¢in kullanilir. Bir biyosensorde yiiksek hassasiyet ideal olacaktir.

Kararlilik; ideal biyosensorlerin en &nemli &zelliklerinden biri yiiksek elektrot
kararliligidir. Kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayaniklilig1 kararlilig1 belirler.
Yiiksek stabilite sayesinde, ayn1 biyosensdrle birden fazla analiz gerceklestirilebilir ve
bu da maliyetleri diisiiriir.

Tekrarlanabilirlik: Ayni1 kosullar altinda yapilan ardisik Ol¢iimlerin sonuglarinin
hassasiyetini ifade eder. Bu, ayn1 numune veya analit lizerinde yapilan birden fazla
Ol¢iimiin tutarl1 sonuglar vermesi gerektigi anlamina gelir. Tekrarlanabilirlik
caligmalari, bir biyosensoriin 6l¢iim sonuglarinin ne kadar tutarli oldugunu
degerlendirmek i¢in yapilir. Bu ¢alismalar genellikle ayni numune veya analit lizerinde
yapilan birden fazla 6l¢limii icerir ve elde edilen sonuglarin istatistiksel analizine
dayanir. Olgiim sonuglarmin yiizde bagil standart sapmasi (BSS) gibi istatistiksel
parametreler kullanilarak tekrarlanabilirlik degerlendirilir.Yiiksek tekrarlanabilirlik,
bir biyosensoriin ayn1 kosullar altinda tekrar tekrar 6l¢tim yaparak istikrarli sonuglar
verdigini gosterir. Bu, analiz siirekliligini saglamak, 6l¢tim sonuglari arasinda tutarlilik

saglamak ve analit konsantrasyonunu giivenilir bir sekilde belirlemek i¢in 6nemlidir.
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Tekrar iretilebilirlik: ayni1 sekilde hazirlanan farkli elektrotlarin uyumlulugunu
gosteren ve Ol¢lim sonuglarinin hassasiyetini degerlendiren bir parametredir. Bu
parametre, ayni elektrot liretim yontemi ve kosullar1 kullanilarak farkli elektrotlarin
ayni1 analizi yapabilme yetenegini ifade eder.

Kullannm 6mrii: Hazirlanan biyosensoriin ¢alisma siiresi boyunca performansini
koruyabilme yetenegini ifade eder. Cok sayida dl¢iim ve sik dl¢limlerin her ikisi de
daha kisa bir kullanim émriine katkida bulunur. Biyomolekiil aktivitesini korumak i¢in
biyosensorler buzdolabinda saklanmalidir.

Hizl1 yanit siiresi: Yanit siiresi, kararli durum akimlariin yiizde 90-95'ine ulasmak
icin gecen zaman olarak tanimlanir. Biyosensorde drnege karst hizli bir yanit aranir
Dogrusal ¢alisma araligi: lyi bir sensor, genis bir dogrusal ¢alisma araligina sahip
olmalidir. Bu, biyosensdriin diisiik konsantrasyonlardan yiiksek konsantrasyonlara
kadar genis bir analit konsantrasyon araliginda dogrusal bir yanit gosterebilmesi
anlamina gelir. Dogrusal bir c¢alisma aralifi, analit konsantrasyonundaki
degisikliklerin dogru bir sekilde olgiilebilecegi ve analit konsantrasyonu ile 6lgiim
degerleri arasinda dogrusal bir iliski oldugunu gosterir.

LOD ve LOQ: Substrat konsantrasyonuna karst akim farklar ¢izilerek bir dogrusal
grafige ulagilir. Teshis limiti, analiz edilen numunenin gozlendigi ancak kantitatif
limitlere girmedigi en diisiik konsantrasyondur. Asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanir:
s
LOD = 3x— (2.3)
m

Standart sapma (s), m ise kalibrasyon egrisinin egim degeridir. Kalibrasyon egrisinin
analitin kabul edilebilir hassasiyet ve dogrulukla o6lciilebildigi en diisiik
konsantrasyonunu olusturan konsantrasyon alt tayin siniridir. Hesaplama deneylerinde

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanir:
s
LOQ =10x— 2.4
Q= 10x— 24

Standart sapma (s), ve m, ise dogrusal grafigin egim degeridir (Thévenot vd., 2001).
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2.4 DNA Tlac Etkilesimleri

2.4.1 DNA

DNA, canli organizmalarin yapisinda bulunan ve genetik bilginin depolandig,
nesilden nesile aktarilmasini saglayan bir niikleik asittir. Niikleotidler, niikleik asitlerin
yap1 taslarini olusturur. Bu niikleotidler, iki uzun polimerin ester baglariyla birbirine

baglanmis sekeri, fosfatt ve baz gruplarim1 igeren omurgayr olusturur.

NH

L
'

L)

5 ,
. ~
N O

B Timin

4C 0
o-
H=N o
Sekil 2.17 DNA, RNA ve pirimidin ve piirin bazlari

DNA'da sitozin, adenin, guanin ve timin bazlar1 bulunmaktadir. Niikleik asit adin1 5

karbonlu pentoz sekerinden alir. RNA riboz igerirken, DNA deoksiriboz igerir.

Bir niikleozit, pentoz sekeri ve pirimidin veya piirin bazi i¢eren bir molekiile bir fosfat
grubunun baglanmasiyla olusan kimyasal bir birimdir. Bir niikleotid, bir niikleozide

bir fosfat grubunun baglanmasiyla olusur.
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Riboz

5/
HOCH2 O OH

[\|3 /C1

C)H H

Deoksiriboz

Sekil 2.18 RNA ve DNA’daki 2-deoksiriboz ve ribozun kimyasal yapilari

WatsonCrick modelinin 6zellikleri;

1. Uzun iki polintikleotid zincirinden olusturur.

2.1ki zincir paralel degildir. Yani, C5' ucundan C3' ucuna kadar iki zincirin

yonleri zittir.

3.Bu zincirlerin tabanlar diizlemseldir.
4.Hidrojen baglar1 bazlar1 birbirine baglar.
5.DNA ekseninde, genis ve daha dar oluklar vardir.

7. DNA’nin ¢ap1 2 nm'dir.

2.4.2 ila¢c DNA etKilesimi ve 6nemi

DNA canli organizmalarin yagsaminda énemli bir rol oynar. Bundan dolay1 antiviral,

antikanser ve antibiyotik ilaglar i¢in arastirmalar i¢in 6nemli hale gelmistir (Sirajuddin

vd., 2013).
Niikleozit Niikleotit
]
H C H
C C
H/ \N/ \O -
HoclH2 o C|H2
C can C
N N
- -
OH OH OH H
Uridin Deoksiadenilik asit

Sekil 2.19 DNA, RNA’nin niikleotid ve niikleozidlerinin yapilar1
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Sekil 2.20 DNA ¢ift sarmali ve sematik goriintimii

DNA'ya baglanan kii¢iik molekiillerin incelenmesi son yillarda 6nem kazanmistir.
Ayrica, ilag-DNA etkilesimlerinin anlasilmasi, daha giiclii ve secici olan yeni DNA

hedefli ilaclarin gelistirilmesine yardimci olacagi i¢in 6nemlidir (Temerk vd., 2016).

2.4.3 fla¢ DNA etkilesim tiirleri

Elektrokimyasal olarak DNA biyosensorleri, dizi algilama, oncelikle etiketli veya
etiketsiz teknikler kullanilarak tek sarmalli DNA'nin (ssDNA) veya ¢ift sarmalli
DNA'in (dsDNA) elektrokimyasal davranisinin incelenmesiyle gerceklestirilir. Bir
dontistiiriicii ve bir prob dizisi, diziye 6zgii DNA biyosensorlerinin bilesenleridir
(Wang vd., 1998). Hibridizasyonu belirlemek icin dort temel yaklasim
kullanilmaktadir:

1. Isaretleyici olarak segici olarak ssDNA veya dsDNA'ya baglanan bir
molekiiliin indirgenme/yliikseltgenme pik akimindaki degisimin incelenmesi.

2. Guanin veya adenin gibi elektroaktif bazlarin yiikseltgenme/indirgenme

sinyallerindeki degisimin incelenmesi.
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3. Enzim etiketli bir probun kullanimryla hibridizasyon sonrasinda substratin
elektrokimyasal sinyali izlenebilir.

4. Nanopartikiil isaretli probun elektrokimyasal sinyalleri, hedef dizinin
varligin1 veya yoklugunu belirlemek i¢in bir gosterge olarak kullanilabilir (Kerman

vd., 2003).

Indikatérle DNA dizisi algilama yontemleri

Bu prosediirde, DNA interkalasyonunu saglayan ilaclar veya DNA bazlariyla
etkilesebilen elektroaktif bilesenler kullanilir.Bu maddeler, (Erdem vd., 1999)
tarafindan ¢alismalarda kullanilmistir. Elektrokimyasal yanit, prob ve hedef dizinin
hibridizasyonuyla olusan hibridin, etkilesime giren indikatoriin artan veya azalan

sinyalidir.

(D) Interkalatér ile DNA dizi algilanmast:
Interkalasyon, maddenin iki DNA zinciri arasinda yer almasidir. Bu durumda, madde
ile dsDNA'nin etkilesimi sonucunda elde edilen sinyal, tek iplikli DNA'da elde
edilenden daha yiiksektir (Sekil 2.21) (Cai vd., 1997).

Tek sarmal DNA . ‘
ATGCATAT “' ATGCATAT
ELEKTROT I:> | ELEKTROTl l_: >
= 1 ] 1 | |
i.nte.rl.calati:ir Potansiyel (V)
l'“:r;,:hz-a- s:\.?ln Elektrokimyasal
ift sarmal DNA — .ator.'u = vamt
G etkilesim )
frrrrrii '!‘llxcl:cl;‘l'lll
ATGCATAT [ Al TicicialTiAlT

| ELEKTROT | ELEKTROT
] L} L] L}

Potansiyel (V)

Sekil 2.21 Interkale olmus bilesen ile DNA dizisi
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(IT) DNA bazlariyla indikator ile algilama yontemi:
Maddenin DNA'nin elektroaktif olan guanin bazi ile etkilesime girerse, Sekil 2.22'de

gosterildigi gibi guanin bazi ile etkilesim daha serbest oldugu igin sinyal tek sarmalli

DNA'da ¢ift sarmalli DNA'dan yiiksek olacaktir (Millan ve Mikkelsen., 1993).

Tek sarmal DNA
GTGCAGAT GTGCAGAT

ELektROoT| > [pLEkTROT| [

DNA bazlanyla etkilesen
bir hibridizasyon

PR e i Elektrokimyasal
indikatérii ile etkilesim z T T T 1
Cift sarmal DNA yamt Potansiyel (V)
e rrrrrrrl
crgSIGIA cAESTSETIA
GTGCAGAT GTGCAGAT

ELEKTROT ELEKTROT ——

Potansiyel (V)

Sekil 2.22 Guanin baziyla indikale olmus DNA dizi algilanmasi

Indikatdrsiiz yapilan DNA dizi algilama yontemleri:

Hedef dizi ile hibridizasyondan sonra, elektrot yiizeyine immobilize edilmis tek
iplikli prob dizisinin guanin sinyalleri azalir ve bu azalma hibridizasyon tespit sinyali

olarak kullanilir (Sekil 2.24) (Erdem vd., 2005).

Tek sarmal DNA
GTGCAGAT

ELEKTROT I:>

Elektrokimyasal 0_'75 : ' l.'40

ift 1 DNA -
Uihanm - Potansivel (V)

1S9 O

gASeTETA
GTGCAGAT
‘ELEKTROTl q

Potansivel (\')
Sekil 2 23 indikatér olmadan DNA dizi algilama ydntemi
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2.4.4 Ila¢/DNA etkilesiminin voltametrik yontemlerle incelenmesi

flagc DNA etkilesimlerinin spektroskopik calismalarina alternatif yontemler
gelistirlmesi  gerekmektedir. FElektrokimyasal teknikler, ilag DNA etkilesim
mekanizmasini agiklamak i¢in de kullanilabilir. Bu mekanizmanin kesfi, yeni

antikanser ilaglarin gelistirilmesine yonelik kritik bir adimdir (Temerk vd., 2016).

elektrostatik
etkilesim

minor oluk

oluga baglanma

Sekil 2 24 DNA’da kovalent olmayan baglanma ¢esitleri.

Elektrokimyasal teknikler kullanilarak antikanser ilaglarin DNA ile etkilesimi {izerine

yapilan ¢alismalar son yillarda ilgi gérmeye baslamistir. Bu yontemlerle ilag-DNA
etkilesimini incelemek i¢in genellikle antikanser ilacin DNA varliginda ve yoklugunda
elektrokimyasal davranis1 kullanilir. Eger kullanilan antikanser ilag elektroaktif ise bu
etkilesim ilag sinyalizasyonu kullanilarak caligilabilir. Eger kullanilan ilag elektroaktif
degilse etkilesim i¢in uygun kosullar saglandiginda elektroaktif olan DNA {iizerindeki
Adenin veya Guanin bazlar1 kullanilarak g¢aligilabilir (Aydodu vd., 2014; Rauf vd.,
2005).

Antikanser ilaglarin DNA ile etkilesimini arastirmak i¢in farkli ¢alisma elektrotlar
kullanilabilir. Bu elektrotlar sunlari igerebilir: CPE (Wang vd., 1998; Bayraktepe vd.,
2016), damlayan civa elektrot (Gherghi vd., 2003), Au (Mehdinia vd., 2009), PGE
(Eksin vd., 2013) ve GCE (Nawaz vd., 2006; Aydogdu vd., 2014). Arastirmalar tipik
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olarak DNA-ilag etkilesimlerini incelemek i¢in ii¢lil bir sistem olan ¢alisma elektrodu,
referans elektrot ve yardimci elektrot kullanmis ve bu amagla c¢esitli voltametrik

yontemlere bagvurmustur.

DNA’nin elektrot yiizeyine immobilizasyonu:

DNA biyosensorlerinin elektrokimyasal tasariminda, DNA'nin elektrot yiizeyine
baglanma islemi son derece 6nemlidir. Bu adimin basariyla gergeklestirilmesi, prob
dizisinin yiizeye kolayca ve giivenli bir sekilde baglanmasini saglar. Bu sayede, hedef
dizinin elektrot yiizeyi ile etkilesimi daha verimli hale gelir ve olusan hibrit yapinin
dis etkenler tarafindan yilizeyden ayrilmasi gibi olumsuz etkiler Onlenebilir.
Immobilizasyon ydntemleri arasinda adsorpsiyon, yakalama, kovalent baglanma ve
biyotin-avidin etkilesimi gibi farkli yaklasimlar vardir. Her bir yontem, DNA'in
elektrot yiizeyine baglanmasini saglamak icin farkli prensipler kullanir ve 6zelliklerine

gore tercih edilebilir.

Adsorpsiyon:

DNA'y1 elektrota immobilize etmek i¢in en temel yontem DNA problarinin elektrot
yiizeyine rastgele ve birden fazla noktada baglanmasidir. Bu yontem, bir kimyasal
veya DNA dizisi modifikasyonuna ihtiyag duyulmaz. DNA problari, elektrota
dogrudan adsorbe edilerek immobilizasyon saglanir. Bu sayede DNA, elektrot
tizerinde istenen noktalarda tutulmus olur ve ilgili analiz veya reaksiyonlar igin
kullanilabilir hale gelir (Pividori vd., 2000).

(I) Fiziksel adsorpsiyon:

DNA sensorti, bir elektrotun DNA barindiran bir elektrolite batirilmasiyla ve belirli
zaman boyunca orada tutulmasiyla gerceklesir. Bu siiregte elektrot, DNA
molekiillerini  yiizeyine baglamak i¢in kullanmilir. Farkli elektrot tiirleri,
immobilizasyon igin kullanilabilir. Ornegin, karbon elektrotlar, iletken polimerler,
altin elektrotlar ve civa elektrotlar, DNA'nin immobilize edilmesi i¢in yaygin olarak
kullanilan elektrot tiirleridir. Bu elektrotlar DNA molekiillerini tutma yetenekleri ve
elektrokimyasal 6zellikleri nedeniyle DNA biyosensdrlerinde siklikla tercih edilen

seceneklerdir (Pividori vd., 2000).

(Il) Elektrokimyasal Adsorpsiyon:
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Elektrota potansiyel uygulandiginda, negatif yliklii DNA molekiilleri, yiizeyde olusan
pozitif yiiklerle elektrostatik olarak etkilesime girer. Elektrot yilizeyindeki pozitif
yiikler, DNA molekiillerini ¢ekerek immobilizasyonunu saglar. Bu elektrostatik
etkilesim, DNA'nin elektrot {izerinde istenen konumda ve diizglin bir sekilde

tutulmasini saglayarak biyosensor uygulamalarinda énemli bir adimdir.

Tutuklama:
Prob dizisi ve monomer ayni hiicreye yerlestirilir ve polimerizasyon alternatif

Voltametri kullanilarak izlenirken prob DNA's1 polimerik matriks i¢inde tutulur.

Kovalent baglama:

Kovalent baglar, problar1 elektrot yiizeyine baglamak i¢in kullanilir ve bu nedenle
problar1 yiizeyden ¢ikarmak diger yontemlere gore daha zor olabilir. Elektrot se¢imi
genellikle altin ve karbon elektrotlar arasinda yapilir. Altin elektrotlar tercih
ediliyorsa, yiizey baslangicta 3-merkaptopropiyonik asit veya L-sistein gibi
bilesenlerle modifiye edilerek tiyol gruplart olusturulur. Sonrasinda ise N-
hidroksistiksinimid (NHS) ve etil karbodimid (EDC) gibi kovalent ajanlar kullanilarak
NH; fonksiyonel grubu probun yiizeyine sikica baglanir (Erdem ve Ozsoz, 2001).

Avidin-biyotin etkilesimiyle prob immobilizasyonu:

DNA biyosensorlerinde, avidin-biyotin etkilesimler siklikla kullanilir. Biotin, avidin
baglanma afinitesine sahip kiiclik bir molekiildiir. Asir1 pH, sicaklik ve organik
¢oziiclilerin lizerinde higbir etkisi yoktur (Pividori vd., 2000). Bu prosediirde ilk olarak
elektrota avidin damlatilir. Ornek daha sonra biyotinle isaretlenmis bir prob ¢dzeltisine
daldirilarak immobilize edilir. Bu yontem elektrot yiizeyinde spesifik olmayan
baglanmay1 artirma dezavantajina sahiptir. DNA, belirli bir yontem kullanilarak

elektrot yiizeyine baglanir (Sekil 2.25).

DNA'nin hedef molekiille etkilesime girdigi diisiiniilen ¢ozeltiye eklenir. Elektroaktif
Adenin ve Guanin bazlarmmin DNA {izerindeki oksidasyonu elektrot ylizeyinde
gerceklesir. Eger cozeltideki bir molekiil DNA ile etkilesime girerse, DNA'nin
elektrota tutunmasindan kaynaklanan akimpotansiyel sinyali veya ¢ozeltideki ilacin
akimpotansiyel sinyali azalir. Bu sayede etkilesim mekanizmasi ve DNA-ilag
baglanma sabiti gibi degiskenler hesaplanabilir (Tajik vd., 2015).
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DNA ELEKTROT YUZEYINE IMMOBILIZASYON YONTEMLERI

Kovalent Baglanma Adsorpsiyon  Tutuklanma  Avidin-Biyotin
Etkilegimi ile Prob

immobilizasyonu
Elektrokimyasal Fiziksel
Adsorpsiyon Adsorpsiyon

Sekil 2.25 DNA elektrot yiizeyine baglanma yontemleri

[lacin elektrota modifikasyonuyla incelenmesi:

Ilacin elektrota modifiye edilerek sinyallerin okunmasi saglanir. Bu ydntemde, ilag
molekiilleri elektrot lizerindeki baglanti noktalar1 araciligiyla immobilize edilir ve
DNA igeren bir ¢ozeltiye daldirilir. ilag molekiilleri, bu ¢dzelti igerisindeki DNA ile
etkilesime girer. Bu etkilesim sonucunda ortaya ¢ikan sinyaller, ilagla modifiye
edilmis elektrot lizerinde algilanir ve yeniden degerlendirilir. Bu yontem, ilaglarin
DNA ile etkilesim mekanizmalarinin incelenmesi ve ilaglarin etkinliklerinin

degerlendirilmesi agisindan 6nemli bir aragtirma araci olarak kullanilmaktadir.

flag/DNA etkilesiminin ¢ozelti ortaminda incelenmesi:

Cozeltide i1lag/DNA etkilesimini incelemek i¢in, hem DNA hem de ila¢ molekiilleri
ayni ¢ozeltiye eklenir. Belirli bir etkilesim siiresi boyunca bu ¢6zeltide bulunurlar.
Etkilesim siiresi sonunda, ilag-DNA kompleksinin voltametrik sinyali Ol¢iiliir. Bu
sinyal, onceden kaydedilmis DNA veya ila¢ sinyaliyle karsilastirilir ve ilgili
hesaplamalar yapilir.Bu yontem, ilaglarin DNA ile etkilesiminin incelenmesi i¢in
kullanilan bir yontemdir. Etkilesim siiresi ve sinyal 6l¢timleri, ilag-DNA kompleksinin
olusumunu ve stabilitesini degerlendirmek i¢in Onemlidir. Karsilastirmali olarak
oOl¢iilen sinyaller, ilag ve DNA arasindaki etkilesimin niteligi hakkinda bilgi saglar. Bu
bilgiler, ila¢ tasarimi ve etkinligi lizerindeki etkilerin anlagilmasina yardimci olur
(Baytak vd., 2017).

[lag/DNA etkilesime girdiginde, verilen denkleme dayanarak bir kompleks
olusturduklar1 diistiniilmektedir;

[DNA] + m[ilag] & [DNA — m[ilag] (2.5)
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Bu kompleksin olusum sabiti (K) ise;

_ [DNA —m(ilag)]
~ [DNA][ilag]™

(2.6)

Sekilde gosterilmistir. K sabiti bu baglamda DNA ve ilag arasindaki baglanma sabiti
olarak adlandirilir. DNA-ilag etkilesimi c¢alismalarinda yukarida bahsedilen
yontemlerden herhangi biri kullanilarak ilacin veya DNA'nin konsantrasyonu sabit
tutulurken diger tiiriin konsantrasyonu degistirilir. Degisen akim sinyalleri kullanilarak
ve sabit tiir konak molekiil, konsantrasyonu degisen ise misafir molekiil olarak

tanimlanarak baglanma sabiti K denklem 2.7 kullanilarak hesaplanabilir.

lo( 1 ) logK + 1o (lE—M) (2.7)
8 [DNA] g 8 ig— gy '

Bu denkleme gore, ilk basta okunan sinyal ve artan DNA’ya veya ila¢ derisim

log ( e M) degeri log ( DNA] ) degerine karsilik grafige aktarilir. Olugan grafigin y

eksenini kestigi noktadan faydalanilarak K baglanma sabiti bulunur (Sirajuddin vd.,
2013).
Baglanma sabiti K'nin hesaplanmasm takiben, Standart Gibbs serbest enerjisi (G).
Denklem 2.8°de, hesaplanan baglanma sabitini kullanarak G”1 hesaplamak igin
kullanilabilir. Negatif bir degerler, ilag/DNA etkilesimin kendiliginden gerceklestigini
gosterir (Temerk vd., 2016).

AG® = —RTInK (2.8)

flag-DNA etkilesimlerinin UV-Vis. ile incelenmesi

UV-Vis. Spektroskopi, kiiciik molekiillerin DNA ile etkilesimini incelemek i¢in en
yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontemde UV-Vis spektrumundaki
degisimler kullanilir. Absorpsiyon bantlarindaki degisiklikler degerlendirilir. Bu
modifikasyonlar hipsokromik, batokromik hiperkromik veya hipokromik etkiler
olarak siniflandirilir. Interkalasyon, DNA'nin baz ciftleri arasina kiigiik molekiiliin
istiflenme etkilesimi oldugundan, DNA'ya baglanan molekiiliin absorpsiyon
bantlarinda hipokromizm ve batokromizm etkileri gozlenir. Bu etkiler su sekilde

agiklanabilir:
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1. Hipokromizm: DNA'nin i¢ine girdigi zaman, kromafor grubu ile DNA baz
ciftleri arasindaki mesafe kisalir. Bu, UV veya goriiniir 1gikta absorpsiyon bantlarinda
bir azalmaya yol acar. DNA'nin bazlarindaki elektronik gecisler kismen engellenir ve

absorpsiyon bandinda azalma, yani hipokromizm goézlenir.

2. Batokromizm: DNA baz ¢iftinin 7 orbitali ile kiiciik molekiiliin ©* orbitali
arasinda bir ¢ift olusur. Bu n-n* konjugasyonu, enerji seviyeleri arasindaki farki
azaltir. Sonug¢ olarak, absorpsiyon bandinda daha kirmiziya kayma (batokromik
kayma) goriiliir. Bu, absorpsiyon bandinin daha uzun dalga boylarinda (daha yiiksek

enerjili 151k) goriilmesine neden olur.

Bu hipokromik ve batokromik etkiler, DNA'ya interkale eden kiigiik molekiillerin UV
veya goriiniir 151k absorpsiyon spektrumlarinin degismesine ve bu degisikliklerin
DNA-etkilesimlerinin tespit edilmesinde kullanilmasina olanak saglar (Zhou vd.,
2010; Sirajuddin vd., 2013). Elektrostatik etkilesimlerin oldugu DNA ve kiigiik
molekiiller arasinda, molekiil DNA'nin konformasyonunu degistirir ve bu nedenle
hiperkromik etki gozlenir (Sirajuddin vd., 2013).

Molekiiller DNA ile oluk baglama yoluyla etkilesime girdiginde, kompleksin
kromafor grubunun elektronik durumunun DNA'nin oluklarindaki azotlu bazlarla
ortlismesinden dolay1 absorpsiyon bandinda 6nemli bir kayma gézlenmez (Shah vd.,

2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu boliim, faydalanilan elektrokimyasal cihaz, elektrotlar, ilag etken maddeleri ve

analiz i¢in diger tim maddelerin hazirlanmasina iligskin ayrintilari igerir.

3.1 Materyal
3.1.1 Caliymada kullanilan maddeler

Tablo 3.1 Kullanilan malzeme ve arag geregler asagidaki gibi listelenmistir.

a) Elektrokimyasal analiz cihazi (AUTOLAB, PGSTATI128N) (sekil
3.1)(Nova 2.1.6 yazilimi ile birlikte)
b) Elektrotlar Caligsma elektrotu: PG elektrot
Karsilastirma elektrotu: Ag/AgCl (3 M
NaCl) (MF 1063, BAS)
Yardimci elektrot: Platin tel (MF 1032,

BAS)
¢) Deney hiicresi 10 mL 3 bolmeli kapakli standart cam
Hiicre (MR1208)
d) Karistirma sistemi Termo scientific Orion 3 star pH metre
e) Duyarl: terazi Precisa 320XB 220A
f) Otomatik makro ve mikro (Cesitli ol¢iilerde)
pipetler
g) Santrifiij Sogutmal1 Hettich ROTINA 380R
h) Cesitli 6lciilerde cam Farklt hacimlerde tampon ¢d6zelti
malzemeler (pyrex®) siseleri, balonjoje, pipet, meziir, deney
tiipleri, beher, erlen ve cam tiipler.
i) UV-Vis spektrofotometre Shimadzu UV 1700(PharmaSpec)
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Sekil 3.1AUTOLAB,

3.1.2 Calismada kullanilan kimyasallar

PGSTATI128N cihazi

Tablo 3.2 Caligmalarda kullanilan kimyasal maddeler asagida belirtilmistir.

Maddenin Adi Uretici Firma Ad1
Nivolumab Bristol-Myers Squiib
Bevasizumab Roche

Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck

Borik Asit (H;BO3) Merck

Fosforik Asit (H3POu) Merck

Glasiyel Asetik Asit (CH3COOH) Merck

Di sodyum monohidrojen fosfat (Na;HPO4) Merck

Sodyum kloriir (NaCI) Sigma

Nitrik asit (HNO3) Sigma

Balik spermi deoksiriboniikleik asit (fsDNA) Sigma

Sodyum hidroksit (NaOH) Merck
Hidroklorik asit (HCI) Merck
Tris-Hidroklorik asit Merck

Etilen diamin tetra asetik asit di sodyum tuzu Sigma

(EDTA)
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3.1.3 Cozeltilerin Hazirlanmasi

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

Tezde, ¢esitli elektrolit ¢ozeltilerinin destek ¢ozeltisi olarak kullanildig: belirtilmistir.
Bu elektrolit ¢ozeltileri, Britton-Robinson tamponu ¢o6zeltisi (BR), Fosfat tamponu
cozeltisi (PBS) ve Asetat tamponu ¢ozeltisi (ABS) olarak adlandirilmaktadir. Her bir
¢ozeltinin konsantrasyonu 0.04 M olarak belirlenmistir.

BR tamponu i¢in, 0.04 M H3BO; (2.4732 g), 0.04 M H3POs (2.09 mL) ve 0.04 M
CH3;COOH (2.29 mL) bilesenleri kullanilmistir. PBS tamponu ig¢in, 0.04 M
Na,HPO4.7H>0 (10.723 g) kullanilmigtir. ABS tamponu ise 0.04 M CH3COOH (2.29
mL) ile hazirlanmistir.

Her bir ¢ozeltinin pH degeri istenen seviyeye ayarlanmak i¢in 5.0 M NaOH veya 5.0
M HCI c¢ozeltisi kullanilmigtir. Tampon ¢ozeltileri sogutulmus ve Pyrex® cam

siselerde saklanmugtir.

Stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

Tez caligsmasi i¢in Bristol-Myers Squibb (NIVO 40 mg/4 ml) ve Roche BEVA’ dan
(100 mg/5 ml) iki kanser tedavi maddesinin stok ¢dzeltileri satin alinmistir. Cozeltiler
buzdolabinda +4 °C'de muhafaza edilmistir. Stok c¢ozeltiler uygun destek elektrolit

cozeltisi ile seyreltilerek deneyde kullanilan ¢ozeltiler elde edilmistir.

Tris-EDTA (pH 8.0) tamponunun hazirlanisi:

Tampon ¢ozeltisi olarak kullanilan Tris-HCI ve EDTA'nin birlestirilerek hazirlandigi
belirtilmistir. Tamponun konsantrasyonu 0.01 M olarak belirlenmistir ve pH degeri
8.0 olarak ayarlanmistir. Tris-HCI i¢in, 1.576 g Tris-HC1 ve EDTA i¢in ise 0.372 g
EDTA kullanilmigtir. Bu iki bilesen bir araya getirilerek tampon ¢ozeltisi
olusturulmustur.pH degerinin 8.0’ e ayarlanmasi i¢in 0.1 N NaOH ve/veya 0.1 N HCI
¢oOzeltisi eklenmistir. Ayarlama islemi pH metre kullanilarak gergeklestirilmistir.Bu
sekilde, 0.01 M Tris-HCl ve 1 mM EDTA iceren tampon ¢ozeltisi (Tris-EDTA)

hazirlanmis ve pH degeri 8.0 olarak ayarlanmuigtir.

Stok dsDNA ¢ozeltisinin hazirlanmasi:
Caligmalarimizda kullanilan balik spermi tarafindan saglanan dsDNA (fsDNA),
Sigmadan liyofilize toz olarak temin edilmistir. fsSDNA'nin stok ¢ozeltisi, 1000 p g/mL

49



konsantrasyonda Tris-EDTA tampon ¢ozeltisi (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH
8.0) kullanilarak hazirlanmistir ve sifir santigrat derecenin altindaki bir sicaklikta
saklanmistir.Daha seyreltik fSDNA c¢ozeltileri olusturmak i¢in, 0.5 M fosfat tampon
cozeltisi (pH 3.0, PBS) i¢inde 20 mM NaCl bulunmaktadir.Deneyler, hazirlanan DNA
stok ¢ozeltisinin +4 °C'deki buzdolabinda 3 giin boyunca stabil kaldigini1 gostermistir.
Ug giiniin sonunda, stok DNA ¢ozeltisi yeniden hazirlanmis ve kullanilmistir.Bu
sekilde, fsSDNA'nin kullanildig1r deneylerde Sigma tarafindan temin edilen liyofilize
toz halindeki balik spermi dsDNA'min stok ¢o6zeltisi kullanilarak g¢alismalariniz

gerceklestirilmistir.

Stirfaktan ¢ozeltilerinin hazirlanmasi:

Yiizey aktif madde iceren ortamlarda, anyonik yiizey aktif madde olarak sodyum
dodekil stilfat (SDS), katyonik yiizey aktif madde olarak trimetilamonyum bromiir
(TBAB) ve setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) kullanilmistir. Bu yilizey aktif
maddeler, c¢esitli konsantrasyonlarda stok ¢ozeltileri hazirlanilmistir. 0.1 M
konsantrasyonunda stok ¢ozeltiler kullanilarak, uygun destek elektrolitlerinde cesitli
konsantrasyonlarda yiizey aktif madde cozeltileri hazirlanmigtir.Bu sekilde, SDS,
TBAB ve CTAB gibi anyonik ve katyonik yiizey aktif maddelerin kullanildig1 yilizey
aktif madde ¢ozeltilerinin farkli konsantrasyonlarda hazirlandigi ve uygun destek

elektrolitlerinde kullanilmustir.

Girigim:
Biyolojik sivilarda bulunabilecek ve dsDNA-NIVO/BEVA etkilesimlerini
engelleyebilecek maddelerin etkisini arastirmak i¢in Epinefrin, Dopamin, Urik Asit,

3 Sn*?, MgJr2 stok c¢ozeltileri kullanilmistir. Bu

Triptofan, Norepinefrin ve Fe
maddelerin etkilerini incelemek amaciyla, NIVO/BEVA igeren bir elektrokimyasal
hiicreye, optimize edilmis miktarlarda 10 kat derisik olacak sekilde eklenmislerdir.
dsDNA ile etkilesimden sonra, +0.0 V ile +1.3 V arasinda voltammogramlar
kaydedilmis ve adenin oksidasyon pik akimlari (Ix) hesaplanmigtir. Yapilan
voltametrik dl¢limlerle girisim tiirlerinin varlig1 ve etkileri degerlendirilmistir.

I,_1,

%girisim = T x 100 (3.1)
0
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Voltametrik Yéntemin Gergek Orneklerde Uygulamast:

Idrar: 1lacin Ticari formuna; eczanelerden temin edilen OPTIVO (40 mg/4 ml) ve
ALTUZAN enjektabl soliisyonlart (100 mg/5 ml) kullanilmistir. Flakonlar
kanistirildiktan sonra, bu karigimlardan pL'si belirlenen sartlar altinda destek ¢ozelti
iceren viyale eklenmistir. Numune ¢ozeltisi dogrudan analiz edildi ve kalibrasyon

yoluyla miktar tayini yapildi. Her deney ii¢ kez tekrarlanmaistir.

Calismada kullanilacak PGE’nin hazirlanmasi

Deneylerde ¢alisma elektrodu olarak PGEmin yam sira kirtasiyelerden ticari olarak
temin edilebilen Rotring T 0.5 (Almanya) mekanik kursun kalem modeli
kullanmilmistir. PGE, Wang vd., (2000) tarafindan Onerilen yontem kullanilarak
olusturulmustur. Elektrik iletkenligini saglamak icin, kalem gdvdesinin ucunun
metalik kismi1 ve dis metalik tutma yeri tel ile tutturulmustur. Uglar (Tombo 0.5,
Japonya) 60 mm uzunlugunda ve 0.5 mm ¢apindaydi ve diiz kisimlar1 3 cm boyutunda
kesildi. Elektrokimyasal hiicrede, bu uglarin 10 mm'lik bir b6liimii (elektrot alani, 15.9
mm?) 5 mL analiz ¢dzeltisine daldirildi ve dl¢iimler alindi. EIS ve SEM 6l¢iimlerinde
kullanilacak elektrotlardan PGE/dsDNA (+1.4V/60s elektrot aktivasyonu +0.6 V /240
s ve 600 rpm kanstirma hizinda DNA immobilize edilerek hazirlandi.
PGE/dsDNA/NIVO elektrotu ise (+1.4V/60 s aktivasyon +0.6 V/240 s ve 600 rpm
karistirma hizinda DNA immobilizasyonu ve +0.3 V/ 150 s NIVO ile etkilestirildi.

Analizin 24 saat 6ncesinde bu elektrotlar kopiige saplanarak kurutuldu.

3.2 CV ve EIS deneyleri

Elektrokatalitik ozellikleri karsilastirmak amaciyla, yalin haldeki PGE, dsDNA ile
immobilize edilmis PGE ve dsDNA ile etkilesime giren BEVA ve NIVO igeren PGE
icin 5.0 mM [Fe(CN)s]** redoks probu ve 0.1 M KCI i¢inde CV &lgiimleri
gergeklestirilmistir. Ol¢limler 50 mV/s tarama hizinda -0.3 V ila +0.6 V potansiyel
araliginda gerceklestirilmistir. Nova 2.1.6 yazilimi kullanilarak, anodik ve katodik pik
akimlart (I« ve Ip) ile pik potansiyelleri (Ep. ve Ep) belirlenmistir. Ayrica, tepe
ayrilma potansiyelleri (E,) hesaplanmistir.Bu sekilde, yalin haldeki PGE, dsDNA ile
immobilize edilmis PGE ve dsDNA ile etkilesime giren BEVA ve NIVO i¢eren PGE

icin elektrokatalitik 6zelliklerin karsilastirilmasi amaciyla siklik voltametri dlgtimleri
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gerceklestirilmis ve bu dlglimlerden anodik ve katodik pik akimlari, pik potansiyelleri

ve tepe ayrilma potansiyelleri belirlenmistir.

3.3 UV-Vis Spektroskopisi ile Tlgili Deneyler
Shimadzu Pharma Spec UV 1900 spektrofotometre, dsDNA ile ila¢ etken maddesi

etkilesimlerinin tiirlerini belirlemek i¢in kullanilmistir.

NIVO, 40.0 pg mL"! (1.0-10 pg mL!) arasinda degisen konsantrasyonlarda dsDNA
ile etkilesime girmis ve spektrumlar 200-400 nm dalga boyu araliginda kaydedilmistir.

BEVA 100.0 pg mL"' (1.0-10 pg mL"") konsantrasyonlarinda dsDNA ile etkilesime

girmis ve 200-400 nm dalga boylarinda spektrumlar alinmistir.

3.4 SEM goriintiileri

Yalin PGE, PGE/dsDNA ve PGE/dsDNA/NIVO elektrotlarinin SEM goriintiileri
analizden 24 saat 6nce kurumaya birakilarak, bilimsel arastirma merkezinde bulunan
ZEISS LEO marka cihaz ile 6l¢iimler alinmistir. Elektrotlar cihazin 6rnek bolmesine

ayr1 ayr yerlestirilerek 10000 KX biiyiitmede 200 nm'lik kesitler kaydedildi.

3.5 Voltametrik Teknik Secimi ve Yontem

BAS C3 f{nitesiyle tiim Voltametrik 6l¢timleri CV, EIS ve DPV kaydetmek i¢in
kullanilmistir. Referans, yardimci ve calisma elektrotlar1 toplam 5,0 mL destek
elektrolit ve aktif farmasotik bilesen iceren ¢dzelti hacmine daldirilmistir. Fosfat (pH
3.0) i¢inde +1.4 V uygulanarak 60 saniye ile karistirilmadan destek g¢ozeltisinde
elektrot aktive edilip destek elektrolit i¢cinde voltamogramlar alinmistir. Sonra ilag
etken maddelerinin miktar tayinlerine yonelik ¢aligsmalar yiiriitiilmiistir. NIVO ve
BEVA ‘nin optimize edilmis cihaz parametreleriyle dSDNA etkilesimine yonelik DPV
yonteminin PGE yanitina etkisi i¢in deney hiicresi 20 pg mL™! ds DNA, 0.04 M fosfat
(pH 3.0) ve 0.02 M NaCl igerecektir. PGE yiizeyine dsSDNA immobilize i¢in aktive
edilmis PGE, karisan sistemde 20 pg mL™' dsDNA igeren 0.5 M fosfat tamponu
cozeltisinde, +0.6 V’da 240 saniye ile pozitif gerilim uygulanarak gergeklestirilecektir.
dsDNA kapli PGE 10 saniye siireyle destek ¢ozeltisi olan fosfat (pH 3.0) tamponunda
yikanacaktir. Sonra +0.0 V ile +1.3 V arasinda fosfat ¢ozeltisi (pH 3.0) ortaminda

tarama yapilarak gerceklestirilecektir.
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PGE aktive edildikten sonra yiizeyine immobilize edilen ds DNA ile ilag etken
maddeleri olan NIVO ve BEVA’ nin etkilesimlerinde izlenen deneysel yolun sematik
olarak gosterimi asagida gosterilmistir.

DNA é é

IMMOMOBILIZASYON YIKAMA oLcim

1

AKT|VASY0N>

‘++++++++++++++‘
‘++++++++++++++‘

‘++++++++++++++‘

\

P

Aktivasyon ds-DNA immobilizasyonu

\ Elektrokimyasal D I
Kalem grafit Destek elektrolit P [ olgiim g
elektrot (PGE) , / > -]

ilag, ds-DNA Etkilegimi

Elektrokimyasal
. \ olgliim i

.

1

ds-DNA-PGE Destek elektrolit

ilag

Sekil 3.2 Kullanilacak yontemin sematize hali

3.5.1 Diferansiyel puls parametrelerinin elektrot yanitina etkisi

DPV parametreleriyle duyarli, hassas ve simetrik voltogramlarin i¢in en iyi cihaz
degiskenleri tespiti adina; gerilim adimi (0.001-0.05 V) araliginda, modulasyon
amplitudu (0.01- 0.12 V) araliginda, modulasyon zamani (0.01-0.12 s) araliginda ve
zaman aralig1 (0.1-1.0 s) araliklarinda deneyler gergeklestirilip optimum parametreler
belirlenecektir. Olgiimler alinirken bir parametrenin degiskenlik gosterdigi diger iic

parametrenin sabit tutulmasiyla dl¢iimler alinacaktir.

3.6 Farkh tampon sistemleri ile pH’nin elektrot yanitina etkisi

Elektrokimyasal davranisin yani sira, ileriki ¢aligmalar i¢in en uygun elektrolit ortami1
ve pH degerini belirlemek amaciyla DPV teknigi kullanilarak ABS (pH 4.8), BR (pH
2.0-12.0) ve PBS (pH 2.0, 3.0, 7.4, 9.0) tampon sistemlerinin pik akimi lizerindeki
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etkisi aragtirllmistir. DPV teknigi ile elde edilen 6l¢iimler, her bir tampon sistemindeki
pik akimlarii karsilagtirmak i¢in analiz edilmistir. Bu dl¢iimler, her bir madde i¢in
daha biiyiik pik akimini ve daha anlamli pik seklini saglayan destek ¢ozelti ortamini
ve pH degerini belirlemek amaciyla kullanilmistir. Elde edilen sinyallerin dikkate
alindig1 bu analizler sonucunda, her bir etken madde i¢in daha uygun destek ¢ozelti
ortami1 ve pH degeri belirlenmistir. Bu degerler, maksimum sinyal verimliligi ve pik
sekli kalitesi saglayarak analiz performansini optimize etmek amaciyla
onemlidir.Boylece, DPV teknigi kullanilarak yapilan ¢aligmalarla ABS, BR ve BR
sistemlerinin pik akimi iizerindeki etkisi incelenmis ve her bir maddenin en iyi

performansi gosterdigi destek ¢ozelti ve pH degeri bulunmaya calisilmistir.

3.7 Siyirma parametreleri

Arastirmamizin temel hedeflerinden bi taneside, NIVO ve BEV A'nin adsorptif styirma
Ozelliklerini biriktirme siiresi (tuec) ve biriktirme potansiyeli (Eu) agisindan
arastirmakti. NIVO ve BEVA i¢in biriktirme (akiimiilasyon) siiresi (facc) (0.0- 210 s)
ve biriktirme gerilimi kosullarinin (Eucc) (0.0- 0.5 V) araliginda olgiimler alinarak

duyarli bir tayin yontemi gelistirilecektir.

3.8 Optimum dsDNA immobilizasyonu

DNA’nin PGE yiizeyinde immobilizesi i¢in karistirma hizi (350- 600 rpm),
immobilazasyon siiresi (120- 420 s), DNA miktarinin belirlenmesi (10- 50 pg mL™)
ve NaClI derisimi (0.0- 0.1 M) araliklarinda optimize edileceklerdir.Islemler farkli
immobilizasyon kosullarinda fosfat destek c¢ozeltisinde ii¢ tekrar deney ile

yapilacaktir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1 CV deneyleri

Arastirmanin baslangicinda, PGE kullanilarak 1.0 mg mL! NIVO PBS tamponunda
(pH 3.0, 0.02 M NaCl) elektrokimyasal dl¢iimler gergeklestirilmistir. Bu dl¢timler, CV
taramalar1 sirasinda 0.0 V ile +1.5 V arasindaki gerilim araliginda gerceklestirilerek
elde edilmistir. CV teknigi kullanilarak tarama hizinin degistirilmesi sonucunda pik
yiiksekliklerinin farkli sekillerde degistigi gdzlemlenmistir. Bu degisiklikler difiizyon,
adsorpsiyon ve elektron transfer reaksiyonlari ile iliskilendirilen kimyasal
reaksiyonlarin varligimi belirlemek amaciyla incelenmistir. Tarama hizinin
degistirilmesiyle pik yiiksekliklerindeki degisimlerin incelenmesi, elektrokimyasal
reaksiyon kinetigini anlamak ve elektrot ylizeyinde gerceklesen reaksiyonlarin
dogasini degerlendirmek i¢in 6nemlidir. Bu sekilde, adsorpsiyon, difiizyon ve elektron
transferi gibi c¢esitli kimyasal olaylar arasindaki etkilesimlerin belirlenmesi
hedeflenmistir.Bu c¢alismada, NIVO molekiilii ile ilgili elektrokimyasal 6l¢limler
yapilarak, farkli tarama hizlarinda pik yiliksekliklerinin degisimleri incelenmistir. Bu
degisimler, elektrokimyasal reaksiyonlarinmekanizmasini ve ilgili kimyasal olaylarin

varligini anlamak i¢in kullanilan bir yaklagimdir.
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Sekil 4.1 PGE PBS (pH 3.0, 0.02M NacCl) i¢inde NIVO (1.0 mg/ mL) i¢in elde edilen doniisiimlii voltamogramlari
(A) Ug dongiilii voltamogram; (100 mV s! tarama hiz1) (B) Tarama hizlar1 (1):50 mVs™, (2): 100 mVs!, (3):200
mVs', (4): 300 mVs, (5):400 mVs', (6):500 mVs! ve (7):600 mVs!

1.0 mg /mL NIVO’nun PBS (pH 3.0, 0.02 M NaClI) ortaminda 0.0 V ile 1.5 V

araliginda NIVO ‘nun PG elektrodu iizerindeki elektrokimyasal davranigini

55



incelenmesi i¢in 100 mVs! tarama hizi sekil 4.1A ii¢ dongiilii voltogrami
kaydedilmigtir. NIVO’nun +0.879 V civarinda tersinmez anodik tepe noktas1 verdigi
goriilmiistiir. Sekil 4.1B’de NIVO’nun PGE iizerinde (50 mVs'- 600 mVs™) farkli
tarama araliginda voltamogramlar kaydedilmistir. Tarama hizi artik¢a anodik pik

potansiyelinin pozitif bolgeye kaydig1 gozlenmistir.

25 4 ‘ 25 4 =
I, BA = 1.212\v(mVIs) - 7.765 - I WA =0.039 v (mV/s) + 0.427
204 r=0.980 20 r=0.989
15 15 4
< <
= =
2 2
= 10 ~ 10
5 5
n
0 0
& 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 0 100 200 300 400 500 600
v 1,02 v, mV/s
1,4 4 L]
logl (HA) = 1.047logv(mV/s) + 1.519 Ep (V) = 0.0835 logv(mV/s) + 0.775
1,00 4
27 r=097
r=0.966
1,0 0,98 -
<«
=0 >
o & 0,96
o w
206+
0,94 4
0,4
[
0,92 -
0,2
n
0,0 T T T T T T 0,90 T T T T T T
1,6 18 2,0 2,2 24 2,6 2,8 1,6 18 2,0 2,2 24 26 2,8
logv logv

Sekil 4.2 V- ip, v- ip ve logv - logip Ep-logv grafikleri

PGE iizerinde gerceklesen siire¢ icin farkli tarama hizlarinda alinan yiikseltgenme piki
Sekil 4.2°te dogrusal denklemler elde edilmistir.

Teorik olarak logi, / logv denklemin egiminin 1.047 ¢ikmasi ip-v grfiginin dogrusal
olmast NIVO’nu PGE yiizeyinde adsorbsiyon kontrollii bir mekanizma {izerinden

yiiriidiigiinii gosterir.

E, ve logv arasindaki iliski, tesinmez elektrot isleminde dogrusal bir iliski gosterir
(Laviron, E., 1979).

E,= E°+ (2'303”) + (2 303 RT)I 4.1
P anF 0% amF) 097 1)
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Yukaridaki denklemde R (8.314 J K! mol™), F (96480 C mol™) ve T (298 K) sabit
degerlerdir. n, aktarilan elektron sayisi o, yiik aktarim katsayisini ifade eder. Sekil
4.2'deki E,-logv arasindaki egim degeri 0.0835'tir. Denklem 4.1’den faydalanilarak an
degeri 0.71 olarak belirlendi. Tersinmez elektrot olayinda genellikle a = 0.5 alinirsa

ve n yaklasik olarak 1.42 ~ 1 dir.

4.2 NIVO icin destek elektrolit ve pH etkisi

NIVO’nun elektrokimyasal davranigini derinlemesine incelemek i¢in pH ve elektrolit
ortaminin oksidasyon pik akimi ve pik potansiyeli tizerindeki etkisi ayrintili olarak
degerlendirilmistir. Bunun i¢in farkli pH ¢alisma araligina barindiran destek
elektrolitleri, BR (2.0 - 8.0) tamponu, ABS (pH 4.8) ve PBS (2.0, 3.0, 7.4 ve 9.0)
tamponlar1 kullanilmis ve 0.2 mg /mL NIVO’nun farkli pH araliklarinda Diferansiyel
puls voltamogramlari kaydedilerek pik akimlar1 okunmustur. pH degerleri artikga pik

akiminin negatife dogru kaydigi sekil 4.3 ve 4.4’te gozlenmektedir.
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Sekil 4.3 0.2 mg /mL NIVO PBS (pH 3.0, 4.0, 7.4 ve 9.0, 0.02 M NaCl) ve ABS (pH 4.8, 0.02 M NaCl)

tamponlarinda PGE ile elde voltamogramlar, iceren DPV parametreleri: Gerilim adimi, 0.02 V; Modulasyon
genligi,0.08V; Modulasyon siiresi,0.04 s; Zaman aralig1,0.4 s.
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Sekil 4.4 0.2 mg /mL NIVO’in BR (pH 2.0-8.0, 0.02 M NaCl ) PGE ile elde edilen voltamogramlar.
DPYV parametreleri sekil 4.3'te verilmistir.

Sekil 4.5'teki fosfat (pH 3.0) tampon sisteminde 0.88 V gerilim ve 0.8003 pA tepe
akimi ile elde edilen sonuglarin diger tampon sistemleri ile alinan verilerden ¢ok daha
biiylik olmasi1 ve tepe sekli ile ilgili bir sorun yasanmamasi nedeniyle ¢alismada bu

tampon sisteminin kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.5 0.2 mg/mL NIVO’nun PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) PGE kullanarak elde edilen egri. DPV
parametreleri sekil 4.3'te verilmistir. Kesikli cizgi PBS (pH 3.0) destek elektrolit ¢ozeltisidir.
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Sekil 4.6 0.2 mg /mL NIVO E; ve I, lizerine pH etkisi, BR (pH 2.0- 8.0)

Verilerimize dayali olarak, pik geriliminin pH degeri arttikca daha negatif bir yonde
kaydigimi gézlemliyoruz. Bu izleme, NIVO yiikseltgenme olayinin sadece elektron transferi
degil, ayn1 zamanda proton transferi acisindan da etkili oldugunu kanitlamaktadir. E,-pH
iliskisini inceledigimizde, genis bir pH arahiginda iki farkli dogrusal bolge oldugunuda
gozlemlemekteyiz.

pH2.0-8.0 E,(mV) = —55.1pH +1046.3 (r=0.986) (4.2)

NIVO i¢in Ep-pH incelendiginde egimli bolgeler goriilmektedir. Egimli bolgelerin
kesim nokktasi pKa degerlerine karsilik gelmektedir.

4.3 Siyirma /Biriktirme kosullar:

Calismada NIVO molekiiliiniin PGE iizerindeki adsorptif 6zellikleri irdelenmistir.
Sekil 4.7 ve 4.8, 0.2 mg/mL konsantrasyonda NIVO iceren PBS tamponunda (pH 3.0)
biriktirme siiresi (facc) ve biriktirme potansiyeli (Eu.c) etkisini gostermektedir.
Adsorpsiyon, bir molekiiliin ylizey iizerine baglanma veya emilme siirecidir. PG
elektrot ilizerinde yapilan bu ¢alisma, NIVO molekiiliiniin PG elektroda adsorpsiyon

ozelliklerini anlamak ve tespit etmek amacini tagimaktadir.
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Sekil 4.7 0.2 mg/mL NIVO’nun PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) i¢inde PGE yiizeyinde (0.1- 0.5 V) araliginda farkl
biriktirme potansiyeline ait diferansiyel pulse voltamogramlari.
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Sekil 4.8 0.2 mg/mL NIVO’nun PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) i¢inde PGE yiizeyinde (30- 150 s) araliginda farkli
biriktirme siirelerine ait diferansiyel pulse voltamogramlart.

Euccnin analitik sinyal tizerindeki etkisi, 0.0- 0.5 V arasinda ol¢iimler alinmis ve
Ol¢iimlerde 0.3 V degerine kadar bir artma oldugu sonrasinda ise bir miktar azaldig
gozlenmistir. f..cnin analitik sinyal tizerindeki etkisi ise 0-210 s araliginda 6l¢iimler

alinmistir. Elde edilen sinyal 90 s’ye kadar artmis ve daha sonra hafif¢e azalmstir.
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4.4 Diferansiyel Puls Parametrelerinin Elektrot Yamitina Etkisine Ait Bulgular

4.4.1 Gerilimin adiminin elektrot yanitina etkisi

NIVO’nun (0.01- 0.08 V) farkli gerilim adiminin fosfat tamponu (pH 3.0, 0.02M
NaCl)) igerisinde NIVO sinyali iizerinden diferansiyel puls voltamogramlar1 Sekil

4.9°da sunulmustur.

0,8 - ———0.02,V
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1 0.07,V —
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<03l 0.01,V
0,2 4
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0,0 [ I = R R R
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Gerilim, V

Sekil 4.9 0.2 mg/mL NIVO’nun PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) i¢inde PGE yiizeyinde (0.01- 0.08 V) araliginda farkli
gerilim adimlarina ait diferansiyel pulse voltamogramlari.

Aktive edilmis PGE yiizeyiyle NIVO etkilesimine gerilim adimlar1 incelendiginde, NIVO i¢in
en iyi pik akimina sahip 0.798 pA ile 0,02 V modulasyon genligi ile ¢alismalara devam

edilecektir.

4.4.2 Modulasyon genliginin elektrot yamitina etkisi

NIVO’nun (0.05-0.1 V) farkli modulasyon genliginde PBS (pH 3.0, 0.02M NaCI)
icerisinde diferansiyel puls voltamogramlar: {i¢ tekrar deneyi ile Sekil 4.10’da

sunulmustur.
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Sekil 4.10 0.2 mg/mL NIVO’nun PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) i¢inde PGE yiizeyinde (0.05- 0.1 V) araliginda farkl
modulasyon genliklerine ait diferansiyel pulse voltamogramlari.

Aktive edilmis PGE yiizeyiyle NIVO etkilesimine ait modulasyon genligi
incelendiginde, NIVO i¢in en iyi pik akimina sahip 0.801 pA ile 0.09 V modulasyon

genligi ile calismalara devam edilecektir.

4.4.3 Modiilasyon siiresinin elektrot yanitina etkisi

Farkli modiilasyon siirelerinin (0.1- 0.5 s) PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) igerisinde
NIVO sinyali lizerinden diferansiyel puls voltamogramlari ti¢ tekrar deneyi ile Sekil

4.11°de sunulmustur.
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Sekil 4.11 0.2 mg/mL NIVO’nun PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) i¢inde PGE yiizeyinde (0.1- 0.6 s) araliginda farkli
modulasyon siirelerine ait diferansiyel pulse voltamogramlari.

Aktive edilmis PGE yiizeyiyle NIVO etkilesimine ait zaman aralig1 incelendiginde,
NIVO i¢in en iyi pik akimina sahip 0.957 pA ile 0.4 s modiilasyon siiresi ile ¢aligmalara

devam edilecektir.

4.4.4 Zaman araligimin elektrot yamitina etkisi

Farkli zaman aralig1 (0.1- 0.5 s) PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) icerisinde NIVO sinyali
tizerinden diferansiyel puls voltamogramlar1 ve ii¢ tekrar deneyi ile Sekil 4.12°de

sunulmustur.

63



01,s
0,8 -
0,6 - 0.2,s
<
3
E 0.3,s
< 0,44
04,s —
0,2 -
0.5 s
_&—»
0,0 ——————— T T L T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Gerilim, V

Sekil 4.12 0.2 mg/mL NIVO’nun PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) i¢inde PGE yiizeyinde (0.1- 0.5 s) araliginda farkli
zaman araliklarina ait diferansiyel pulse voltamogramlari.

Aktive edilmis PGE ylizeyiyle NIVO etkilesimine ait modulasyon zamani
incelendiginde, NIVO i¢in en iyi pik akimina sahip 0.964 pA ile 0.1 s modulasyon zamani

ile caligmalara devam edilecektir.

4.5 Gelistirilen yontemin analitik performans ozellikleri
PGE {izerinde Voltametrik yontemin analitik performans 6zellikleri optimum PBS (pH
3.0, 0.02 M NaCl) iceren destek cozeltisinde arastirilmis ve NIVO bilesiginin

belirlenmesi i¢in en iy1 Voltametrik 6zellikler Tablo 4.1'de sunulmustur
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Sekil 4.13 (A) NIVO'nun farkli derigimlerde (0.01- 0.07 mg/mL) PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) alinan voltamoglar.
DPV parametreleri: gerilim adimi, 0.02 V; modulasyon genligi,0.09V; modulasyon siiresi,0.4 s;zaman aralig1,0.1
s. (B): ip/C nivo kalibrasyon grafigi.

Yukaridaki kosullar altinda, elektrokimyasal hiicreye belirli hacimlerde NIVO standart
cozeltileri eklenmis ve voltammogramlar kaydedilmistir (ii¢ kez). Her ilaveden sonra
+0.8795 V civarindaki oksidasyon piki Olgiilmistir. Sekil 4.13 ilgili
voltammogramlar1 ve konsantrasyon pik akim iliskisini gostermektedir. Sekil 4.13

B’de sunulan analitik egri (0.01- 0.07 mg/mL) NIVO derisimi araliginda [i,,(uA) =
6.024 Cyyo(mgmL™1) — 0.0087 (r = 0.99,n = 7)] elde edilmistir.

I, yiikseltgenmesiyle iliskili olan pik siddeti, C NIVO derisimi ve R korelasyon
katsaysi, esitlikteki 6nemli Olciitlerdir. Analitik egriden LOD 3s/m ve LOQ 10s/m
denklemleri kullanilarak hesaplanmistir. Burada, s pik akiminin dogrusallik
araligindaki en diisiik konsantrasyona karsilik gelen standart sapmasim (ii¢ degerin
ortalamasi olarak) ve m ise denkleminin egim degerini temsil eder. Buna gore LOD ve
LOQ degerleri 2.49 ng/ mL ve 8.30 ug/ mL olarak belirlenmistir.

PG elektrot ylizeyinde NIVO bilesigi i¢in gelistirilen Voltametrik yOntemin
tekrarlanabilirligini test etmek i¢cin PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) igerisinde 0.2 mg/mL

NIVO konsantrasyonunda ¢ozeltiler ideal deneysel kosullar altinda hazirlanmis ve

DPV voltammogramlar1 ayni giin igerisinde 9 tekrar deneyiyle ol¢iim alinmustir.
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voltammogramlardaki oksidasyon pikine ait akim ve gerilim degerleriyle sonuglar giin
ici hassasiyet olarak yorumlanmistir. Sonuglar oksidasyon pik akimi ve gerilimi igin

BSS degerleri yiizde 0,78 ve yiizde 0,43 olarak belirlenmistir.

Tablo 4.1 NIVO tayini i¢in gelistirilen voltametrik yontem ile elde edilen aletsel degiskenler

Y dntem DPV

Elektrot PGE

Destek elektroliti PBS tampon (pH 3.0)
DPV degiskenleri

Gerilim admn: 002V

Meodulasyon genligi 009V

Meodulasyen zamani 0.04s

Zaman aralig 01s

Adsorptif svirma degiskenleri
Birkiirme siiresi(tacc) 90 s

Birikairme gerilimi (Eacc) 03V

4.6 Gercek Orneklerde Analiz

PGE kullanilarak gelistirilen voltametrik yontemin, idrar numunelerindeki
uygulanabilirligi test edilmistir. 0.04M fosfat (pH 3.0, 0.02M NaCl) ortamindan
kaydedilen blank idrar ait DP voltammogrami kaydedilmistir. Urik aside ait pik
yaklagik +0.58 V civarinda bir anodik pik gozlenmistir NIVO’nun analizinin, bu
anodik sinyali etkilemedigi goriilmiistiir. +0.879 V civarinda goriilen bir anodik pikin,

idrar numunesine eklenen NIVO ile arttig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.14 NIVO’nun PBS (pH 3,0, 0,02M NacCl) ortaminda (0,02 -0,06 mg/mL) standart ilavelerinden
sonra idrar numunelerinde DPV voltoramlar1 Kesikli ¢izgi, destekleyici elektrolit . DPV parametreleri
sekil 4.13'te verilmistir.

Tablo 4.2 NIVO barindiran idrar 6rneklerinde geri kazanim

Ilave edilen Bulunan (mg/mL)*® Geri kazanim ® (%) + %RSD
0 0.057 +4.21

0.02 0.075 90+3.97

0.04 0.095 96+3.86

Bu sonuglar, idrar numunelerinde NIVO'nun basarili bir sekilde analiz edilebilecegini

gostermektedir.

4.7 Doniisiimlii voltametri
12.5 mg/mL BEVA’nin PBS (pH 3.0, 0.0M NaClI) ortaminda (0.0- 1.5 V) araliginda

BEVA’nin PG elektrodu tizerindeki elektrokimyasal davranisini incelenmesi igin 100

mV s’ tarama hizinda sekil 4.15A°da ii¢ dongiilii voltogrami kaydedilmistir.
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Sekil 4.15 PGE igin PBS (pH 3.0, 0.02 M NaCl) iginde BEVA (12.5 mg/mL) igin elde edilen doniisiimli
voltamogramlar1 (A) Ug dongiilii voltamogram; 100 mV s™! tarama hiz1 ve (B) Tarama hizlar1 (1):25 mVs™, (2): 50
mVs, (3):100 mVs, (4): 200 mVs™, (5):300 mVs, (6):400 mVs! ve (7) 500 mVs'!

BEVA’nin +0.90 V civarinda tersinmez anodik tepe noktas1 verdigi goriilmiistiir. Sekil
4.15B’de BEVA’nin PGE iizerinde (25 mVs'!- 500 mVs™) farkli tarama araliginda
voltamogramlar kaydedilmistir. Tarama hiz1 artik¢a anodik pik potansiyelinin pozitif

bolgeye kaydigr gézlenmistir.

PGE’de gerceklestirilen siirecin karakterizasyonunu igin, yiikseltgenme pikleri farkl
tarama hizlarinda kaydedildi ve bu verilere dayanarak Sekil 4.16’daki dogrusal
denklem elde edildi. Teorik olarak, logip/logv denkleminin egimi 0.79 oldugunda, ip-
v grafigi dogrusal bir sekilde iligkilendigi ve NIVO'nun PGE yiizeyinde difiizyon
kontrollii adsorpsiyon mekanizmas: araciligiyla gerceklestigi gosterilir. Sekil 4.16°
daki Ep-logv iliskisinde bulunan egim degeri 0.066 olarak belirlenmistir. Esitlik
4.1’den yararlanarak, oan degeri 0.896 olarak hesaplandi. Tersinmez elektrot
olaylarinda a 0.5 kabul edilebilir. Bu durumda, n degeri 1.792 (= 2) olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.16 \v- ip, v- ip ve logv- logip ve Ep- logv grafikleri

4.8 BEVA icin destek elektroliti ve pH etkisi

Malzemenin elektrokimyasal davranigini derinlemesine incelemek i¢in pH ve

elektrolit ortammin oksidasyon pik akimi ve potansiyeli {izerindeki etkisi
incelenmistir. Pik akimlari, farkli pH araliklarina sahip BR (pH 2.0-8.0), ABS (pH
4.8) ve PBS (pH 2.0, 3.0, 7.4 ve 9.0) kullanilarak farkli pH araliklarinda 2.5 mg/mL

BEVA'nin diferansiyel puls voltammogramlar1 kaydedilerek Olctilmiistir. pH

degerleri artikga pik akimmin negatife dogru kaydigir sekil 4.17 ve 4.18°de

gozlenmektedir.
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Sekil 4.17 2.5 mg/mL BEVA’nin PBS (pH 2.0, 3.0, 7.4 ve 9.0, 0.02 M NaCl) ve ABS (pH 4.8, 0.02 M NaCl)
tamponlar1 i¢inde PGE ile elde edilen voltamogramlar, DPV parametreleri: Gerilim adimi, 0.02 V; Modulasyon
genligi,0.08V; Modulasyon siiresi,0.04 s;Zaman arali§1,0.4 s.
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Sekil 4.18 2.5 mg/mL BEVA’nin BR tamponu iginde (pH 2.0- 8.0, 0.02 M NaCl) PGE ile edilen voltamogramlar.
DPV parametreleri sekil 4.17'de verilmistir.
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Sekil 4.17'deki PBS (pH 3.0, 0.02M NaClI) tampon sisteminde 0.90 V gerilim ve
2.179 pA tepe akiminda elde edilen sonuglarin diger tamponlardan elde edilen
sonuglardan daha biiylik olmasi ve tepe akimmin sekliyle ilgili bir sorun
yasanmamasi nedeniyle ¢alismada bu tampon sisteminin kullanilmasina karar

verilmistir.
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Sekil 4.19 2.5 mg/mL BEVA’nin PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) PG elektrot kullanarak elde edilen egrileri. DPV
parametreleri sekil 4.17'de verilmistir. Kesikli ¢izgi PBS (pH 3.0) destek elektrolit.
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Sekil 4.20 BEVA (2.5 mg/mL) E, ve ipiizerine pH etkisi. BR (pH 2.0-8.0)
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Verilere dayali olarak gozlemledigimiz {izere, pH degerinin biiyilimesi pik geriliminin daha

negatif degerlere kaydigin1 gérmekteyiz.

pH2.0-8.0 E,(mV) = —57.7pH+1063.2 (r=20.99) (4.2)

Bu gozlem, BEVA yiikseltgenme olayinda elektron aktarimi kadar proton

aktarrminin da yer aldiginin kanitlamaktadir.

4.9 Biriktirme/siyirma kosullarinin etkisi

BEVA molekiiliiniin PG elektrot iizerindeki adsorptif 6zellikleri incelenmistir. Sekil
4.21 ve 4.22, 2.5 mg/mL derisiminde BEVA igeren PBS tamponunda (pH 3.0)
biriktirme siiresi (fucc) ve gerilim (Euae) kosullarinin etkisini gostermektedir.
Adsorpsiyon, bir molekiiliin yiizey iizerine baglanma veya emilme siirecidir. PG
elektrot iizerinde yapilan bu ¢alisma, BEVA molekiiliiniin PG elektroda adsorpsiyon

Ozelliklerini anlamak ve tespit etmek amacini tasimaktadir.
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Sekil 4.21 2.5 mg/mL BEVA’nin PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) i¢inde PGE yiizeyinde (0- 210 s) araliginda farkl
biriktirme siirelerine ait diferansiyel pulse voltamogramlari. DPV parametreleri sekil 4.25'te verilmistir.
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Eucc'nin analitik sinyal tizerindeki etkisi, 0.1- 0.5 V arasinda olglimler alinmig ve
Ol¢iimlerde 0.3 V degerine kadar bir artma oldugu sonrasinda ise bir miktar azaldig
gbzlenmistir. t...nin analitik sinyal {izerindeki etkisi ise 0-210 s araliginda Slgiimler

alinmistir. Elde edilen sinyal 180 s'ye kadar artmis ve daha sonra hafif¢e azalmistir.
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Sekil 4.22 2.5 mg/mL BEVA’nin PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) i¢inde PGE yiizeyinde (0.1- 0.5 V) araliginda farkl
biriktirme potansiyeline ait diferansiyel pulse voltamogramlari. DPV parametreleri; Gerilim adimi, 0.03 V;
Modulasyon genligi,0.08V; Modulasyon siiresi,0.01 s;Zaman aralig1,0.1 s

4.10 BEVA icin Diferansiyel Puls Parametrelerinin Elektrot Yamtina Etkisine
Ait Bulgular

4.10.1 Gerilim adiminin elektrot yanmitina etkisi

BEVA’nin farkli gerilim adiminin (0.01- 0.05V) araliginda PBS tamponu (pH 3.0)
icerisinde adenin sinyali iizerinden diferansiyel puls voltamogramlar1 ve ii¢ tekrar

deneyi ile Sekil 4.23’te verilmistir.
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Sekil 4.23 2.5 mg/mL BEVA’nin PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) i¢inde PGE yiizeyinde (0.01- 0.05 V) araliginda farkli
gerilim adimlarina ait diferansiyel pulse voltamogramlari.

Aktive edilmis PGE yiizeyiyle BEVA etkilesimine ait adim gerilimi incelendiginde,
BEVA i¢in en iyi pik akimina sahip 7.91 pA ile 0.03 V adim gerilimi ile ¢aligmalara

devam edilecektir.

4.10.2 Modulasyon genliginin elektrot yanitina etkisi
BEVA’nin farkli modulasyon genlik (0.05- 0.1 V) araliklarinda PBS (pH 3.0, 0.02 M
NaCl) icerisinde diferansiyel puls voltamogramlari ii¢ tekrar deneyiyle Sekil 4.24°de

verilmistir.
Aktive edilmis PGE yiizeyiyle BEVA etkilesimine ait modulasyon genligi

incelendiginde, BEVA i¢in en 1yi pik akimina sahip 8.01 pA ile 0.08 V modulasyon

genligi ile ¢aligmalara devam edilecektir.
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Sekil 4.24 2.5 mg/mL BEVA’nin PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) i¢inde PGE yiizeyinde (0.05- 0.1 V) araliginda farkl
modulasyon genliklerine ait diferansiyel pulse voltamogramlari.

4.10.3 Modulasyon siiresinin elektrot yanitina etkisi

BEVA’ nin PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) igerisinde farkli modulasyon siirelerine ait

diferansiyel puls voltamogramlar1 Sekil 4.25’te sunulmustur.
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Sekil 4.25 2.5 mg/mL BEVA’nin PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) i¢inde PGE yiizeyinde (0.01- 0.05 s) araliginda farkl
modulasyon siirelerine ait diferansiyel pulse voltamogramlari.
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Aktive edilmis PGE yiizeyiyle BEVA etkilesimine ait modulasyon zamani
incelendiginde, BEVA icin en iyi pik akimina sahip 9.75 pA ile 0.01 s modulasyon zamani

ile calismalara devam edilecektir

4.10.4 Zaman arahginin elektrot yanitina etkisi

Farkli zaman araliklarinda PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) igerisinde BEVA sinyali
tizerinden diferansiyel puls voltamogramlari ve ii¢ tekrar deneyi ile Sekil 4.26°da

verilmistir.
Aktive edilmis PGE yiizeyiyle BEVA etkilesimine ait zaman aralig1 incelendiginde,

BEVA i¢in en iyi pik akimina sahip 11.026 pA ile 0.1 s zaman aralig ile calismalara devam

edilecektir.
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Sekil 4.26 2.5 mg/mL BEVA’nin PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) iginde PGE yiizeyinde (0.1- 0.5 s) araliginda farkli
zaman araliklarina ait diferansiyel pulse voltamogramlari.

4.11 Gelistirilen yontemin analitik performans o6zellikleri
PGE f{izerinde Voltametrik yontemin analitik performans ozelliklerinin, belirtilen

optimum PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) iceren destek ¢ozeltisinde arastirildigi ve BEVA
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bilesiginin tayini i¢in en iyi Voltametrik ve analitik kosullarin Tablo 4.3'te

listelenmistir.
1
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Sekil 4.27 (A) BEVA'nin farkli derisim araliginda (0.1- 0.7 mg/mL) PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) igerisinde
kaydedilen DPV degiskenleri: gerilim adimi, 0.03 V; modulasyon genligi,0.08V; modulasyon zamani,0.01 s;zaman
aralig1,0.1 s. (B): i;/C BEVA kalibrasyon egrisi. (DP/DT:+0.3 V/180 s)

Yukaridaki kosullar altinda, elektrokimyasal hiicreye belirli derisimlerde BEVA
standart ¢ozeltileri eklenmis ve voltammogramlar kaydedilmistir (li¢ kez). Her
ilaveden sonra +0,90 V civarindaki oksidasyon piki ol¢iilmiistiir. Sekil 4.27 ilgili
voltammogramlar1 ve konsantrasyon pik akim iligkisini gostermektedir.

Sekil 4.27 B'de verilen (0.1- 0.7 mg/mL) araliginda [/, (u A) = 8.18 Cgeva (mg/mL)
+2.01 (r=0.983, n=7)] yanit vermistir. Esitlikteki i, ylikseltgenme pik siddeti, C eva
derisimi ve R korelasyon katsayisidir.

LOD ve LOQ degerleri genellikle analitik yontemlerin duyarliligin1 degerlendirmek
icin kullanilir. LOD degeri, analitik sinyalin arka plan giiriltiisiine oraniyla
belirlenirken, LOQ degeri LOD'in 3 kat1 olarak hesaplanir. Bu degerler, analitik
yontemin ne kadar diisiik konsantrasyonlarda analit tespit edebildigini ve dl¢ebildigini
gosterir. Bu durumda, LOD, 0.026 mg/mL ve LOQ , 0.086 mg/mL olarak
belirlenmistir. LOD degeri, diisiik konsantrasyonlarda bile analit sinyalinin arka plan

giiriiltiisiine gore belirgin bir sekilde fark edilebildigini gosterirken, LOQ degeri ise
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daha diisiik konsantrasyonlarda da analit tespit edilebildigini ifade eder. Diger bir
Olciim olan BSS (gilin i¢i hassasiyet) ise, ayni giin igerisinde yapilan Ol¢limlerin
tekrarlanabilirligini degerlendirmek i¢in kullanilir. Bu durumda, BEVA igin
oksidasyon pik akimi ve geriliminin BSS degerleri yiizde 4.74 ve yiizde 0.65 olarak
bulunmustur. Bu degerler, ayni giin i¢inde yapilan Ol¢limlerin istikrarli ve
tekrarlanabilir oldugunu gosterir.

Bu sonuglar, analitik yontemin duyarliligini, hassasiyetini ve tekrarlanabilirligini
degerlendirmek i¢in 6nemli veriler saglamaktadir. LOD ve LOQ degerleri, yontemin
hangi konsantrasyonlarda kullanilabilecegini belirlemeye yardimci olurken, BSS
degerleri de yontemin giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini gostermektedir.

Bu veriler 1s18iInda BEVA i¢in belirlenen cihaz parametreleri Tablo 4.3 ‘de

gosterilmistir.

Tablo 4.3 BEVA tayini i¢in voltametrik yontem ile elde edilen deneysel ve aletsel degiskenler

Y dntem DPV

Elektrot PGE

Destek elektroliti PBS tampon (pH 3.0)
DPV degiskenleri

Gerilim adum 003V

Modulasyon genligi 008V

Modulasyon zamani 001s

Zaman aralig: D1s

Adsorptif sirma degiskenleri
Birltirme siiresiftace 180 s
Biriktirme gerilimi (Eace) 03V

4.12 Gercek Orneklerde Analiz

PGE kullanilarak gelistirilen voltametrik yontemin, idrar numunelerindeki
uygulanabilirligi test edilmistir. 0.04M (pH 3.0, 0.02M NaCl) ortamindan kaydedilen
blanck {irine ait DP voltammogrami kaydedilmistir. Urik aside ait pik yaklasik +0.58
V civarinda bir anodik pik gozlenmistir BEVA’nin analizinin, bu anodik sinyali
etkilemedigi goriilmiistir. +0.90 V civarinda beliren bir anodik pikin, idrar

numunesine eklenen BEVA’nin sinyalinin arttig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.28 BEVA’nin PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) ortaminda (0.047 -2.01 mg/mL) standart ilavelerinden

sonra idrar numunelerinde DPV voltoramlari. Kesikli ¢izgi, destekleyici elektrolit . DPV parametreleri
sekil 4.27'de verilmistir.

Tablo 4.4 BEVA igeren idrar 6rneklerinde geri kazanim

Ilave edilen Bulunan (mg/mL)*®  Geri kazanim® (%) + %RSD
0 0.187 +2.74

0.1 0.281 94.20 +3.98

0.4 0.613 106.50 £ 3.26

Bu sonuglar, idrar numunelerinde BEVA'min bagarili bir sekilde analiz

edilebilecegini gostermektedir.

4.13 Girisim

Bu caligmada biyolojik sivilarda bulunma olasiligi yiiksek epinefrin, eopamin, tirik
asit, triptofan, norepinefrin ve Fe **, Sn*2, Mg** ¢ozeltilerde girisim galisiimusgtir. 0.2
mg/mL NIVO ve 2.5 mg/mL BEVA sabit tutularak girisim yapacak ¢ozeltileri bu
derisimlerden 10 kat kadar derisik kullanarak olgiimler alindiginda NIVO ve BEVA

pik akimi ve yiiksekliginde dnemli bir degisime ugramadig1 gozlendi.
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4.14 dsDNA Miktarinin Belirlenmesine Yonelik Elektrokimyasal DNA
Biyosensor Tasarim Calismalarina Ait Bulgular
4.14.1 Voltametrik teknik secimine ait bulgular

dsDNA’nin fosfat tampon sistemi igerisinde adenin ve guanin sinyalleri {izerinden

DP voltamogramlart ile Sekil 4.29°da elde edilen voltamogrami verilmistir.
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Sekil 4.29 PG elektrot yiizeyinde 20 pg/ mL dsDNA’nin diferansiyel puls PBS (pH 3.0, 0.02M NaCI)
tamponunda. Elektrot aktivasyonu; +1.4 V/60 s (DP/DT:+0.6 V/ 240 s, 600 rpm karistirma hizi)

Yiizeyi aktive edilmis PGE’ye 20 pg/mL dsDNA immobilize edildikten sonra
adenin bazina ait yiikseltgenme sinyali; diferansiyel puls voltamogramu ile yaklagik
+1.1 V’da, ii¢ ardisik dl¢iim sonucu 1.4034 pA diizeyinde (bagil standart sapmasi
%?2.06) elde edildi.
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4.14.2 dsDNA’nin farklhh tampon sistemlerinin ve pH’nin elektrot yamitina

etkisine ait bulgular

dsDNA’nin farkli tampon sistemleri igerisinde Adenin sinyali iizerinden DP

voltamogramlar1 ve ii¢ tekrar deneyi ile Sekil 4.30° da elde voltamogramlar verilmistir

1 PBS:3.0 | PBS:3.0
10 = 1.0 -
] ] BR:2.0
0.8 — 08—
g . < BR:3.0
E 0.6 S l]ﬁ—_ BR:4.0
g 7 PBS:2.0 1
g 7 5
“ 04 © 04 -
] ABS:4.8 ]
02 7 02 l_‘YBR:s.u
. ) ] QM BR:6.0
. PBS:7.4 - BRA0
0 St : 0] —
F [ I T | rrri | T | T | rrrr I p— r [ | T | T | T | T | T |*
0 02 04 06 08 10 12 0 02 04 06 08 10 12
E/Vvs. (Ag/AgCl) E/Vvs. (Ag/AgCT)

Sekil 4.30 PG elektrot yiizeyinde 20 pg/ mL dsDNA’nin PBS (pH 2.0, 3.0, 7.4), ABS (pH 4.8) tamponlarinda BR
(pH 2.0- 7.0) ortamlarinda diferansiyel puls voltamogramlari. Elektrot aktivasyonu; +1.4 V/ 60 s, (+0.6 V, 240 s

Immobilizasyon siiresi, 600 rpm karigtirma hiz1)

Elektrokimyasal ¢aligmalarda destek ¢ozeltisi tiirli ve pH sec¢imi elektrot yiizeyinde ve
¢Ozelti ortaminda meydana gelen degisimlerin yorumlanmasinda son derece
onemlidir. PG elektrot +1.4 V/ 60 s aktive edildikten sonra 20 pg/mL dsDNA ile +0.6
V/240 s ve 600 rpm hizinda immobilize edip farkli tampon sistemleri; ABS (pH 4.8),
PBS (pH 2.0, 3.0, 7.4), BR (pH 2.0- 7.0) igerisinde Adenin bazi iizerinden DP
voltamogramlar1 (Sekil 4.30 A, B) sunulmustur. Sekil 4.30 detayli bakildiginda pH
degeri artikca adenin bazina ait pik potansiyeli ve guanin sinyalleri negatife dogru bir
kayma gosterdikleri belirlendi. Farkli destek elektrolitlerde alinan 6l¢iimlerde pH
degisimlerinden etkilendigi (Sekil 4.30 A, B) goriilmekte ve en duyarl analitiksel pik
sinyalinin PBS (pH 3.0, 0.02M NaClI) tamponu oldugu goriilmektedir.

4.14.3 NaCl Miktarmin etkisinin incelenmesi

Farkli NaClI derisimleri PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) i¢erisinde adenin sinyali {izerinden

DP voltamogramlari ve {i¢ tekrar deneyi ile Sekil 4.31°te verilmistir.
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Sekil 4.31 PG yiizeyinde 20 pg/ mL dsDNA’nin (0.0- 0.1 M) araliklarinda NaCI’nin pik sinyali iizerindeki
diferansiyel pulse voltamogramlari. (+0.6 V, 240 s immobilizasyon siiresi, 600 rpm karistirma hiz1).

PGE/dsDNA elektrot iizerindeki adenin ylikseltgenme sinyalinin NaCl derisiminin
etkisiyle nasil degistigini belirlemek amactyla DP voltamogramlar1 kullanilmistir. Bu
deneyde, PBS (pH 3.0, 0.02M NaClI) tampon i¢inde, farklt NaCl derisimleri (0.0-
0.1M) araliginda 6rnekler hazirlanmis ve her bir derisim i¢in DP voltamogramlari
kaydedilmistir. Voltamogram verileri kullanilarak adenin pik akimlari, NaCl
derisimine bagli olarak grafiksel olarak temsil edilmistir. Elde edilen grafik, NaCl
derisiminin adenin yiikseltgenme pik akimlar iizerindeki etkisini gdstermektedir.
Grafikte, NaCl derisimi arttik¢ca adenin pik akimlarinin azaldigi goriilmektedir. Bu
durum, NaCl'nin dsDNA iizerinde olusturdugu iyonik kuvvetin, adenin ve dsDNA
arasindaki elektrostatik etkilesimi azalttigin1 gosterir. Yani, yiiksek iyonik kuvvet
kosullarinda dsDNA'nin negatif yiikleri daha iyi korunur ve adenin molekiilleriyle
elektrostatik etkilesim zayiflar.

Bu bulgular, dsDNA ile NIVO arasindaki etkilesiminin iyonik siddetin etkisi altinda
oldugunu gostermektedir. Yiiksek NaCl derisimi, dsDNA ve NIVO arasindaki
elektrostatik etkilesimi azaltarak etkilesimi zayiflatabilir. Bu da dsDNA ve NIVO
arasindaki  etkilesimin daha c¢ok interkalasyon yoluyla gerceklestigini

diisiindiirmektedir. Sonug¢ olarak, iyonik siddetin, dsSDNA ve NIVO arasindaki
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etkilesimi etkileyen 6nemli bir faktdr oldugu sonucuna varilabilir (Sekil 4.31). Adenin
yiikseltgenme sinyallerinin 0.02 M NaCl derisimine (Ortalama deger, 1.320 pA; bagil
standart sapma, %5.18) kadar arttig1 daha sonra ise azaldig1 goriildii. Diisiik NaCl
konsantrasyonlarinda, ilaglarin dsDNA'nin negatif yukli fosfat gruplaria
elektrostatik olarak baglanmaktadir. Bu elektrostatik etkilesim, ilag molekiillerinin
dsDNA tizerindeki fosfat gruplart ile karsilikli ¢ekim kuvveti olusturmasina dayanr.
Diisiik iyonik kuvvet kosullarinda, fosfat gruplarinin negatif yiikleri daha belirgin hale
gelir ve ilag molekiilleri bu negatif yiiklere baglanabilir. Bu durum, ilaglarin dsDNA
ile elektrostatik etkilesim yoluyla baglanma egilimini gosterdigini ve interkalasyonun
on planda olmadigini gosterir. Bu tiir elektrostatik etkilesimler, ilaglarin dsDNA
tizerinde spesifik baglanma bolgeleri olusturmasina ve ila¢ etkinligini etkileyen
faktorlerden biri olmasina yol acabilir. Yiiksek NaCl derisimlerinde, dSDNA molekiilii
pozitif yiiklii Na+ iyonlartyla yogun bir sekilde etkilesir. Bu etkilesme sonucunda,
dsDNA molekiilii daha fazla Na+ iyonu tarafindan g¢evrelenir. Bu ¢evreleme siireci,
ila¢ molekiillerinin dsDNA ile elektrostatik etkilesimini azaltir. Bu durumda, yiiksek
NaCl derisimlerinde dsDNA ve ila¢c molekiilleri arasindaki etkilesim genellikle
interkalasyon yoluyla gerceklesir. Interkalasyon, ila¢ molekiillerinin dsDNA'nin ¢ift
sarmal arasina girerek yerlesmesi anlamina gelir. Bu durumda, dsDNA'nin negatif
yiikleri iyonik koruyucu bir kalkan olusturarak ilag molekiillerinin interkalasyonunu
kolaylastirir. Bu nedenle, iyonik kuvvetin artmasiyla birlikte ilag molekiilleri dsSDNA
cift sarmali arasina interkale olma egilimi gosterir. Bu bulgular, dsDNA-ilag
etkilesimlerinin iyonik kuvvetin ve NaCl derisiminin 6nemli faktorler oldugunu

gostermektedir (Zeybek vd., 2020).

4.14.4 DNA miktarinin belirlenmesine ait bulgular

Farkli DNA derisimleri PBS (pH 3.0, 0.02 M NaCl) igerisinde adenin ve guanin
sinyalleri iizerinden DP voltamogramlar1 ve {i¢ tekrar deneyi ile Sekil 4.32’da

verilmistir.

83



0 0.2 04 06 08 1.0
Gerilim, V-

et
I

Sekil 4.32 dsDNA’nin 10- 50 pg/ mL derisim araliginda PG yiizeyinde PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) ortaminda
diferansiyel puls voltamogramlari.

DNA’nin ¢alisma elektrodu yiizeyinde sabitlenmesi, elektrokimyasal DNA
sensOriiniin yapiminda 6nemli bir adimdir. Yiizeyi aktive edilmis PGE’e uygun
dsDNA derisimini saptamak amaciyla PG elektrot yiizeyinde pozitif gerilim (+ 0.6 V)
uygulayarak dsDNA elektrokimyasal olarak immobilize edildi. dsDNA (10-50 pg/
mL) farkli derisim araliklarinda DPV 6l¢iimleriyle elde edilen adenin pik akim
degerlerinden yararlanildi. Yiizeydeki spesifik olmayan baglanmalar1 uzaklastirmak
icin PG elektrot yiizeyi PBS (pH 3.0, 0.02M NacCl) destek ¢ozeltisiyle yikandi. Alinan
Ol¢iimlerde Sekil 4.32°de goriildiigl gibi en 1yi pik akimina sahip 20 pg/ mL DNA’ in
daha immobilize oldugu gozlendi. Pik akimi degerleri sirasiyla 1.498 pA, 1.573 A,
1.603 pA diizeylerinde bulundu (ortalama deger, 1.558 pA, % BSS 3.47)

4.14.5 Karistirma hizinin elektrot yanitina etkisine ait bulgular

dsDNA’nin farkli karistirma hizlarinda PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) igerisinde adenin
sinyali lizerinden DP voltamogramlari ve ti¢ tekrar deneyi ile Sekil 4.33°de elde edilen

voltamogram verilmistir.
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Sekil 4.33 20 pg/ mL dsDNA’nin PG elektrot yiizeyinde PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) ortaminda 350- 700 rpm farkl
karistirma hizlarindaki diferansiyel puls voltamogramlari.

DNA’nin elektrot yiizeyinde sabitlenmesi i¢in karistirma hiziyla homojen bir yap1
olusturup DNA’ nin elektroda immobilizasyonu kolaylastirilabilmektedir. Bu amagla
(350- 600 rpm) araliginda dl¢timler alinmistir. Sekil 4.33 incelendiginde DNA’nin PG
elektrot ylizeyine 600 rpm karistirma hiziyla daha iyi tutundugu ve daha duyarli bir
pik verdigi goriilmektedir. En 1yi pik akimi degerleri sirasiyla 4.684 pA, 4.836 pA,
4.910 pA diizeylerinde bulundu (ortalama deger, 4.810 pA, % BSS 2.39).

4.14.6 dsDNA immobilizasyon siiresinin elektrot yanitina etkisine ait bulgular

dsDNA’nin farkli immobilizasyon siirelerinde PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) igerisinde
adenin sinyali iizerinden DP voltamogramlar1 ve ii¢ tekrar deneyi ile Sekil 4.34’te

verilmistir.
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Sekil 4.34 20 pg/ mL dsDNA’nin PG yiizeyinde PBS (pH 3.0, 0.02M NaCI) ortaminda (120- 420 s) farkli
immobilizasyon zamanlarinda diferansiyel puls voltamogramlari.

En iyi sensor DNA immobilisazyona ulagmak icin dsDNA derisimi ve karigtirma
hizinin ardindan (120 -420 s) araliginda immobilizasyon siiresi ¢alisildi. Sekil 4.34°te
20 pg/ mL dsDNA immobilize edildikten sonra adenine ait pik siddeti 240 s kadar bir
artis gosterdigi, devaminda sensor yanitinin pik siddetinde bir azalmanin oldugu
gbzlendi. Bundan dolay1 immobilizasyon stiresi 240 s olarak devam edilmistir. 240 s
ait pik akimi degerleri sirasiyla 6.908 pA, 7.653 pA, 9.003 pA diizeylerinde bulundu
(ortalama deger, 7.857 pA, % BSS 13.5).

4.14.7 dsDNA’ya ait diferansiyel puls parametrelerinin elektrot yanitina etkisine

ait bulgular

Hassas ve simetrik voltogramlar elde etmek i¢in DPV‘ye ait cihaz parametreleri
calisildi. PBS (0.02 M NaCl igeren, pH 3.0) igerisinde +1.4 V / 60 s aktivasyonundan
sonra 20 pg/ mL dsDNA ile +0.6 V/240 s ve 600 rpm hizinda immobilize edilip adim
potansiyeli (0.01- 0.09 mV), modulation genligi (0.02- 0.12 mV), modulation zamani
(0.02- 0.12 s) ve zaman arali1 (0.1- 0.5 s) araliklarinda adenin sinyali iizerinden
parametreler optimize edildi. Bu amagla calisilan parametredeki veriler degistirilmis,

diger parametreler sabit tutularak ol¢timler alinmistir.
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Gerilim adiminin elektrot yanitina etkisi:
dsDNA’nin farkli adim gerilimlerinde fosfat tamponu (pH 3.0) icerisinde adenin

sinyali tizerinden DP voltamogramlar1 ve {i¢ tekrar deneyi ile Sekil 4.35°te

verilmistir.
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Sekil 4.35 20 ug/ mL dsDNA’nin PG yiizeyinde (0.005- 0.03 V) araliginda farkl gerilim adimlarinda diferansiyel
pulse voltamogramlar1. (+0.6 V, 240 s DNA Immobilizasyon siiresi, 600 rpm karigtirma hiz1).

Aktive edilmis PGE yiizeyine immobilize edilmis dsDNA etkilesimine ait adim
gerilimi incelendiginde, Adenin i¢in en iyi pik akimina sahip 9.324 pA ile 0.02 V adim

gerilimi ile ¢galigmalara devam edilecektir.

Modulasyon genliginin elektrot yanitina etkisi:
dsDNA’nin farkli modulasyon genliginde PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) igerisinde
adenin sinyali lizerinden DP voltamogramlar1 ve ii¢ tekrar deneyi ile Sekil 4.36’da

verilmistir.
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Sekil 4.36 20 pg/ mL dsDNA’nin PG yiizeyinde (0.02- 0.12 V) aralifinda farkli modiilasyon genliklerinde
diferansiyel pulse voltamogramlar1. (+0.6 V, 240 s DNA Immobilizasyon siiresi, 600 rpm karigtirma hiz1).

Aktive edilmis PGE yiizeyine immobilize edilmis dsDNA etkilesimine ait modulasyon
genlikleri incelendiginde, Adenin i¢in en iyi pik akimina sahip 10.938 pA ile 0.08 V

modulasyon genligi ile calismalara devam edilecektir.

Modulasyon siiresi elektrot yanitina etkisi:
dsDNA’nin farkli modulasyon siirelerinde PBS (pH 3.0, 0.02M NaClI) igerisinde
adenin sinyali lizerinden DP voltamogramlar ve ii¢ tekrar deneyi ile Sekil 4.37°de

verilmistir.
Aktive edilmis PGE ylizeyine immobilize edilmis dsDNA etkilesimine ait modulasyon

zamani incelendiginde, Adenin i¢in en iyi pik akimima sahip 12.121 pA ile 0.04 s

modulasyon zamani ile ¢alismalara devam edilecektir.
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Sekil 4.37 20 pg/ mL dsDNA’nin PG yiizeyinde (0.02- 0.12 s) farkli modulasyon siirelerinde diferansiyel pulse
voltamogramlart. (+0.6 V, 240 s DNA Immobilizasyon siiresi, 600 rpm karistirma hiz1).

Zaman araliginin elektrot yanitina etkisi:
dsDNA’nin farkli zaman araliklarinda PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) igerisinde adenin

sinyali lizerinden DP voltamogramlar1 ve ti¢ tekrar deneyi ile Sekil 4.38’te verilmistir.
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Sekil 4.38 20 pg/ mL dsDNA’nin PG yiizeyinde farkli (0.1- 0.5 s) zaman araliginda diferansiyel pulse
voltamogramlar1. (+0.6 V, 240 s DNA immobilizasyon siiresi, 600 rpm karistirma hiz).

89



Aktive edilmis PGE yiizeyine immobilize edilmis dsSDNA etkilesimine ait modulasyon
zaman incelendiginde, Adenin i¢in en iyi pik akimina sahip 12.254 pA ile 0.4 s zaman
aralig1 ile caligmalara devam edilecektir. Bu veriler 1s1¢inda dsDNA igin belirlenen

cihaz parametreleri Tablo 4.5 ‘te gdsterilmistir.

Tablo 4.5 dsDNA tayini i¢in voltametrik yontem ile elde edilen deneysel ve aletsel degiskenler

Y én tem DPV

Elektrot PGE

Destek elektroliti PES tampon (pH 3.0)
DPV degiskenleri

Gerilim adim 002V

Modulasyon genligi D08V

Modulasyon camani 0.04s

Zaman aralig 04s

4.15 NIVO dsDNA Etkilesiminin incelenmesi
4.15.1 Elektrokimyasal karakterizasyon

PGE, PGE/dsDNA ve PGE/dsDNA/NIVO (dsDNA ve NIVO ile modifiye edilmis PG
elektrotlarinin elektrokimyasal davranislar1 incelenmistir. Bu inceleme i¢in 5.0 mM
[Fe (CN)]*™* (1:1) ve 0.1 M KCI ¢ozeltisi kullamlmistir. Déniisiimlii
voltamogramlar, elektrotlarin elektrokimyasal davranisini degerlendirmek i¢in
kullanilan bir tekniktir. Bu voltamogramlar, potansiyel araliginda gergeklestirilen
taramalar sirasinda akim degisimlerini gosterir. Sekil 4.39'da PGE, PGE/dsDNA ve
PGE/dsDNA/NIVO elektrotlarina ait doniistimlii voltamogramlar goériilmektedir.
Voltamogramlar incelendiginde, PGE yiizeyinin dsDNA ile kaplandiginda anodik ve
katodik pik akimlar1 degismistir. Ayrica, [Fe (CN)e¢> " tiiriine ait piklerin 0.0- 0.5 V
araliginda yer aldigi goriilmiistir. PGE, PGE/dsDNA ve PGE/dsDNA/NIVO
elektrotlar1 icin AEp (anodik ve katodik pikler arasindaki potansiyel fark) degerleri
sirastyla 0.156 'V, 0.666 V ve 0.537 V olarak hesaplanmistir. Bu sonuglardan,
PGE/dsDNA elektrodun yiikseltgenme mekanizmasim1 gelistirdigi sonucuna
varilabilir. PGE/dsDNA/NIVO elektrotunda ise dsSDNA'nin negatif yiikiiyle elektrot
yiizeyinin kaplandigi ve dsDNA-NIVO etkilesimi sonucunda AEp degerinde bir
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azalma oldugu gozlemlenmistir. Bu durum, dsDNA'nin PGE/dsDNA yiizeyine
immobilize oldugunu ve ilag ile etkilesime girdigini gostermektedir. Bu bulgular,
elektrotlarin modifikasyonunun elektrokimyasal davraniglar1 tizerindeki etkisini ve
dsDNA ile NIVO arasindaki etkilesimi anlamamiza yardimci olmaktadir. (Wang,
2006).
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Gerilim, V

Sekil 4.39 PGE, PGE/dsDNA ve PGE/dsDNA/NIVO elektrotlarinin 5.0 mM [Fe (CN)s]>* igeren 0.1 M KCl
¢ozeltisindeki CV voltamogramlari (Tarama hizi 50 mV s™)

Tablo 4.5 PGE, PGE/dsDNA ve PGE/dsDNA/NIVO elektrotlarmin 5.0 mM [Fe (CN)s]*>7* igeren 0.1 M KCl
¢ozeltisindeki elektrokimyasal karakteristiklerinin karsilagtiriimasi.

Elektrot Epa/V Epc/V AEp /W Ipa/nA Ipc/ nA
PGE 0.298 0.142 0.156 39934 -36.446
PGE/DNA 0.569 -0.097 0.666 23.298 -14.359
PGE/NIVO-DNA 0423 -0.114 0.537 16.642 -1.661

PGE, PGE/dsDNA ve PGE/dsDNA/NIVO (dsDNA ve NIVO ile modifiye edilmis PG
elektrotlarinin elektron transfer 6zellikleri elektrokimyasal impedans spektroskopisi
(EIS) yontemiyle incelenmistir. Sekil 4.40° ta, elde edilen Nyquist egrileri
gbsterilmistir. Nyquist egrisi, Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS)
spektrumunda yiiksek frekanslarda yarim daire seklinde ve diisiik frekanslarda

dogrusal bir boliim olarak gozlenir. Yarim daire, sinirl elektron transferini temsil
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ederken, dogrusal boliim difiizyon olayini ifade eder. Yarim dairenin ¢ap1, genellikle
elektron veya yiik transfer direnci (Re) ile iliskilidir. Biiyiik bir Re; degeri, yarim
dairenin ¢apinin genis oldugunu ve bu durumun elektron transferinin yavas oldugunu
gosterir. Nyquist egrisi, elektrokimyasal sistemlerde elektron transferi ve difiizyonun
analizinde 6nemli bir ara¢ olarak kullanilir. Bu egrilerin incelenmesi, elektrotlarin
elektrokimyasal dzellikleri hakkinda bilgi saglar. Ornegin, PGE/dsDNA elektrotunda
dsDNA'min eklenmesi, elektron transferinin sinirli oldugu yarim daire kisminin
genislemesine ve R degerinin artmasina neden olmustur. PGE/dsDNA/NIVO
elektrotunda ise NIVO'nun eklenmesi, elektron transfer direncinde degisikliklere yol
acabilir. Nyquist egrileri, elektrotlarin yiizey Ozellikleri, etkilesimleri ve
elektrokimyasal davranislar1 hakkinda bilgi saglayarak, elektrotlarin performansini ve

etkilesimlerini anlamamiza yardimci olur.
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Sekil 4.40 Yalin PGE, PGE/dsDNA ve PGE/dsDNA/NIVO elektrotlarinin 5,0 mM [Fe (CN)s]>"* igeren 0,1 M
KCl ¢ozeltisindeki Nyquist egrileri ve devre elemanlari.

Sekil 4.40’ta EIS deneyleri, bir Randles tipi esdeger elektrik devre kullanildi. Devrede
elektron transfer hizini gosteren Rec degerleri, yalin (PGE), 1032.2 Q (PGE/dsDNA),
2440.9 Q (PGE/dsDNA/NIVO) 1243.8 Q R degerlerinde gozlendi. Bu da DNA ‘nin
elektrot yiizeyinde immobilize oldugunu ve NIVO etkilesimi ile PG elektrot yiizeyinde
elektron transferinin artig1 gézlenmektedir. Ayrica PGE/dsDNA/NIVO (Rc:1243.8 Q)
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elektrodunun ylizeyi PGE/dsDNA (Rc:2440.9 Q) elektrodunun ylizeyinden daha
biiyiik oldugu goriilmektedir.

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) teknigi kullanilarak DNA modifikasyonu ve
NIVO DNA etkilesiminin mikroskobik karakterizasyonu incelenmistir (Sekil 4.41 A).
20 pg/ mL DNA'nin PGE’de immobilizasyonu, DNA molekiillerinin ¢ok katmanl
grafit ylizeyinde istiflenmesiyle acik¢a goriilebilir (Sekil 4.41 B). 0.2 mg/mL NIVO
ve 20 pg/ mL DNA'nin PGE'deki etkilesiminden sonra, grafit yiizeyi kismen

kaplanabilir ve katmanlar tizerinde bazi parlak noktalar gézlemlenebilir (Sekil 4.41 C).

Sekil 4.41 (A) Yalin halde PGE (B) 20 pg/mL DNA'nin immobilizasyonundan sonra (C) 20 pg/mL DNA'nin
immobilizasyonu ve 0.2 mg/mL NIVO etkilesimi sonrasinda PG elektrotlarina ait SEM goriintiileri.
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Sekil 4.42 (A) Yalin PGE, (B) 20 pg/ mL DNA'nin immobilizasyonundan sonra (C) PGE 'de20 pg/ mL DNA’nin
0.2 mg/mL NIVO ile etkilesimi sonrasindaki EDX spektrumlari.

Tablo 4.6 EDX spektrumlarinda karbon, oksijen, fosfor atomlari i¢in elementel agirlik ve atomik yiizdeleri (A)
Yalin PGE (B) PGE’ de 20 pg/ mL DNA'nin immobilizasyonundan sonra (C) PGE 'de20 pg/ mL DNA'm 0.2
mg/mL NIVO ile etkilesiminden sonra

Element Agirhk%  Atomik%

C 100 100
A O 0.00 0.00
P 0.00 0.00
C 86.17 91.31
B O 5.24 4.17
P 859 4.52
C 8426 8948
C O 932 743
P 6.42 3.09
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Enerji dagilimli X-1511 spektroskopisi (EDX) spektrumlari ve belirlenen atomlarinin
elementel konsantrasyonlari Tablo 4.7° de sunulmustur. DNA'nin PGE {izerinde
immobilizasyonundan sonra, O ve P agirlikca % degerlerinde artisa neden oldugu
(Tablo 4.7) goriilmektedir. Bu sonug, PGE elektrot yiizeyinde DNA’nin
immobilizasyon siirecinden sonra DNA'nin oksijen, azotlu baz ve fosfat omurgasina
sahip niikleotidlerin devreye girmesinin bu atomlarin diizeylerinde artisa neden
oldugunu gostermektedir. NIVO/DNA'nin PGE ylizeyinde etkilesiminden sonra, C ve
O atomlarindan zengin NIVO molekiillerinin katilmasi sonucu O atomlarimin
diizeylerinde % oranlarinda bir artisa neden olmustur. Mikroskobik sonug¢lar, DNA'nin
immobilizasyonunun ve NIVO/DNA etkilesimin tek kullanimlik PG elektrot
yiizeyinde basaril1 bir sekilde uygulanabildigini gostermistir.

4.15.2 NIVO’ nun dsDNA etkilesimin diferansiyel puls voltametri teknigi ile
arastirllmasina ait bulgular

Optimize olmus cihaz parametreleriyle elde edilen dsDNA’nin PBS (pH 3.0, 0.02M
NaCl) icerisindeki DP voltamogrami Sekil 4.43’te verilmistir.
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Sekil 4.43 PG elektrot yiizeyinde 20 pg/ mL dsDNA’nin diferansiyel puls voltamogrami, 0.02 M NaCl iceren PBS

(pH 3.0, 0.02M NaClI). (+0.6 V, 240 s DNA Immobilizasyon siiresi, 600 rpm karistirma hiz1). DPV parametreleri:
gerilim adimi, 0.02 V; modulasyon genligi,0.08V; modulasyon siiresi,0.04 s;zaman aralig1,0.4 s.
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Aktive edilmis PGE yiizeyine 20 pg/ mL dsDNA, PBS (pH 3.0, 0.002M NaCl)
icerisinde immobilize edildikten sonra adenin bazina ait yiikseltgenme sinyali
yaklasik +1.0794 V’da gozlendi ve ii¢ tekrar 6l¢ciim sonucu 4.179 pA, 4.355 pA ve
5.031 pA diizeyinde bulunan pik akimlarinda % BSS 9.95 olarak hesaplandi.
Guanin bazina ait yiikseltgenme sinyali ise yaklasik +0.867 V’da gdzlendi ve ii¢
ardisik Slglim sonucu 1.209 pA diizeyinde bulunan pik akiminin bagil standart

sapmas1 % 7.98 olarak hesaplandi.

Optimum DPV parametereleriyle NIVO’nun PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) igerisinde

DP voltamogrami Sekil 4.44’te sunulmustur.
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Sekil 4.44 0.2 mg/mL NIVO’nun PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) PG elektrot kullanarak elde edilen diferansiyel puls
voltogrami. DPV parametreleri sekil 4.13’te verilmistir.

Aktive edilmis PGE yiizeyine PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) igerisinde 0.2 mg/mLM
NIVO tuturulduktan sonra yiikseltgenme sinyali yaklasik +0.88 V’°da gbzlendi ve ii¢
tekrar Ol¢iim sonucu 8.003 pA, 7.846 pA ve 6.968 pA diizeyinde bulunan pik
akimlarinda % BSS 7.32 olarak hesaplandi. dsDNA immobilize edilmis elektrot ile
NIVO arasindaki etkilesim siiresinin belirlenmesi i¢in (30- 210 s) saniye siirelerinde
0.2 mg/mLNIVO ile ol¢limler alindi. Adenin ve guanin molekiillerinin etkilesim
sonrasinda, pH 3.0 ve 0.02 M NaCl igeren PBS ortaminda (+0.0 V) - (+1.3 V)
potansiyel araliginda DPV kullanilarak yiikseltgenme pik akimlar1 belirlendi (Sekil
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4.45). Sekil incelendiginde, etkilesim siiresi arttikga adenin ve guanin sinyallerinin
azaldig1 gozlendi. Bu durum, DNA'nin elektrot yiizeyinde NIVO ile etkilestiginde
NIVO-DNA kompleksi olusturmasiyla iliskilidir. DNA miktarindaki azalma ve
NIVO-DNA kompleksinin DNA'ya gore daha diisiik etkinlik gostermesi,
yiikseltgenme pik potansiyelinde azalmaya neden olur. Guanin agisindan, azalma
oraninin neredeyse sabit kaldig1r 150 saniye siiresi, optimum etkilesim siiresi olarak

secilmistir.

== 20 ng/ mL ds-DNA
0.2 mg/mL NIVO

i
0.8 0.9
Gerilim, V
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Sekil 4.45 20 pg/ mL dsDNA ile 0.2 mg/mL NIVO’nun PBS (pH 3.0, 0.02M NaCI) ortaminda PG elektrot

yiizeyinde etkilesim siirelerine (30- 210 s) ait diferansiyel puls voltogramlar1. (+0.6 V, 240 s DNA Immobilizasyon
siiresi, 600 rpm karigtirma hizi). DPV parametreleri sekil 4.43’te verilmistir.

Optimum deney kosullar1 belirlendikten sonra NIVO dsDNA arasindaki etkilesim
Bolim 3.5 belirtildigi gibi uygulanip adenin ve guanin sinyallerindeki degisim
arastiritlmistir. NIVO dsDNA arasindaki etkilesim sonucunda adenin ve guanin
yiikseltgenme sinyallerinin pik akimlarinda analitiksel olarak degerlendirilecek bir
azalma (Sekil 4.46 ve Tablo 4.8) gbzlendi ve bu verilerden kolayca anlasilacagi iizere
NIVO’nun yiik transfer kuvvetleriyle DNA’nin heliks yapisinin arasina girerek
DNA’y1 deforme ettigi sonucuna varilir.

NIVO dsDNA ile etkilesiminin PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) igerisinde alinmig DPV
Sekil 4.46°da sunulmustur.
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Sekil 4.46 20 pg/ mL dsDNA ve 0.2 mg/mLNIVO’nun PBS (pH 3.0, 0.02 M NaCl) ortaminda PG elektrot
yiizeyinde (a) Etkilesim 6ncesi (b) 150 s, Etkilesim sonrasi, diferansiyel puls voltamogramlar1. (+0.6 V, 240 s DNA
Immobilizasyon siiresi, 600 rpm karistirma hizi). DPV parametreleri sekil 4.43°te verilmistir.

Tablo 4.7 PG elektrot yiizeyinde PBS (pH 3.0, 0.02 M NaCl) igerisinde 20 ug/ mL dsDNA ve 0.2 mg/mLNIVO
etkilesim Oncesi ve sonrasi adenin ve guanin dncesi ve sonrast degisim.

DPYV Sonuglan Etkilesim oncesi Etkilesim sonras1  Sinyaldeki degisim %
Adenin 4753 £0.39 0.763 £0.28 9%83.9

yiikseltgenme
sinyali (nA)
Guanin 0.6905 £0.16 0.108 +0.22 %84 .4
yiikseltgenme

sinyali (nA)

NIVO dsDNA arasindaki etkilesim sonucunda dsDNA’nin yiikseltgenme
sinyallerinin pik akimlarinda analitiksel olarak degerlendirilecek bir azalma g6zlendi.
Ayrica NIVO’ya ait yiikseltgenme piki ile guanine ait yilikseltgenme piki girisim
yaptigindan bu ¢alisma kapsaminda DNA ’nin adenin yiikseltgenme sinyali tizerinden

degerlendirilmesine karar verildi. Etkilesim Oncesi 4753 nA diizeyinde bulunan
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adenin pik akiminin, etkilesim sonrasinda 763 nA diizeyine geriledigi saptandu.

Guanin ise etkilesim dncesi 690.5 nA, etkilesim sonrasi ise 108 nA oldugu saptandi.

1.1 4.15.3 NIVO-dsDNA etkilesiminin UV-Vis. spektrofotometrisi ile
incelenmesi

UV-goriiniir spektroskopi, ilaglar ve DNA arasindaki etkilesimi incelemek i¢in yaygin
kullanilan bir yontemdir. Spektral degisiklikler, ilacin konsantrasyonu sabit tutularak
ve artan diizeylerde DNA ilavesi ile gozlemlenebilir (Rehman vd., 2015). Sekil 4.47
A, B ‘de 10-100 pg/mL NIVO ve 1-10 pg/mL dsDNA artan derisimlerde absorbsiyon
band spektrumlar1 dogrusal olarak artig1 goriilmektedir. NIVO molekiiliiniin dsDNA
ile etkilesimi UV-Vis Spektroskopisi teknigi kullanilarak incelenmistir. NIVO, farkli
derigimlerde (1-10 pg/mL) dsDNA ile etkilestirilmis ve 220-400 nm dalga boyu
araliginda spektrumlart kaydedilmistir. Sonuglara gore, NIVO'nun 279.10 nm'de bir
absorbsiyon piki oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.47C incelendiginde, sabit NIVO
iceren ortamda dsDNA miktarmin artmasiyla birlikte NIVO'nun 279.10 nm'deki
absorbsiyon pikinin azaldig1r gézlenmistir. dSSDNA miktarindaki artigla her olglimde
NIVO pikinin yaklasik olarak 1-2 nm daha kisa dalga boyuna kaydigi (hipsokromik
etki olarak adlandirilan maviye kayma) goézlemlenmistir. Bu etkilerin sebebi,
DNA'daki bazlardaki ortaklanmamais elektron ¢iftleri ile hidrojen baglar1 vermesidir.
Bu hidrojen baglari, NIVO molekiilii ile etkilesime girerek NIVO'nun absorbsiyon
ozelliklerini degistirebilir. Bu gozlemler, NIVO ve dsDNA arasindaki etkilesimin
dogasii ve molekiiler etkilesim mekanizmalarin1 anlamamiza yardimer olmaktadir.
NIVO (40 pg/mL), artan dsDNA (1-10 pg/mL) konsantrasyonu etkilestirildiginde,
(Sekil 4.47 C). NIVO ve dsDNA arasindaki giiclii etkilesim nedeniyle onemli
hiperkromik etkide gozlendi. Bu, NIVO ve dsDNA'nin hidroksil grubu arasinda
hidrojen bagi olusumu yoluyla meydana gelen NIVO-dsDNA'da hiperkromik etkinin
varligim disiindiiriir. Buda, NIVO ve DNA arasindaki etkilesimin elektrostatik

baglanma yoluyla etkilestigini diislindiirmektedir.
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Sekil 4.47 (A) UV- Vis. Absorbsiyon spectrometresinde (10-100 pg/mL) NIVO (B). 1-10 pg/mL DNA (C). 40

pg/mL NIVO ve) 1-10 pg/mL DNA etkilesimine ait spektrumlar. (D) NIVO ve dsDNA arasindaki etkilesim igin
baglanma sabiti igin Bensessi-Hildebrand grafigi

NIVO-DNA baglanma sabiti veya birlesme sabiti, Benesi-Hildebrand denklemi
kullanilarak belirlendi (Rahman vd., 2017; Bkz. Denklem 2.2). Baglanma sabiti (K),
ilag-dsDNA kompleksinin absorbans degeri (A) ile ilacin absorbans degeri (Ao)
arasindaki iligkiyi temsil eder. Bu hesaplama ig¢in, ilacin ve NIVO-dsDNA
kompleksinin absorbsiyon katsayilari olan € ve €4-¢ kullanildi. Baglanma sabiti (K),
1/[DNA] grafiginin Ao/(A—Ao) karsisinda ¢izildigi noktanin egime oranindan elde
edildi. Baglanma sabiti (K) degeri, 8.93x10™ olarak hesapland1. Bu deger, NIVO ve
dsDNA arasindaki etkilesmenin giiciinii ve baglanma termodinamigini yansitmaktadir.
Bu bulgular, NIVO'nun dsDNA ile etkilesim mekanizmasinin anlagilmasina ve ilag
tasarimu siireglerinde kullanilan baglanma sabitlerinin belirlenmesine 6nemli bir katki

saglamaktadir.Baglanmanin serbest enerjisi (Husain vd., 2015; Bkz. Denklem 2.8);
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Burada AG gozlemlenen baglanma serbest enerjisidir, R gaz sabitidir (1.987 cal K!
mol!), T mutlak sicakliktir (298.15 K) ve Kb baglanma sabitidir. AG- 6.754 kcal mol’
! olarak bulundu. Buda baglanmanin herhangi bir 6n isleme gerek duyulmaksizin

kendiliginden gerceklestigini ortaya koymaktadir.

4.16 BEVA dsDNA Etkilesiminin incelenmesi
4.16.1 Elektrokimyasal karakterizasyon

PGE, PGE/dsDNA ve PGE/dsDNA/BEVA elektrotlarinin elektrokimyasal
ozelliklerini arastirmak amaciyla, 0.1 M KCI ¢bzeltisi i¢inde 5.0 mM [Fe(CN)g]*>"+
(1:1) redoks ¢ifti kullanilmistir. [Fe(CN)e]*”* probu , modifiye elektrotlarin
elektrokimyasal ozelliklerini degerlendirmek icin kullanilan bir redoks ciftidir.
Dontigiimlii voltamogramlar, -0.6 V ile +1.3 V araliginda ve 100 mV/s tarama hizinda
kaydedilmistir. Sekil 4.48'de PGE, PGE/dsDNA ve PGE/dsDNA/BEVA elektrotlarina
ait dongiilii voltamogramlar goriilmektedir. Voltamogramlar incelendiginde, PGE
yiizeyinin dsDNA ile kaplandiginda anodik ve katodik pik akimlarinin azaldigi ve AEp
(pikler arasindaki potansiyel farki) degerinin degistigi goriilmiistiir. Tablo 4.9'da ise
PGE, PGE/dsDNA ve PGE/dsDNA/BEVA elektrotlari i¢in hesaplanan AEp degerleri
strastyla 0.325 'V, 0.214 V ve 0.292 V olarak belirlenmistir. PGE/dsDNA elektrodunun
reaksiyonunu 6nemli dl¢lide gelistirdigi ve elektroaktif yiizeyi artirdigi sdylenebilir.
Ayrica, PGE/dsDNA/BEVA elektrodunda dsDNA'nin negatif ylikiiyle kaplandig1 ve
dsDNA ile BEVA arasindaki etkilesim sonucunda AEp degerinde bir degisme oldugu
gbzlenmistir. Bu bulgular, dsDNA'nin PGE/dsDNA yiizeyine immobilize oldugunu ve
illag olan BEVA ile etkilesime girdigini diisiindiirmektedir. Elektrokimyasal
ozelliklerin ve elektrotlarin modifikasyonunun, elektrokimyasal redoks tepkimelerini
etkileyebilecegini ve elektrot ylizeyindeki etkilesimlerin arastirilmasinda 6nemli bir

rol oynayabilecegini gostermektedir (Wang, 2006).
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Sekil 4.48 PGE, PGE/dsDNA ve PGE/dsDNA/BEVA elektrotlarinm 5,0 mM [Fe (CN)s]*7* igeren 0,1 M KCl
¢ozeltisindeki doniisiimlii voltamogramlari (Tarama hizi 100 mV s')

Tablo 4.8 PGE, PGE/dsDNA ve PGE/dsDNA/BEVA elektrotlarinmn 5.0 mM [Fe (CN)¢]*7* igeren 0.1 M KCI
i¢indeki elektrokimyasal karakteristiklerinin karsgilagtirilmasi (tarama hizi 50 mV s1)

Elektrot Epa/V  Ep/V  AEp/V  ILha/pA Ik / pA
PGE 0.411 0.086 0.325 29.38 -21.04
PGE/dsDNA 0.386 0.172 0.214 24.28 -29.26
PGE/dsDNA/BEVA 0.459 0.167 0.292 4.29 -3.96

Bu c¢alismada, PGE, PGE/dsDNA ve PGE/dsDNA/BEVA elektrotlarinin elektron
transfer Ozellikleri, elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) metodu
kullanilarak incelenmistir. Sekil 4.49'da sunulan Nyquist egrileri, yiiksek frekanslarda
yar1 daire seklinde ve diislik frekanslarda dogrusal bir bolgeye sahiptir. Yar1 daire
boliimii, elektron transferinin kisitlayic1 bir olayr temsil ederken, dogrusal boliim
difiizyon olaym ifade etmektedir. Yar1 dairenin ¢api, elektron veya yiik transfer
direncine (Rct) esittir.Bu sonuglar, elektrokimyasal etkilesimlerin ve elektron

transferinin incelenmesinde EIS yonteminin kullanilabilirligini gostermektedir.
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Sekil 4.49 (a) PGE, (b) PGE/dsDNA ve (c) PGE/dsDNA/BEVA elektrotlarinin 5.0 mM [Fe (CN)s]>*7* iceren 0,1
M KCI ¢ozeltisindeki Nyquist egrileri ve devre elemanlari

Sekil 4.49°da EIS deneyleri, bir Randles tipi esdeger elektrik devre kullanildi. Devrede
elektron transfer hizin1 gosteren Ret degerleri, yalin (PGE), 960.62 Q (PGE/dsDNA),
2438.5 Q (PGE/dsDNA/BEVA) 1331.3 Q Rct degerlerinde gozlendi. Bu da DNA ‘nin
elektrot yiizeyinde immobilize oldugunu ve BEVA etkilesimi ile PG elektrot
yiizeyinde elektron transferinin artigini géstermektedir. Ayrica PGE/dsDNA/NIVO
(Ret 1331.3 Q) elektrodunun ylizeyi PGE/dsDNA (Rct:2438.5 Q) elektrodunun
yiizeyinden daha biiyiik oldugu goriilmektedir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) teknigi kullanilarak DNA modifikasyonu ve
BEVA DNA etkilesiminin mikroskobik karakterizasyonu incelenmistir (Sekil 4.50).
20 pg/ mL DNA'nin PGE’de immobilizasyonu, DNA molekiillerinin ¢ok katmanl
grafit yiizeyinde istiflenmesiyle agik¢a gortilebilir (Sekil 4.50 B). 2.5 mg/mL BEVA
ve 20 ug/mL DNA'nin PGE’deki etkilesiminden sonra, grafit yiizeyi tamamen
kaplandig1 gézlemlenebilir (Sekil 4.50 C).
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Sekil 4.50 (A) Yalin halde PGE (B) 20 pg/mL DNA'nin immobilizasyonundan sonra (C) 20 pg/mL DNA'nin
immobilizasyonu ve 2.5 mg/mL BEVA etkilesimi sonrasinda PG elektrot yiizeylerine ait SEM goriintiileri.

as, C B
4K
350K
30K
150K
20K
130K
L0K P

wik| | o L

000K - -

0.00 100 200 300 g0 500 600 700 800 900

140K
LI6K
A
LK
168K
14K
LMK
096K
0.712K
048K
0.24K
0.00K - A— "
.00 Lo 200 300 400 00 600 700 800 9.0
L60K
LK
LK
LIK
096K

0.80K

Sekil 4.51 (A) Yalin PGE, (B) 20 pg/ mL DNA'nin immobilizasyonundan sonra (C) PGE 'de 20 pg/ mL DNA’nin
2.5 mg/mL BEVA ile etkilesimine ait EDX spektrumlari.
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Tablo 4.9 EDX spektrumlarinda karbon, oksijen, fosfor atomlari igin elementel agirlik ve atomik yiizdeleri (A)
Yalin PGE (B) PGE’ de 20 pg/ mL DNA'nin immobilizasyonundan sonra (C) PGE 'de20 pg/ mL DNA'nin 2.5
mg/mL BEVA ile etkilesiminden sonra

Element Agirhk %  Atomik %

C 100 100
A O 0.00 0.00
p 0.00 0.00
C 86.17 91.31
B O 5.24 4.17
P 8.59 4.52
C 90.96 93.59
C O 6.32 543
P 2.72 0.98

Enerji dagilimhi X-151mm1 spektroskopisi (EDX) spektrumlari ve C, O ve P atomlarinin
elementel konsantrasyonlar1 Sekil 4.51 ve Tablo 4.10'da verilmistir. DNA'nin
immobilizasyonu, C, N, agirlik¢a % degerlerinde artisa neden olmustur. P (Sekil 4.51
B) yalin elektrotla karsilagtirildiginda (Sekil 4.51A). Bu sonug, DNA'nin azotlu baz ve
fosfat omurgasina sahip niikleotidlerin devreye girmesinin bu atomlarda artisa neden
oldugu diisiiniilebilir. BEVA ve DNA'nin PGE ylizeyinde etkilesiminden sonra, C ve
O atomlarindan zengin BEVA molekiillerinin katilmasi sonucu C ve O atomlarinin
agirthk % degerleri artmistir (Sekil 4.51C). Mikroskobik sonuglar, DNA'nin
immobilizasyonunun ve DNA ile BEVA arasindaki etkilesimin tek kullanimlik

PGE'lerin yiizeyinde basarili bir sekilde saglanabilecegini gostermistir.

4.16.2 BEVA dsDNA etkilesiminin diferansiyel puls voltametrisi teknigi ile

incelenmesine ait bulgular

dsDNA immobilize edilmis elektrot ile BEVA arasindaki etkilesim siiresinin
belirlenmesi i¢in (30- 240 s) saniye siirelerinde 2.5 mg/mL BEVA ile dl¢timler alind1.
Etkilesim sonras1 0.02M NaCl iceren PBS (pH 3.0, 0.02M NaClI) ortaminda (+0.0 V)
—(+1.3 V) aralifinda DPV’ler dlgiilerek, guanin ve adenin yiikseltgenme pik akimlari
belirlenmistir (Sekil 4.52). Sekil incelendiginde, etkilesim siiresi arttikga adenin ve
guanin sinyallerinde azalma goriildii. Clinkii DNA BEVA ile elektrot yiizeyinde
etkilestiginde BEVA-DNA kompleksi olusturmaktadir. DNA miktarindaki azalma ve
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BEVA-DNA kompleksinin DNA ile karsilastirildiginda aktifliginin diistik olmas1 pik
potansiyelinde azalma ile kendini gostermektedir. Bu sinyaldeki azalma guanin baz1

acisindan neredeyse sabitlendigi siire olan 210 s en iyi etkilesim siiresi olarak tespit

edildi.
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Sekil 4.52 20 pg/ mL dsDNA ile 2.5 mg/mL BEVA’nm PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) ortaminda PG elektrot
yiizeyinde etkilesim siirelerine (30- 240 s) ait diferansiyel puls voltogramlar1. (+0.6 V, 240 s DNA Immobilizasyon
stiresi, 600 rpm karistirma hizi). DPV parametreleri sekil 4.43’te verilmistir.

BEVA'nin dsDNA ile PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) ortaminda elde edilen DP

voltamogramlari kullanilarak etkilesiminin incelendigi Sekil 4.53’te belirtilmistir.
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Sekil 4.53 20 pg/ mL dsDNA ve 2.5 mg/mL BEVA’nin PBS (pH 3.0, 0.02 M NaCl) ortaminda PG elektrot
yiizeyinde (a) Etkilesim dncesi (b) 210 s, Etkilesim sonrasi, diferansiyel puls voltamogramlari. (+0.6 V, 240 s DNA
Immobilizasyon siiresi, 600 rpm karistirma hizi). DPV parametreleri sekil 4.43 te verilmistir.

Tablo 4.10 PG elektrot yiizeyinde 0.02 M NaCI PBS (pH 3.0, 0.02M NaCl) igerisinde 20 pg/ mL dsDNA ve 2.5
mg/mL BEVA etkilesim 6ncesi ve sonrasi adenin ve guanin éncesi ve sonrast degisim.

DPV Sonuclar1 Etkilesim 6ncesi Etkilesim sonras1 Sinyaldeki degisim %
Adenin 7.81 £0.29 2.74 £0.23 64.92

yiikseltgenme
sinyali (nA)
Guanin 2.69 £0.13 1.12+0.11 58.36
yiikseltgenme

sinyali (nA)

BEVA dsDNA arasindaki etkilesim sonucunda DNA’nin yiikseltgenme
sinyallerinin pik akimlarinda analitiksel olarak degerlendirilecek bir azalma
gozlendi. Ayrica BEVA’ya ait yiikseltgenme piki ile guanine ait yiikseltgenme piki
girisim yaptigindan bu ¢aligma kapsaminda DNA’nin adenin yiikseltgenme sinyali
iizerinden degerlendirilmesine karar verildi. Etkilesim 6ncesi 7.81 pA diizeyinde

bulunan adenin pik akiminin, etkilesim sonrasinda 2.74 pA diizeyine geriledigi
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saptandi. Guanin ise etkilesim dncesi 2.69 pnA, etkilesim sonrasi ise 1.12 pA oldugu

saptandi.

4.16.3 BEVA-dsDNA etkilesiminin UV-Vis. spektrofotometrisi ile incelenmesi

UV-goriiniir  bolge  spektroskopisiyle  spektral  degisiklikler, BEVA’nin
konsantrasyonu sabit tutularak ve artan diizeylerde DNA ilavesi ile gozlemlenmistir
(Rehman vd., 2015). Sekil 4.54 A, B ‘de 50- 400 ng/mL BEVA ve 1-10 pg/mL dsDNA
artan derisimlerde absorbsiyon band spektrumlari dogrusal olarak artig
goriilmektedir. BEVA'min dsDNA ile etkilesimi UV-Vis spektroskopisi kullanilarak
incelenmistir. Calismada, farkli derisimlerde (1-10 pg/mL) dsDNA'nin 100.0 pg/mL
BEVA ile etkilestirildigi ve 220-400 nm dalga boyu araliginda spektrumlar kaydedildi.
Sonuglar, BEVA'nin 278.04 nm'de absorbsiyon piki verdigini gostermistir. Sekil
4.54C analiz edildiginde, sabit miktarda BEVA igeren ortamda dsDNA miktarinin
artmastyla, BEVA'min 278.04 nm'deki pikinin belirgin bir sekilde azaldig
gbzlenmigtir. Ayrica, dsDNA miktarinin artmastyla birlikte her 6l¢iimde BEVA
pikinin yaklasik 1-2 nm daha kisa dalga boylarina kaydig1 gozlenmistir.Bu bulgular,
BEVA'nin dsDNA ile etkilesimi ve bu etkilesimin dalga boyuna bagimlilig1 hakkinda
onemli bilgiler sunmaktadir. UV-Vis spektroskopisi, BEVA ve dsDNA arasindaki
molekiiler etkilesimleri izlemek ve etkilesimin miktarina bagl olarak degisimleri
tespit etmek icin etkili bir teknik olarak kullanilmistir. (Hipsokromik etki maviye
kayma). Bu durum, DNA'daki organik bazlardaki ortaklanmamis elektron ciftleriyle
hidrojen baglar1 olusturabilmesinden kaynaklanmaktadir. BEVA (100 pg/mL), artan
dsDNA (1-10 pg/mL) konsantrasyonu etkilestirildiginde, (Sekil 4.54 C). BEVA ve
dsDNA arasindaki giiclii etkilesim nedeniyle 6nemli hiperkromik etkide gozlendi. Bu,
BEVA ve dsDNA'nin hidroksil grubu arasinda hidrojen bagi olusumu yoluyla
meydana gelen BEVA-dsDNA'da hiperkromik etkinin varligini diistindiiriir. Buda,
BEVA ve DNA arasindaki etkilesimin elektrostatik baglanma yoluyla etkilestigini

diistindiirmektedir.
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Sekil 4.54 (A) UV- Vis. Absorbsiyon spectrometresinde (50-400 pg/mL) BEVA (B). 1-10 pg/mL DNA (C). 100
png/mL BEVA ve) 1-10 pg/mL DNA etkilesimine ait spektrumlar. (D) BEVA ve dsDNA arasindaki etkilesim i¢in
baglanma sabiti igin Bensessi-Hillebrand grafigi.

BEVA-DNA baglanma sabiti/birlesme sabiti, Benesi-Hildebrand denklemi
uygulanarak belirlendi (Rahman vd., 2017; Bkz. Denklem 2.2).

K baglanma sabiti degeri 7.3x10™ bulunmustur. Baglanmanin serbest enerjisi (Husain
vd., 2015; Bkz. Denklem 2.8);

Burada AG gozlemlenen baglanma serbest enerjisidir, R gaz sabitidir (1.987 cal K!
mol ™), T mutlak sicakliktir (298.15 K) ve Kp, baglanma sabitidir. AG- 6.635 kcal mol”
1

olarak bulundu. Buda baglanmanin herhangi bir 6n isleme gerek duyulmaksizin

kendiliginden gerceklestigini ortaya koymaktadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Antikanser ozellik gosteren NIVO ve BEVA monoklonal antikorlarin PG elektrot
yiizeyinde elektrokimyasal ylikseltgenmeleri, voltametik tayinleri ve DNA ile
etkilesimleri belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu amagla elektrot yiizeylerinin analizi ve
ozellikleri CV, EIS, SEM, EDX tenikleriyle, ilaclarin voltametrik analizleri, cihaz
parametreleri, miktar tayinleri ve DNA etkilesimleri DPV ile degerlendirilmistir. Elde

edilen veriler UV Vis. Spektrometresiyle karsilastirilarak desteklenmistir.

NIVO tayini;

. NIVO PG elektrot iizerinde optimum ¢alisma ortami ve cihaz
parametreleri optimizasyonuyla 90 s boyunca 0.3 V gerilim uygulanarak
biriktirilmistir. Miktar tayinine yonelik yapilan ¢alismada (0.01- 0.07 mg/mL) derisim
araliginda bir dogrusallik (R?=0.99) saptanmistir. LOD ve LOQ degerleri 2.49 ng/ mL
ve 8.30 ng/ mL olarak belirlenmistir.

Tablo 5.1 NIVO’nun voltametrik tayini i¢in elde edilen analitik parametrelerin literatiirdeki sonuglar ile
karsilagtirilmasi

Elektrot Calisma arahg LOD Pik sinyali Literatiir
GCE - - 1 nA Machini vd., 2019
PGE 0.01-0.07 mg/mL 2.49 ng/ mL 0.8003 pA Bu ¢aligsma

PGE, PGE/dsDNA, PGE/dsDNA/NIVO elektrotlarla yapilan optmizasyon
calismalarinda yiizey morfolojisinin karekterizasyonu i¢in CV, EIS, SEM ve EDX ‘ten
faydalanildi. dsDNA ile NIVO arasindaki 150 s etkilesim siiresi 600 rpm karigtirma
hiziyla etkilestirildi. Adenin ve Guanin sinyallerinde sirastyla %83.9 ve %84.4 lik bir

degisim gozlendi.

BEVA tayini ve dsDNA etkilesimi;

. BEVA PG elektrot iizerinde optimum c¢aligma ortami ve cihaz
parametreleri optimizasyonuyla 180 s boyunca +0.3 V gerilim uygulanarak
biriktirilmistir. Miktar tayinine yonelik yapilan ¢aligmada (0.1- 0.7 mg/mL) derisim
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araliginda bir dogrusallik (R?=0.983) saptanmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla
0.026 mg/mL ve 0.086 mg/mL olarak bulunmustur.

Tablo 5.2 BEVA’nin voltametrik tayini i¢in elde edilen analitik parametrelerin literatiirdeki sonuglar ile
kargilagtirilmasi

Elektrot Calisma arahg LOD Pik sinyali Literatiir
GCE - - 500 nA Issaad vd., 2016
PGE 0.1-0.7 mg/mL 0.026 mg/mL 2.179 pA Bu ¢alisma

PGE, PGE/dsDNA, PGE/dsDNA/BEVA elektrotlarla yapilan optmizasyon
caligmalarinda ylizey morfolojisinin karekterizasyonu i¢in CV, EIS, SEM ve EDX ‘ten
faydalanildi. dsDNA ile BEVA arasindaki 210 s etkilesim siiresi 600 rpm karistirma
hiziyla etkilestirildi. Adenin ve Guanin sinyallerinde sirasiyla %64.92 ve %58.36 lik
bir degisim gozlendi.

NIVO ve BEVA UV Vis. Olciimleri
Benzer yapiya sahip olan NIVO ve BEVA’nin dsDNA ile etkilesim mekanizmasini
belirlemek amaciyla UV-Vis. spektroskopiside kullanildi. Yapilan UV-Vis
spektrofotometrisi ¢aligmalart sonucunda NIVO 279.10 nm ve BEVA ise 278.04 nm
dalgaboyunda spektrumlar1 Olgiildii. Sabit ila¢ miktarma karsiik 1-10 pg/mL
araliginda dsDNA standart olarak eklendiginde olusan yeni spektrumlarin dalga
boyunun 260 nm dogru kaydigi (hipsokromik etki) ve 6nemli 6l¢iide hiperkromik etki
gozlendi. Bu etkilerin varligr elektrostatik baglanmanin varligini diistindiirmektedir.
Ayrica NIVO/dsDNA ve BEVA/dsDNA baglanma sabitlerinin 10* civarinda gikmasi

ayni zamanda interkalasyonunda gerceklestigini gostermektedir.
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