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Ozet: Bu caligma, oldukca genis bir konake1 gurubunda enfeksiyona yol acan bir patojen olan Anaplasma
Phagocytophilum dizi se¢imli DNA hibridizasyonunun voltametrik yontemle tayin edildigi tek kullanimlik
elektrokimyasal DNA biyosensorii gelistirilmesine yoneliktir. Herhangi bir etiketlemenin yapilmadigr bu
elektrokimyasal ¢alismanin esasint DNA hibridizasyonu sonrasinda Guanin bazinin yiikseltgenme sinyalinin
Olciilmesi ile bir dubleks olusumunun izlenmesi olusturur. S6z konusu biyosensor tasarimi inozinmodifiye
(guanin igermeyen) probun, kalem grafit elektrota (PGE) immobilize edilmesi ve diferansiyel puls voltametrisi
(DPV) ile guanin yiikseltgenme sinyalinin Olgiilerek, dubleks olusumu tayinini igerir. Bu ¢aligmanin ilk
asamasinda, Anaplasma phagocytophilum temsil eden prob dizisi, aktive edilmis kalem grafit elektrot (PGE)
yilizeyine yas adsorbsiyon yontemi ile immobilize edilmis ve daha sonra prob ve hedefi arasindaki
hibridizasyonun varligr 1000 mV’da gézlenen guanin yiikseltgenme sinyali ile tespit edilmistir.

Yapilan optimizasyon calismasinda prob derisimi 25 pg/mL, prob immobilize siiresi 6 dakika; hibridizasyon
icin hedef derisimi 40 pg/mL ve hibridizasyon siiresinin 10 dakika oldugu goézlenmistir. Gelistirilen
elektrokimyasal biyosensoriin spesifikligi, baz sirasindan bir bazin yeri (MM) ve tiim bazlarin yerleri farkli
(NC) olan hedef diziler kullanilarak, test edilmistir. Ferri/Ferro siyaniir redoks sistemi altinda elektrokimyasal
empedans yontemi kullanilarak yapilan empedimetrik dl¢iimler ile DNA hibridizasyonunun gerceklestirildigi
ayrica teyit edilmistir. Tayin sinirint (DL) belirlemek i¢in hedef derisimi 0,78 uM ile 3,90 uM arasinda degisen
hedef diziler kullanilmis ve tayin sinir1 0,244 uM olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Elektrokimyasal DNA Sensorii; Kalem Grafit Elektrot, Anaplasma Phagocytophilum,
Diferansiyel PulsVoltametrisi.

Development of Electrochemical DNA Sensor for The Determination of
Anaplasma Phagocytophilum

Abstract: This study was intended to enhance the disposable electrochemical DNA biosensor through which
Anaplasma phagocytophilum, a pathogen causing infection in a considerably wide host group, sequence
selective DNA hybridization was detected with a voltammetry method. Monitoring the formation of a duplex
by measuring the oxidation signal of guanine base after DNA hybridization forms the basis of this study in
which no labeling was done. The biosensor design contained immobilizing inosine modified (guanine-free)
probe to the pencil graphite electrode (PGE) and detecting duplex formation by measuring guanine oxidation
signal with differential pulse voltammetry (DPV).

In the first stage of this study, probe sequence representing Anaplasma phagocytophilum was immobilized to
the activated surface of pencil graphite electrode (PGE) by wet adsorbtion method, and then the hybridization
between probe and its target was confirmed with guanine oxidation signal observed at 1000 mV. In the
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optimization study, it was observed that probe concentration was 25 pg/mL, immobilization time was 6 minutes;
for the hybridization, target concentration was 40 pg/mL and hybridization time was 10 minutes. Selectivity of
biochemical biosensor developed was tested by using mismatch and non complementary target sequences. It
was also confirmed that DNA hybridization was carried out with impedimetric measurements by using
electrochemical impedance method under the ferri/ferro cyanide redox system. To estimate the detection limit
(DL), target sequences whose concentrations varies between 0, 78 uM and 3,90 uM were used, and it was found

that the detection limit was 0,244 uM.

Keywords: Electrochemical DNA Sensor, Pencil Graphite Electrode, Anaplasma Phagocytophilum, Differential

Pulse Voltammetry.

1. GIRIS

Canli genomunun yapisi ve islevi hakkinda bilgi
edinildik¢e son yillarda bu alandaki ¢aligmalarda
artmistir. Canliya 6zgli DNA dizilerindeki baz
ile klinik tanilar, ilag
gelistirme, salgin onleme ve biyo-miihendislik hiz
kazanmistir [1]. Gen teknolojisindeki hizli
ilerlemeler, tibbi biyo-teknolojik
uygulamalarinin yani sira biiyiik uluslararasi
projelere de konu olmaktadir. Kalitsal hastaliklar,
bulasici hastaliklar, DNA mutasyonlari, bir besi
ortamindaki bakteri cinsi ve miktar tayinine kadar

dizilimlerinin analizi

Ve

birgok alanda etkin olarak kullanilan bu
elektrokimyasal sensorlere biyosensdr denir.
Elektrokimyasal sensorlerin yapilarma enzim,

hiicre, doku, antikor, niikleik asit vb. biyolojik
maddeler eklendigi zaman “biyosensér” adini
almaktadir [2].

Bilinen konvansiyonel yontemlere alternatif olmak
iizere elektrokimyasal DNA biyosensorlerinin
(genosensor) kullanimi giindeme gelmistir. Son 10
yilda biyosensor tasariminda niikleik asitlerden
olusan  tanima  ylizeylerinin  kullanilmasi
yayginlagsmis ve analitik kimya alaninda ¢ip

tasarimi
[2-4]. Bu

caligmalar, gerek analitik kimya gerekse diger

teknolojisine
caligsmalari

yonelik
oldukc¢a

genosensor
hizlanmigtir

bilimlere yeni ve ender boyutlarda ozellikler
ekleyerek gelecekte hasta basinda ve doktor
gozetimindeki analizlerde c¢ok Onemli rol
oynayacaktir [5-7]. DNA tanima yiizeyleri i¢eren
genosensorler, dizisi belli genlerin hibridizasyon
tayininde bu dizilere iliskin kalitsal ve infeksiyon
hastaliklarin tayininde ve bu yiizeyle etkilesime
giren analizlenecek maddelerin (karsinojenik
maddeler, ilaglar vs) tayininde kullanilabilinecektir
[8-10]. DNA  bazlarinin

Tayinler, birinin

yiikseltgenme sinyalindeki (indikatdrsiiz yontem)
ya da bu bazlardan en az biriyle etkilesen bir
hibridizasyon indikatoriiniin veya interkalator
ozellikteki  bir  hibridizasyon indikatoriiniin
yiikseltgenme veya indirgenme sinyalindeki
degisikliklerden  (indikatorli ~ yontem)
cikilarak yapilir [11-13].

yola

Son yillarda elektrokimyasal DNA
biyosensorlerinde,  herhangi  bir  indikator
kullanmadan DNA bazlarindan biri olan Guanin ve
Adeninin yiikseltgenme
yararlanarak hibridizasyon tayini c¢alismalari

baslamis ve hizla ilerlemistir. Indikatdrsiiz DNA

sinyallerinden

hibridizasyon tayini yontemi ile bazi infeksiyon ve
kalitsal hastaliklarin tanisina yonelik g¢aligmalar
yapilmaktadir [14-17]. Nikleik asit tanima
dayanan elektrokimyasal DNA
biyosensorleri, kalitsal ve infeksiyon hastaliklarin
tanisinda bilinen rutin analiz yontemlerine gore

yontemlerine

alternatif olarak daha hizli, ucuz ve kolay bir
yontemdir [16].

Anaplasma phagocytophilum kene tiirlerinden
bulasan ve genis bir konak¢1 grubunda enfeksiyona
yol acan bir patojendir. Baslangicta bu
enfeksiyonun sadece keneler ile gevis getiren
hayvanlar arasinda bulasildig1 diisiiniilmiisse de
[18] giinimizde  konake1
kemirgenlerin, kirpilerin, kuslarin,

icinde
kedilerin,

tirler

geyiklerin,  atlarin,  sigirlarin,  kopeklerin,
koyunlarin ve insanlarin da yer aldig1 bilinmektedir
[19]. Anaplasma phagocytophilum Avrupa’da
ekonomik agidan olduk¢a dnemli olan bir koyun
patojenidir ve enfeksiyonu septisemiye yol agarak
ikincil enfeksiyonlara, diisiiklere ve kuzularim topal
olarak dogmalarina sebep olmaktadir [20-22].
Buna bagli olarak bu bakteri ile enfekte olmus
hastalarda, bakterinin klinik olarak hizli tayininin
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yapilmasi olduk¢a oOnemlidir. Bu bakterinin
tanisia yonelik PCR esasli ¢ok sayida molekiiler
teknik mevcuttur [23-26].

Bu bilgiler 1s181inda arasgtirmanin amaci, genis bir
konak¢r  grubunda bulunan ve yasadigi
konakg¢ilarda ozellikle de insanlarda ciddi
enfeksiyonlar meydana getiren Anaplasma
phagocytophilum’un se¢imli DNA
hibridizasyonunun voltametrik yontemle tayin
edildigi tek kullammlik elektrokimyasal DNA
biyosensorii gelistirilmesine yoneliktir. S6z konusu
biyosensor tasarimiyla, inozin modifiye (guanin
icermeyen) probun kalem grafit elektrota (PGE)
immobilize edilmesi ve diferansiyel
pulsvoltametrisi (DPV) ile guanin yiikseltgenme
sinyalinin 6l¢iilerek, dubleks olusumunun tayini
yapilacaktir.

Anaplasma phagocytophilum temsil eden prob
dizisi, aktive edilmis kalem grafit elektrot (PGE)
ylizeyine yas adsorbsiyon yontemi ile immobilize
edilecek ve daha sonra prob ve hedefi arasindaki
hibridizasyonun varligt 1000 mV’da gozlenen
guanin  yiikseltgenme sinyalleri ile tespit
edilecektir. Niikleik asit tamima yoOntemlerine
dayanan  bu  elektrokimyasal PGE-DNA
biyosensorii, kalitsal ve infeksiyon hastaliklarin
tanisinda bilinen rutin analiz yontemlerine gore
alternatif olarak daha hizli, ucuz ve kolay bir
yontem olacaktir.

2. MATERYAL ve METOT

2.1 Kullamilan Cihazlar

Terazi (Presica XB 220A), Ses titresimli
temizleyici (Bandelin Sonorex), pH-metre (WTW
InolabpH 720), Potansiyostat; u-AUTOLAB type
III (GPES ve FRA Modiilleri — EcoChemie,
Hollanda), Ag/AgCI referans elektrot, Platin tel
(Yardimci elektrot olarak kullanildi), Manyetik
karistiric1 (AGE Velp).

2.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sodyum Hidroksit (NaOH) (Merck), Di potasyum
mono hidrojen fosfat (K:HPO4) (Merck),
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) (Merck),
Trizma hidroklorik asit (Trizma-HCI) (Sigma),
Sodyum kloriir (NaCl) (Sigma), tri — Sodyum
sitratdihidrat (Merck) , EDTA (Merck), Asetik
Asit %100 (Merck), Tim c¢aligmalarda Mili Q
distile su (18 Mega — ohm’luk) kullanildi. Deneysel
calimalar oda sicakliginda (25,0 = 0,5) °C’ de
gerceklestirildi.

2.3 Kullamilan DNA Dizileri

Calismada kullanilan Anaplasma
phagocytophilum’a  ait sentetik  diziler
liyofilize toz halinde Giirbiiz Medikal Sivas’tan
saglandi. Kullanilan DNA dizileri sunlardir:

tim

Prop

NH2(CH2)6 5’-TGACGGTACCTACAGAAGAAGTCCC -3’

I-Prop  NH2(CH2)6 5’-TIACIITACCTACAIAAIAAITCCC -3’

Hedef 5’-GGGACTTCTTCTGTAGGTACCGTCA-3’

MM
NC

5’-GGGACTTCTTCTATAGGTACCGTCA-3’
5’-TTCGGCAAGCGGTCGTTCCGAAAAG-3’

2.4 Kullanilan Sentetik Prob’tan ve Hedef
Diziler’den Stok Cozeltinin Hazirlanisi

Liyofilize =~ DNA  oligoniikleotidlerin  stok
cozeltileri, derisimleri 1000 pg/mL (1000pg/mL)
olacak sekilde 10 mmol/L Tris-HCI ve 1 mmol/L
EDTA igeren Tris-EDTA (TE) tampon ¢ozeltisi
(voltametrik teknik i¢in pH 8.0, impedimetrik
teknik i¢in pH 7,4) ile hazirlandi. 1000 pg/mL

konsantrasyona sahip stok DNA ¢dzeltileri, -20
9C’de sterilize DNA tiipleri iginde stok olarak
saklanmigtir.  Problar  asetik asit tampon
cozeltisinde (ABS), hedefler ise fosfat tampon
¢oOzeltinde (PBS) seyreltilerek ¢alisilmugtir.

2.5 Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

0,05 M fosfat tampon ¢ézeltisinin hazirlanist (PBS
pH=7,4)
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Olgiimler sirasinda kullanilan 0,05 M fosfat
tampon ¢ozeltisi litresinde 1,36 g (0,01 mol)
KH.PO; ve 696 g (0,04 mol) K;HPO,
icermektedir. Hazirlanan tampon ¢6zeltisinin pH
degeri yaklasik 7,4 olmaktadir. Gerekliyse pH, 0,1
M NaOH ve / veya 0,1 M HCl ilavesiyle pH metre
ile 7,4’e ayarlanur.

0,50 M asetat tampon ¢ozeltisin hazirlanisi (ABS
pH=4,8)

Kullanilan 0,50 M asetat tampon ¢ozeltisi
litresinde 0,2722 g (0,002 mol) sodyum asetat
trinidrat ve 0,1154 mL asetik asit igermektedir.
Cozeltinin pH'sinin 4,8 degerine ayarlanmasi, 0,1
M NaOH ve / veya 0,1 M HCl ilavesiyle, pH metre
ile olgiilerek gergeklestirilir.

0.02 M Tris-HCI tampon ¢ézeltisinin hazirlanisi
(pH=7.0)

Kullanilan 0.02 M Tris-HCI tampon ¢dozeltisi
litresinde 3.152 ¢g Trizma-HCl igermektedir.
Cozeltinin pH'sinin7.0 degerine ayarlanmasi, 0.1
M NaOH ve / veya 0.1 M HCl ilavesiyle, pH metre
ile dlgiilerek gergeklestirilir

.0.01 M Tris-HCI, 1 mM EDTA tampon ¢ozeltisinin
hazirlanist (pH=8.0)

Kullanilan 0.01 M Tris-HCI, 1 mM EDTA tampon
cozeltisi litresinde 1.576 g Trizma-HCI ve 0.372 ¢
EDTA igermektedir. Cozeltinin pH'sinin 8.0
degerine ayarlanmasi, 0.1 M NaOH ve / veya 0.1
M HCI
gergeklestirilir.

ilavesiyle, pH metre ile Oolgiilerek

2.6 Kullamilan Yontemler

Caligmada kullanilan kalem ucu elektrot, Tombo
marka kalem uglarinin 3 cm boyunda kesilmesiyle
hazirlandi. 1,5 cm’lik kesilen kismi kalem

igerisinde kalacak sekilde yerlestirildi.

Elektrot vyiizeyinin aktif edilmesi: Kalem grafit
elektrotlar 6 cm olan TOMBO HB kalem uglarinin
steril bir ortamda 3’er cm’lik olarak kesilmesi ile
kullanima hazir hale getirildi. lem’si tampon
¢Ozeltide olacak sekilde tglii elektrot sistemine
yerlestirildi. Elektrot yilizeyi, 0,50 M asetat tampon
cozeltisi icinde (pH=4,8) potansiyostat cihazi p-

AUTOLAB Il (Eco Chemie, Hollanda)
kullanilarak +1,40 V gerilimde 60 saniye siireyle
aktive edildi. Caligmanin her asamasinda bu
yontem tekrarlandi.

2.6.1 Elektrot vyiizeyine DNA probunun
immibolizasyonunun  Guanin yiikseltgenme
sinyaline bagh olarak tayini

PGE 'nin aktif edilmesi: PGE yiizeyi, 0,50 M asetat
tampon ¢ozeltisi icinde (pH 4,8) +1,40 V
uygulanarak 60 saniye siireyle karismayan ortamda
aktive edildi.

PGE yiizeyine anaplasma probunun
immibolizasyonu tayini: 1000 pg/mL olan stok
Anaplasma prob ¢ozeltisinden ABS ile seyreltme
yapilarak 5 pug/mL, 10 pg/mL, 15 pg/mL, 20
ug/mL, 25 ng/mL, 30 ug/mL ve 35 ug/mL olacak
sekilde deney ¢ozeltileri hazirlanmigtir. 10 dakika
sabit siirede dsDNA aktive edilmis PGE yiizeyine
immobillizasyonu saglanmistir. PGE’ler, farkh
derisimlerde hazirlanan DNA prob ¢ozeltilerinde
10 dakika bekletildi.

Anaplasma probunun optimum immobilizasyon
siiresi sabit derisimde farkli zamanlarda PGE
ylizeyine adsorbsiyon ile ¢aligildi. Anaplasma
dsDNA probunun aktive edilmis PGE yiizeyine
adsorbe oldugu en uygun siirenin belirlenmesi i¢in
PGE’ler 25 pg/mL sabit derisimde hazirlanan prob
¢ozeltilerinde farkli zamanlarda (2, 3, 4, 5, 6, 8 ve
10 dk) bekletildi ve optimum siire tayin edildi.

Yikama ve él¢giim: Olgme isleminden 6nce 10
saniye siire ile ABS tamponu ile yikandi ve bu
islem her Ol¢cim Oncesi tekrar edildi. ABS
(pH=4,8) ile dolu elektrostatik hiicre icerisinde, +
0,75 V ile + 1,40 V arasinda 15 mV/s tarama
hiziyla 50 mV’luk puls genliginde tarama yapilarak
Olglim alindi. Her bir derisim i¢in Ol¢limler en az
dort kez tekrarlandi. Guanin yiikseltgenme
sinyalleri incelendi.

2.6.2 Hibridizasyon ¢alismasi

PGE nin aktif edilmesi: PGE ylizeyi, 0,50 M asetat
tampon c¢ozeltisi i¢cinde (pH 4,8) + 1,40 V
uygulanarak 60 saniye siireyle karigmayan ortamda
aktive edildi.
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PGE vyiizeyine prob immibolizasyonu: 25 pg/mL
inozinliprob 8 dakika Anaplasma dsDNA
cozeltisinde bekletilerek aktive edilmis PGE
ylizeyine immobilize edildi.

Hibridizasyon: Tris-EDTA tamponu ile hazirlanan
1000 pg/mL’lik stok hedef ¢ozeltisinden 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40 ve 45 pg/mL olacak sekilde PBS
ile seyreltilen deney cozeltileri hazirlandi. PGE
ylizeylerine inozinli prob tutturulmus elektrotlar ile
hedef dizinler 10 dakika sabit siirede hibritlesmeye
tabi tutuldu.

Hibritlesmenin en uygun derigimi 35 pg/mL olarak
bulunduktan sonra optimum siire ¢alismasi i¢in
farkli hibritlesme (2, 4, 6, 8, 10, 12 ve 14 dakika)
siireleri ¢alisildi.

Yikama ve 6l¢iim: Hibritlesme sonrasinda PGE’ler
10 saniye siire ile PBS tamponu igerisinde yikandi
ve bu islem her 6l¢lim 6ncesi tekrar edildi. + 0,75
V ile + 1,40 V arasinda 50 mV/s tarama hiziyla
tarama  yapilarak Olglim  alindi.  Guanin
yiikseltgenme sinyalleri iizerinden Slglim alindi.
Her bir derisim i¢in Ol¢limler en az dort kez

tekrarland.

2.6.3 Hedef diziden tamamen farkh bir dizinin
(NC) ve hedeften bir bazi1 farkh olan dizinin
(MM) hibritlesmesinin incelenmesi (se¢imlilik
calismasi)

PGE 'nin aktif edilmesi: PGE yiizeyi, 0,50 M asetat
tampon ¢ozeltisi icinde (pH 4,8) + 1,40 V
uygulanarak 60 saniye siireyle karismayan ortamda
aktive edildi.

Hibridizasyon: Hedef dizin ile ayn1 siirede ve esit
derisimdeki, hedef baz diziliminden bir bazi1 farkli
olan (Miss Match) ve hedef baz diziliminden
tamamen farkli siralamaya sahip bir baz (Non-
Complementary) dizisi ile prob immobilize edilmig
PGE’lerin hibritlesmesi saglandi.

Yikama ve dl¢giim: 2.6.2 deki ayni islemler yapildi.

2.6.4 Elektrokimyasal impedans spektroskopisi
deneyleri

164,5 mg KsFe(CN)s, 208,13 mg KsFe(CN)e.3H20
ve 1,49 g KClI tartilip hacmi saf su ile 200 mL’ye

tamamlanarak impedimetrik 6lgiimler ig¢in redoks
¢ozelti hazirlandi. Uclii elektrot sisteminde p-
AUTOLAB Il (Eco Chemie, Hollanda) FRA
(Frekans Analyzer) sistemi kullanilarak empedans
Olgtimleri alindi.

2.6.5 DNA immibolizasyonuna pH etkisinin
incelenmesi

PGE 'nin aktif edilmesi: PGE yiizeyi, 0,50 M asetat
tampon c¢ozeltisi i¢cinde (pH 4,8) + 1,40 V
uygulanarak 60 saniye siireyle karismayan ortamda
aktive edildi.

PGE viizeyine prob immibolizasyonu: 25
ug/mLinozinli prob 8 dakika Anaplasma ds-DNA
¢ozeltisinde Dbekletilerek aktive edilmis PGE
yiizeyine immobilize edildi.

Yikama ve élgiim: Olgme isleminden 6nce 10
saniye siire ile ABS tamponu ile yikandi ve bu
islem her Ol¢iim oOncesi tekrar edildi. Farkli
pH’lardaki (pH=4,8 pH=3,8 ve pH=5,8) ABS ve
PSB (pH=7,4) ile dolu elektrostatik hiicre
igerisinde, + 0,75 V ile + 1,40 V arasinda 50 mV/s
tarama hiziyla tarama yapilarak 6l¢tim alindi. Her
bir derisim i¢in dl¢iimler en az dort kez tekrarlandi.
Guanin yiikseltgenme sinyalleri incelendi.

3. BULGULAR

3.1 Anaplasma Phagocytophilum Probunun
Elektrot Yiizeyine Immibolizasyonunun
Guanin Yiikseltgenme Sinyaline Bagh Olarak
Tayini

Ilk olarak Anaplasma Phagocytophilum’un tek
sarmal gen dizilimini temsil eden DNA probunun
dakika  sabit
sonucunda Guanin bazinin

PGE ylizeyine 10 stirede
immobilizasyonu
verdigi pik akimlarinin en yiiksek degerlerinin 25

ug/mL de oldugu gorilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Anaplasma phagocytophilum’u temsil eden DNA
probunun immobilizasyonu i¢in derisim optimizasyonu (10
dakika sabit siirede).

PGE yiizeyine edilecek DNA
probunun sabit siirede optimum derisimi tayin
edildikten sonra bu derisimde immobilizasyonun
en iyi sekilde gerg¢eklesebilmesi igin PGE’nin DNA
¢ozeltisi iginde tutulmasi gereken optimum siire de
tespit edildi. Sekil 2’den de goriildiigii gibi sabit
derisimde immobilizasyon siiresinin optimum 6
dakika olduguna karar verilmistir.

9
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Prob Adsorbsivon Siiresi (dakika)

immobilize

Akim ()

Sekil 2. Anaplasma phagocytophilum’u temsil eden DNA
probunun immobilizasyonu i¢in siire optimizasyonu (25
pg/mL sabit derigimde) tayini.

Bu deneyler sonucunda Anaplasma
phagocytophilum’u temsil eden DNA probunun
immobilizasyonu i¢in optimum prop derisimi 25
pg/mL ve optimum immobilizasyon siiresi 6
dakika olarak tayin edilmistir.

3.2 Anaplasma Phagocytophilum’u Temsil Eden
Tek Sarmal DNA Probunun Hedef Eslenigi ile
Hibridizasyonu i¢in Siire ve Derisim
Kosullarimin Cahsilmasi

Anaplasma phagocytophilum’u temsil eden tek
sarmal DNA probunun hedef eslenigi ile
hibridizasyon sartlarmin belirlenmesi i¢in énce 10
dakika sabit siirede farkli derisimlerdeki hedef
proplar kullanilmistir. Bunun ig¢in ilk dnce aktive

edilmis PGE yiizeyine, immobilizasyon kosullari
daha 6nceden belirlenmis (25 pg/mL prob derisimi
ve 6 dakika tutturtma siiresi), inozin modifiye DNA
proba adsorbe edilmis ve uygun hedef derisimin
hangisi olduguna, hibridizasyondan sonra Guanin
indirgenme akimlar1 incelenerek karar verilmistir
(Sekil.3).
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Sekil 3. Hibridizasyon 6ncesi (b) ve sonrasi (a) Guanin pik
akimlart.

Inozinli DNA probu (baz diziliminde guanin yerine
muadili olan inozin igeren prop) hibridizasyondan
once almman oOlgiimlerde hi¢ sinyal vermezken,
hibridizasyondan sonra sitozinlere baglanan
hedefteki Guanin bazinin derisimine bagl olarak
pik akimlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Sekil 4’den de
goriildiigii gibi en yiiksek pik akimi 40 pg/mL
hedef derisiminde gdzlenmistir.
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Sekil 4. Hibridizasyon i¢in optimum hedef derigimi tayini.

Anaplasma phagocytophilum’u temsil eden DNA
probunun hedef prop ile hibridizasyonu igin
optimum hedef derisimi 40 pg/mL olarak tayin
edildikten sonra bu derisimde hazirlanan hedef
DNA probu igeren ¢dzeltiye, inozin modifiye DNA
probu aktif PGE’ler
daldirilarak degisen siirelerde bekletilmis ve ayni

immobilize  edilmis
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sekilde hibridizasyondan sonra gdzlenen Guanin
indirgenme akimlarinin degerlerine bakilarak
hibridizasyon siiresi optimize edilmistir. Sekil
5’den de goriildiigii gibi en yiiksek pik akimlar1 10
dakikalik hibridizasyon siiresinde elde edilmistir.
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Sekil 5. Optimum hibridizasyon siiresi tayini.

3.3 Anaplasma Phagocytophilum’a Duyarh DNA
Sensorii icin Secimlilik Calisilmasi

Uygun hibridizasyon siiresinin ve uygun hedef
derisiminin saptanmasinda prob ve ilgili hedefi
arasindaki  etkilesimin yan1 sira  dizilimi
hedefdiziden bir bazi farkli (mismatch, MM) ve
tamamen farkli (noncomplementary, NC) olan
hedef diziler kullanilarak, bunlarin aktive edilmis
PGE yiizeyine immobilize edilen DNA probu ile
hibridizasyonlar1 incelenerek sec¢imlilik ¢alismasi
yapilmistir. Tim hedef dizilerin hibridizasyon
sonrasi olusturduklar1 Guanin pik akimlan
incelendiginde en yiiksek akimin probun tam
karsiligi olan hedef diziden, daha sonra bir bazi
farkli olan (MM) dizi ve en diisiik pik akiminin da
tim bazlar1 farkli olan (NC) diziden elde edildigi

gbzlenmistir (Sekil 6 ).
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Sekil 6. Sabit derisimde hedef, bir bazi farkli (MM) ve
hedeften tamamen farkli (NC) baz dizilimi ile hibritlesme
sonrast Guanin akimlari.

3.4 Hedef Dizi Konsantrasyonundaki Degisimin
Hibridizasyon Yanitina Etkisi

Hibridizasyon derisiminin 0,65 — 5,20 uM arasinda
artirllmas1  ile hedef DNA konsantrasyon
degisiminin yanita olan etkisi incelenmistir. Elde
edile veriler ile kalibrasyon egrisi sekil 7 de
gosterilmistir.
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Sekil 7. Hedef DNA konsantrasyon degisiminin yanita olan
etkisi ve kalibrasyon egrisi

3.4 EIS Cahsmasi

Bu boélimde Anaplazma Phagocytophilum DNA
hibridizasyonuna ait sonuglar elektrokimyasal
impedans spektroskopisi (EIS) ile incelendi. PGE,
prob ve hibridizasyona ait EIS sonuglart ve bu

sonuglarin R¢  degerlerine  ait  histogramlar
Sekil.8’de gosterildi.
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Sekil 8. (A) Nyquist diagramlari (destek ¢ozeltisi 0,1 M KCl
iceren 2,5 mmol/L Ka[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s]). (B) Rer
degerlerine ait histogramlar; (a) A. Phagocytophilum Prob (b)
PGE, (c) A. Phagocytophilum Hibridizasyonu.
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3.5. immobilizasyona pH ve Coziicii EtKisinin
Incelenmesi

Anaplasma phagocytophilu’u temsil eden tek sarmal
dizilerin aktive edilmis PGE’lere
immobilizasyonunda  6l¢iim  alman  ¢ozelti
ortammin pH degeri, guanin pik akimlarim
dogrudan etkilemektedir. Bu etkiyi gormek ve
optimum pH degerinin literatiirde [26] verilen ile
aynt oldugunu (pH=4,8) teyit etmek amaciyla
Ol¢lim ortaminin pH’s1 asidik (pH=3,8) ve bazik
(pH=7,4) vyapilarak ve yine ¢0Oziicii -etkisinin
incelenmesi icin de ABS tamponu yerine PBS
tamponu kullamlarak &lgiimler alindi. Olgiim
kosullar1 olarak prop derigimi 25 ug/mL ve
tutturma siiresi 6 dakika olarak (daha once ayin
edilen immobilizasyon  kosullari)
alinmustir. Sonuglar Sekil 9°da verilmistir.

ABS (pH=4.8) PES (pH#=7.4) ABS (pH=3.5) ABS (pH«5.8)
Prob Imbiikyzy omu

optimum

Ak (a\)
L R T S I 4 =

Sekil 9. Immobilizasyona pH ve ¢6ziicii etkisi.

4. TARTISMA

Bu calismada hibridizasyona yonelik DNA
bir
biyosensorde bulunmasi gereken parametreler géz
onilinde bulundurulmustur. Bu parametrelerden en

biyosensor  tasarimi  amaglanmigs  ve

onemlileri  gelistirilen  biyosensoriin  hassas,
secimliligi yiiksek ve diisiik maliyetle kisa siirede
tayin yapabilmeye elverigli olmasidir. Herhangi bir
indikatoriin

etiketlemenin olmadig1 ve

kullanilmadigr  hibridizasyon tayin  yOntemi
kullanilarak tasarimi yapilan biyosensor ile
Anaplasma  phagocytophilumbakterisinin - gen
dizilimine ozgli prob tasarimina bagli tayini,
diferansiyel pulsvoltametri teknigiyle guanin
yiikseltgenme sinyalindeki degisimler esas alinarak
gergeklestirilmigtir.

Tayinde hibridizasyon

oncesinde biyosensdr yiizeyine yalnizca gen

haritasindan segilen boélge (prob) ve ayni bolgeden
guanin yerine inozin iceren prob dizilerle yapilan
immobilizasyon isleminden sonra dlc¢limler
alinmis; inozin igeren prob sinyal vermezken,
guaninli prob dizilerden beklenildigi gibi yiiksek
sinyaller elde edilmistir. Hibridizasyondan once
yiikseltgenme sinyali vermeyen tek sarmal proba,
hedef eslenigi ile hibridizasyona tabi tutulduktan
sonra yapilan potansiyel taramasinda, yaklasik +
1000 mV civarinda [26,27] guanine ait
yiikseltgenme piki vermesi, hibridizasyonun
gerceklestigini kanitlamaktadir. Guanin bazinin
yiikseltgenme sinyalinin biiylikliigii, PGE yiizeyine
immobilize edilen proba bagli olarak Ornekte
Anaplasma phagocytophilum bakterisine 6zgii
dizinin bulunup bulunmadigma iliskin bilgi
vermistir. Baska bir deyisle 6rnekte Anaplasma
phagocytophilum “u temsil eden tek sarmal bir gen
dizisi mevcut ise, elektrot ylizeyindeki tek sarmal
gen dizisi ile hibridizasyon sonrasinda alinan
Olciimde guanin pik akimlari goriilecektir. Bu
akimlar hem hibridizasyonun gerceklestigini hem
de Ornegin s6z konusu bakterinin gen dizisini
tasidigin1 gosterecek boylece gelistirilen sistem,
ornegin alindig1 bireyle ilgili olarak pozitif mi
yoksa negatif mi olduguna dair yorum yapabilme
imkéni1 saglayacaktir. Ayrica tayinde kullanilan
DPV teknigi, diger elektrokimyasal tekniklere gore
daha diisiik tayin sinirina da sahiptir [28]. Bu
calismada gelistirilen biyosensoriin herhangi bir
isaretleme basamagi ve hibridizasyon indikatorii
icermemesi [29,30] de gerek ekonomik agidan
gerekse tasarrufu acisindan  Onemli
Herhangi bir
etiketlemenin yapilmadig1 bu biyosensor tasarimda
gerek PGE yiizeyine immobilize edilecek prob igin

zaman

avantajlar saglamaktadir.

optimum derisim ve tutturma siiresi gerekse
hibridizasyona girecek olan hedef probun optimum
derisim ve etkilesim siiresinin  belirlenmesi
biyosensoriin  hassasiyetligi
onemlidir.  S6z

acgisindan oldukga

konusu optimum sartlarin
saglanmas1 i¢in gen dizilerinde yer alan guanin
bazinin yiikseltgenme sinyalleri takip edilmis ve en
yiiksek pik akimlariin gézlendigi sartlar optimum
olarak kabul edilmistir. Yapilan optimizasyon
calismalarinda prob derigiminin 25 pg/mL, prob
immobilizasyon siiresinin 6 dakika; hibridizasyon

icin hedef derisiminin 40 pg/mL ve hibridizasyon
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siiresinin 10 dakika olmasi gerektigine karar
verilmigtir. Biyosensoriin segiciligini test etmek
amaciyla probun tam eslenik karsiligi olan dizi
yerine bir bazinin yeri farkli hedef dizi (MM) ve
tiim bazlarmin yerleri farkli hedef dizi kullanilarak
hibridizasyon yapilmis ve deneyler sonrasinda en
yliksek pik akiminin, probun tam eslenik karsilig
olan diziden elde edildigi;, MM dizisi
kullanildiginda pik akiminin bariz sekilde diistiigii
NC dizisinde ise ¢ok daha fazla azaldig1 tespit
edilmistir. Caligma kapsaminda ayrica EIS ile
analizler yapilmistir. Empedimetrik teknik ile sabit
potansiyelde ve farkli frekanslarda hiicre igindeki
akim 6l¢iimiine bagli olarak elde edilen empedans
degerlerine bagli analizler yapilmis ve elde edilen
sonuglarin aktive edilmis PGE, prob tutturulmus
PGE ve hibridizasyondan sonra PGE ylizeyi i¢in
farkli oldugu gorilmiistiir. Bu farkliligin yukarida
sozii edilen lic PGE ylizeyinin de bir birinden farkli
oldugu, ozellikle hibridizasyondan sonra PGE
ylizey davraniglarinin tamamen degismesinden
kaynaklandigi sonucuna varilmistir. Calismada,
Olgme ortaminin pH’s1 ve ¢oziicii tiirliniin ne
olmasi gerektigi ile ilgili daha 6nce birgok ¢alisma
[31,32] olsa da, bu calismadaki deney kosullari
acisindan ortamin pH’st ve ¢06ziicli tiiriiniin
sonuclara etkisi arastirildi. Bu etkiyi gérmek ve
optimum pH degerinin literatiirlerde verilen ile
aynt oldugunu (pH=4,8) teyit etmek amaciyla
Olciim ortaminin pH’s1 asidik (pH=3,8) ve bazik
(pH=7,4) vyapilarak ve yine ¢0ziicii etkisinin
incelenmesi i¢in de ABS tamponu yerine PBS
tamponu kullanilarak  Olgiimler alinmis ve
literatiirdekinden farkli sonuclar bulunmamustir.
Sentetik  dizilerle  dizayn edilen DNA
biyosensoriiniin tayin sinir1 arastirilmis; bunu
belirlemek i¢in hedef derisimi 0,78 uM ile 3,90 uM
arasinda degisen hedef diziler kullanilmis ve tayin
sinir1 0,244 uM olarak bulunmustur. Bu degerin
kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda kullanilan
en kii¢lik derisim degerinin de altinda olmas1 DNA
biyosensoriiniin yeterli bir tayin sinirina sahip
oldugunu gostermistir.

5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada kene tiirlerinden bulagan ve genis bir
konake1 grubunda enfeksiyona yol acan bir patojen
olan Anaplasma phagocytophilum’un tayinine
yonelik bir DNA biyosensorii  gelistirilmesi
tasarlanmistir. Bu amagla tasarlanan biyosensorde,
Anaplasma phagocytophilum bakterisinin
elektrokimyasal olarak tanisi, diferensiyel puls
voltametrisi (DPV) teknigi kullanilarak, tek
kullamimlhik kalem grafit elektroda (PGE)
immobilize edilen DNA’nin gen dizisinde yer alan
guanin bazinin yiikseltgenme sinyalleri esas
almarak ekonomik, giivenilir ve tekrarlanabilir bir
sekilde gerceklestirilmistir. Calisma elektrodu
olarak tek kullanimlik PGE’ler kullanilmas1 diger
karbon esaslhi elektrotlarla karsilastirildiginda ucuz
olmasi, her seferinde yeni ylizeylerin kullanilmasi
ve daha tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesi
acisindan da avantajlar
Calismada en uygun hibridizasyon kosullarinin
bulunabilmesi icin sentetik diziler kullanilarak
derisim ve siire optimizasyonlar1 yapilmistir.
Ayrica hedef diziden farkli diziler kullanilarak da
gelistirilen DNA biyosensdriiniin  seciciligi test
edilmistir. Hibridizasyonun gergeklestigini teyit
etmek amaciyla guanin yiikseltgenme sinyallerinin
takip edilmesinden farkli olarak elektrokimyasal

onemli saglamistir.

empedans deneyleri yapilmig ve farkli elektrot
yiizeyleri farkli diren¢ degerlerinin ortaya ¢iktigi
gozlenerek beklenen sonuglar elde edilmigtir.
Gelistirilen DNA biyosensoriinde herhangi bir
etiketlemenin  yapilmamasi1  veya indikator
kullanilmamasi da ayrica siire ve maliyet agisindan
avantajlar saglamistir. Ayrica gelistirilen bu tip
biyosensor gelecekte hasta basi analizlerde
kullanilmak iizere mikro-iiretim teknolojisine
uyarlanabilir bir alt yapiya da sahip oldugu

diistintilmektedir.
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