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Ozet: Anti kanser ilaglarm DNA ile etkilesimlerinin biyosensorler ile tespit edilmesine yonelik ¢aligmalar son
yillarda 6nem kazanmistir. Calismamizda antikanser ilag olan Epirubicin’in DNA ile etkilesmesi
elektrokimyasal yontemlerle; kalem grafit elektrot (PGE) kullanilarak incelendi. Epirubicin’in Calph
Thymus’dan (ct) izole edilmis tek sarmal ct-DNA (ct-ssDNA) ve ¢ift sarmal ct-DNA (ct-dsDNA) ile elektrot
ylzeyinde veya cozelti ortaminda etkilesimleri ct-DNA’larda bulunan guanin bazindaki yiikseltgenme
sinyalinde meydana gelen degisimler izlenerek incelendi. Calismamizda difarensiyel puls voltametri teknigi
kullanild1. Elektrotlara immobilize edilen ct-DNA’larin derisimleri, ct-DNA ile etkilesen ilag derisimi ve
etkilesim siiresi gibi parametreler PGE ile optimize edildi, tayin siirlar1 belirlendi ve sonuglar yorumlandi.
Tayin smir1 (DL) ct-dsDNA ve ct-ssDNA etkilesimi i¢in sirasiyla 0.556 ug/mL ve 0.059 pg/mL bulunmustur.
Calismamizda elde edilen sonuglarin, iiretimi yapilacak olan ilaglarin tasarimina fayda saglayacagina ve yeni
sentezlenen ilaglarin DNA ile olan etkilesim mekanizmalarinin aydinlatilmasia imkan saglayacagina
inanilmaktadir., Anaplasma Phagocytophilum, Diferansiyel PulsVoltametrisi.

Anahtar Kelimeler: Elektrokimyasal DNA Biyosensorleri, Epirubicin , Kalem Grafit Elektrot (PGE),
Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)

Electrochemical Determination of Interaction between Anticancer Drug
Epirubicin and DNA by DNA Biosensors

Abstract: Studies that deal with the confirming the interaction of anticancer drugs with DNA have gained much
more importance in recent years. In our study,the interaction of Epirubicin, an anticancer drug, with DNA was
examined with electrochemical methods using pencil graphite electrode. Differential pulse voltammetry
technique (DPV) was employed in our study. The parameters such as the concentrations of ct-DNA immobilized
on electrodes Drug concentrations interacting with ct-DNA and its interaction periods of time were optimized
using pencil graphite electrode and the limit of detection was determined and the result were explicated. To
estimate the detection limit (DL) target sequences were found for ct-dsDNA and ct-ssDNA 0.556 pg/mL and
0.059 pg/mL , respectively. The study aims to contribute to the designing process of the drugs to be produced
and to the illumination of the interaction mechanisms between the newly- synthesised drugs and DNA.

Keywords: DNA Biosensor, Epirubicin, Pencil Graphite Electrode (PGE), Differential Puls Voltammetry
(DPV)
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1. GIRIS

Bir elektrokimyasal sensoriin yapisina enzim,
hiicre, doku, antikor, niikleik asit gibi biyolojik
maddelerin  katilmasiyla  biyosensorler elde
edilir[1,2]. DNA’ nin, analizi yapilacak maddeyle
etkileserek onu taniyan biyolojik materyal olarak
kullanildig1 biyosensorlere DNA  biyosensorii
denir[3,4]. DNA biyosensorleri, DNA hedefli bazi
ilaglarin ya da maddelerin DNA’ ya olan etkilerinin
aydmlatilmasinda ve bu maddelerin etkilesim
mekanizmalarinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir[3-5]. Niikleik asitlerle ilag
etkilesimi, ilaglarin tasarimlanmasinda ve ilgili
proseslerin gelistirilmesinde rol oynayan en 6nemli
faktorlerden biridir[6]. 1lag-DNA etkilesimini
inceleyen farkli bir¢ok teknik kullanilmakta olup
bu tekniklerin bir takim avantaj ve dezavantajlari
s0z konusudur. Dolayisiyla ilag tasarimi ve proses
gelistirilmesine ~ yonelik  olarak  ilagc-DNA
etkilesimini esas alan yeni tekniklere olan talep
giderek artmaktadir [1,5].

DNA
elektrokimyasal transdusere immobilize edilmis
bir niikleik asit tanima tabakasindan olusur[7,8].
Niikleik asit tanima tabakas1 DNA ile baglanma
etkilesimi DNA
yapisinda meydana gelen degisimleri veya DNA

Elektrokimyasal biyosensorleri

molekiillerinin esnasinda
nin spesifik sekansmi detekte eder. Etkilesim
oncesi ve sonrasi Olciilen sinyaller arasindaki
farktan  yararlanilarak  DNA-ilag
agiklanabilmektedir[8]. Ayni

zamanda bu etkilesim analiz edilen ilaglarin

etkilesim
mekanizmasi

miktarlarinin  belirlenmesinde veya yeni
[7].

sentezlenen birgok maddenin, ilacin ve Ozellikle
DNA hedefli kanserojen ilaglarin tasarimi
gergeklestirilirken, bu maddelerin DNA ile
etkilesimlerinin  hizl etkin bir sekilde
aydinlatilmasi;  bu  c¢alismalarin  amaglart
dogrultusunda daha hizli bir sekilde ilerlemesini

ilag

tasarimlarinda  kullanilmaktadir Yeni

\~

saglayacaktir. DNA biyosensorleri kullanilarak
DNA-ila¢ etkilesimleri basarili bir sekilde
algilanabilmektedir. Bu algilama DNA’ ya ait
elektroaktif bazlar olan guanin/adenin sinyali
ya da yapilacak ilacin

uzerinden analizi

elektrokimyasal sinyali lizerinden saglanabilir. Bu
sinyallerdeki ~ degisimlere = gore = DNA-ilag
etkilesimleri hakkinda yorumlar yapilabilir [9].
Nukleik asit (DNA) tanima yiizeyi igeren
biyosensorler, bu ylizey ile etkilesime giren
analizlenecek maddenin (kanserojen maddeler,

ilaglar vb.) etkilesim mekanizmasinin
aydinlatilmast veya miktarinin tayininde veya
DNA’daki baz dizisi belli bolgelerdeki

hibridizasyon olaylarinin izlenmesi gibi amaglarla
kullanilmaktadir[9]. Baz1 ila¢ molekiilleriyle DNA'
nin etkilesmesi (6zellikle de antikanser ozellik
tagiyan ila¢ molekiilleri ile etkilesim) ve bu
etkilesmenin gelistirilen yeni yontemlerle tayin
edilmesi; yeni ila¢ tasarimlari i¢in ¢ok onemlidir.
Bir kimyasal maddenin veya metabolitin DNA ile
etkilesimi sonrasinda DNA’da olusabilecek yan
iiriinlerin kisa zamanda tespiti kanser arastirmalar1
icin ¢ok Onemlidir[10]. DNA — ilag etkilesimine
dair literatiirde pek ¢ok yayin vardir. Bunlardan bir
tanesinde; L. Wang ve arkadaslarmin antikanser
bitkisel bir ila¢ olan emodin ile diferansiyel puls
voltametri teknigi ve doniistimlii voltametri teknigi
kullanarak yaptiklari ¢alismada, emodinin DNA
¢cift sarmal yapisinin icine interkale olarak, DNA
ile etkilestigi sonucunu bulmuslardir[11]. Bir diger
calismada; H. Nawaz ve arkadaslarinin, kinolin
tiirevi antibakteriyel etkiye sahip ciprofloxacin ile
yaptiklan ¢alismaya gore; ciprofloxacinin DNA’
ya elektrostatik olarak ve interkalasyon yaparak
baglandigini géstermiglerdir [12].

Bircok antitiimor ilag etkisini DNA’ya baglanarak
gostermektedir[13]..Bu  bilgi
antikanser ila¢ olarak kullanilma potansiyelinin
olup olmadigini inceleme firsat1 vermektedir.ilag-

birgok bilesigin

DNA etkilesmesine dayali benzer c¢alismalarda
elektrokimyasal c¢aligmalarda[14-18], DNA ile
etkilesen ilaclarm elektrokimyasal yanitta bir
azalma veya artisa neden oldugu goézlenmistir.
Ornegin, PGE ile hig sinyal vermeyen veya ¢ok az
sinyal verebilen fenotiyazin grubu bazi ilaglarin
dsDNA  modifiye edilmis kalem  grafit
elektrot(PGE) ile nanomolar diizeyde tayinleri
miimkiindiir [17].
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DNA’daki elektroaktif bazlara ait sinyallerdeki
degisiklikler ya da analizi yapilacak maddeye ait
elektrokimyasal sinyaldeki degisiklikler, analit ile
DNA arasindaki etkilesimleri giivenilir bir sekilde
ortaya koymaktadir. Calismamizda antikanser ilag
olan epuribicinin DNA ile modifiye edilmis ve
modifiye edilmemis tek kullanimlik PGE ile
etkilesimleri ve elektrokimyasal davranislar
incelenmigtir. DNA-—ilag etkilesimleri ¢ozelti
fazinda etkilesim ve elektrot ylizeyinde etkilesim
(DNA modifiye edilmis elektrot yiizeyinde
etkilesim, ilag modifiye edilmis elektrot yiizeyinde
etkilesim) olarak iki sekilde siniflandirilabilir.
Calismamizda, ¢ozelti fazinda ve DNA modifiye
edilmis  elektrot  ylizeyindeki etkilesimler
incelenecektir. DNA’ ya ait elektroaktif guanin
bazinin sinyalindeki azalmalar esas alinarak
epuribicin  miktar1 ile ilgili hesaplamalar
yapilacaktir. Ayrica epirubicin konsantrasyonu
degistirildiginde  guanin  sinyalinin  yaniti,
etkilesimlere ait siire ¢aligsmasi ve tekrarlanabilirlik
gibi parametreler incelenecektir. Literatiirde,
antikanser ilaglar1 ile ilgili yapilmis pek ¢ok
calisma epuribicin-DNA
etkilesiminin PGE ile incelendigi bir ¢alismaya
rastlanmamugtir. Calismamiz bu acidan
bakildiginda, literatiirdeki 6nemli bir eksikligi

giderecektir.

olmasina ragmen,

2. MATERYAL ve METOT

2.1 Kullanilan Cihazlar

Terazi (Precisa XB 220A), Ses titresimli
temizleyici (Bandelin Sonorex), pH-metre (WTW
series), Manyetik karistirict (AGE velp), Vorteks (
Velp scientifics), Potansiyostat (AUTOLAB 302,
GPRES 4.9 yazilimi, Eco Chemie), Ag/AgCl
referans elektrot, Platin tel (Yardimci elektrot
olarak kullanildi)

2.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Epirubicin (EPR) (Sigma), Asetik asit ( %99-100)
(Sigma-Aldrich), Hidroklorik asit (%37) (Sigma-
Aldrich), Sodyum Hidroksit(Sigma),
Tris(hidroksimetil)aminometan hidrokloriir
(Sigma), Sodyum kloriir (Sigma), EDTA disodyum
tuzu (Sigma), Calf thymus ds-DNA (Sigma), Calf
thymus ss-DNA (Sigma), Tim caligmalarda 18

mega — ohm’luk ultra saf su kullanildi. Deneysel
caligmalar odasicakliginda (25,0 £ 0,5 °C )
gerceklestirildi.

2.2.1 Kullanilan cozeltilerin hazirlanmasi

2.2.1.1 Tampon ¢ézeltilerin hazirlanmasi:

0,05 M fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlanisi (pH
7,4; PBS):

Olgiimler sirasinda kullanilan 0,05 M fosfat
tampon c¢ozeltisi litresinde 1,36g (0,01 mol)
KH2PO4, 6,96 g (0,04 mol) K;HPO, ve 1,168 g
NacCl (0,02 mol) igermektedir.

0,50 M asetat tampon ¢ozeltisinin hazirlanist (pH
4,81; ABS):

0,5 M asetat tampon ¢ozeltisi L basina yaklasik 29
mL derisik asetik asit ve 1,168 g NaCl
icermektedir. Tampon c¢oOzeltinin pH’st 0,1 M
NaOH c¢ozeltisi ile 4,81°e ayarlanmaistir.

0,01 M Tris-HCI, 1 mM EDTA tampon ¢ozeltisinin
hazirlamisi (pH 8,0, Tris-EDTA):

Kullanilan 0,01 M Tris-HCI, 1 mM EDTA tampon
cozeltisi litresinde 1,576 gTrizma HCl ve 0,372 g

EDTA igermektedir. Cozeltinin pH'sinin 8,0
degerineayarlanmasi, 0,1 N NaOH ve/veya 0,1 N
HCI ilavesiyle, pHmetre ile

Olciilerekgercgeklestirildi

2.2.1.2 Epurubicin ¢ozeltisinin hazirlanmasi:
Satin aliman % 100 safliktaki Epirubici’nin ABS
tamponu ile stok c¢ozeltileri hazirlandi ve daha
sonra kullanilmak tizere 50pL ‘lik hacimlerde
eppendorf tiiplerine konarak 4°C de saklandi.

2.2.1.3 DNA c¢ozeltilerinin hazirlanmasi:

Buzagi timus bezinden elde edilen DNA (= Calf
Thymus DNA); ¢ift sarmal DNA (ds-DNA) stok
cozeltileri; 1000pg/mL, TE ¢ozeltisi (10 mM Tris-
HCI, 1mM EDTA, pH 8.0) ile hazirland1 ve sifir
[21]. Ct-ds-DNA
seyreltik ¢ozeltisi, 0,5M Asetat tamponu (pH 4,8)
ile hazirlandi. Cozeltinin 1513a maruz kalma

derecenin altinda saklandi

durumunu en aza indirebilmek i¢in, 151k almayan
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bir kutu icerisinde buzdolabinda -20°C’de

muhafaza edildi.

Tek sarmal DNA ( ss-DNA) ¢ozeltisi de yukarida
ct-ds-DNA i¢in anlatildign gibi hazirlandi ve
buzdolabinda -20°C ‘de muhafaza edildi.

2.2.2 Epirubicin (EPR) hakkinda genel bilgi
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Sekil 1. Epirubicin in agik formiilii(C27H20NO11).

Farmakolojik Ozellikleri: Epirubicin, antrasiklin
sitotoksik bir ajandir. Antrasiklinlerin 6karyotik
biokimyasal ve biyolojik
etkilesebildiginin  bilinmesine
sitotoksik  ve/veya
antiproliferatif etki mekanizmalar1 tam olarak
bilinmemektedir. Epirubicin ayrica sitotoksik
olusumuyla

hiicrelerde  ¢esitli
fonksiyonlarla

ragmen,  epirubisinin

serbest radikallerin
oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlarinda da ise
karismaktadir In vitro calismalar, epirubisinin
kolorektal,

mesane veE Oover

meme, karaciger, mide,

skuamoz hiicreli,

akciger,
servikal,
karsinomlar1 ile noroblastoma ve Idsemiden
tiremis cesitli hayvan ve insan tiimor hiicre
serilerine karsi en az doksorubisine esit bir

sitotoksisiteye sahip oldugunu gostermistir[8].

2.3 Kullanilan Yontem

Kullanilan elektrotlarin aktivasyonu ve elektrot
yiizeyine ct-dsSDNA ve ct-ssDNA tutturulmasi,
DNA materyalinin madde ile elektrot yiizeyinde
madde ile

incelenen etkilesmesine iliskin

basamaklarda, mevcut literatiirlerde [4,19,20]

rapor edilen yol izlenildi. Caligmalarda her seferde
elektrot tazelendi ve ard arda 5 kez tekrarlandi ve
akim degerleri 6l¢iildii.

Deney diizenegi ve kullanilan elektrotlarin
hazirlanmasi :
Diferansiyel puls voltametrisi  tekniginden

yaralanilarak yapilan bu ¢alismada, potansiyostat
cihaz1 olarak u-AUTOLAB Il (Eco Chemie,
Hollanda) ve yazilim programi olarak GPES 4,9
kullanildi. Uglii elektrot sistemi olarak ise, kalem
grafit elektrot ¢aligma elektrotu, Ag/AgCl referans
elektrot ve platin tel de karsit elektrot olarak
kullanildi. Her bir elektrot sisteme metal
baglantilarla baglanmis ve bu iiclii elektrot sistemin
daldirildig: 6l¢tim ¢6zeltisinin hacmi 6 mL olacak
sekilde ayarlandi.

Tek kullamimilik kalem ucu grafit elektrot (PGE)
hazirlanmas:: Calismada ¢alisma elektrotu olarak
kullanilan, kalem grafit elektrotun (Rotring T 0,5
kalem, Tombo HB model 0.5mm u¢) 6cm olan
grafit uclar1 deneysel kosullara uygun olmasi
3cm  boyunda kesildi [21,22].
kalem  elektrotlar  yiizeydeki
kirliliklerin giderilmesi ve yiizeyde aktif karboksil
gruplart  olusturulmast igin ABS igerisine
daldirilarak, ¢ozeltiye 60 saniye boyunca +1.4 V
potansiyel uygulandi. Boylece kalem elektrot
aktivasyonu ger¢eklesmis oldu.

bakimindan
Hazirlanan

2.4 Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi
(EIS) Deneyleri

Her bir elektrot igin DNA (ct ds-DNA ve ct
ssDNA) immobilizasyon optimizasyonu ve DNA-
EPR etkilesim optimizasyonu yapildiktan sonra,
EIS deneyleri i¢in gerekli ¢ozeltiler hazirland1 ve
Ol¢limler alindu.

Olgiimiin icinde yapilacagi ve degisik pH
degerlerine sahip 164,5 mg KsFe(CN)s(molekiil
kiitlesi: 329,243¢g) ve 208,13 mg K4Fe(CN)s.3H.0
(molekiil kiitlesi: 422,38g) redoks problarini i¢eren
cozeltiler hazirlandi. Hazirlanan ferro-ferri siyaniir
(Fe (CN)&*™*) ¢ozelti probuna iyonik siddeti sabit
tutmak i¢in 1,49 g KCI eklendi (200mL igin).
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KsFe(CN)e/KsFe(CN)s redoks ¢ifti probu biitiin
deneylerde bu sekilde ayarlandi. Elektrokimyasal
impedans spektroskopisi deneylerinde, Ag/AgCl
referans elektrot ve Pt tel yardimci elektrot olarak
kullanildi. Gamry Referans 600 potantiyostat
/galvanostat/Frekans Analyzer (FRA) yazilimi
kullanilarak, ¢ozeltilerin elektrokimyasal
impedans spektroskopisi teknigi ile impedansi
alind1.

Impedans 6lgiimleri, hazirlanan ferro-ferri siyaniir
cozeltisi icinde dalga yiiksekligi 10 mV’ta
sabitlendi ve boylelikle sistem 6zelliklerinin denge
durumunda tutulmasi saglandi. Nyquist egrilerinin
elde edilebilmesi i¢in uygulanan frekans 0,1 Hz ile
100 kHz arasinda ayarlandi.

Onceki oldugu gibi bu
caligmalarda da elektrotlarin yiizeyi her seferinde
tazelendi, ard arda 5 kez tekrarland1 ve elektrodun
yiizey direnci 6lgiildii.

tim calismalarda

3. BULGULAR

3.1 Aktive Edilmis
Immobilizasyonu

PGE Yiizeyine DNA

Immobilizasyon teknigi olarak PGE igin pasif
adsorbsiyon secildi. Aktive edilen kalem uglariyla
ct ds-DNA ve ct ss-DNA igin ayr1 deneyler yapildi.
Oncelikle immobilize  edilecek DNA’larin
derisimleri sabit tutularak immobilizasyonun
gergeklestigi en uygun siire (Sekil 2) ve daha sonra
bu siire i¢in en uygun DNA derisimi optimize
edildi (Sekil 3). Gerek siire gerekse DNA
derisiminin edilmesinde DPV
Ol¢iimlerinden elde edilen guanin pik akim
degerlerinden yararlanildi. Bunun i¢in ti¢lii elektrot
sistemi elektrokimyasal hiicre i¢ine daldirildi ve
daha sonra voltametrik Ol¢iim gerceklestirildi.
Guaninin  ylikseltgenme  sinyalleri, DPV
(Differansiyel Pulse Voltametri) teknigi ile 0,2 V
ile 1,4 V arasinda, 50 mV/s tarama hiziyla, 50
mV’luk puls genliginde tarama yapilarak, ABS

optimize

(pH 4,8) igersinde dl¢tildii.

Akim ( LA )

——

0.775 0.825 0.873 0925 0975

POTANSIYEL (V)

1025 1075 LI125 1175 1215

o)

Akim (L1A)

30

5 10 15 20 25 as 40

ct dsDNA adsorpsiyon siiresi ( dakika )

Sekil 2. PGE yiizeyine immobilize edilen ct ds-DNA’larin (a) ct ds-DNA yokken (b) 5, (c) 10, (d) 15, (e) 20, (f) 25, (g) 30, (h)
35, (1) 40 dakika gibi farkl siirelerde etkilesim sonrasinda DPV teknigi ile 6lgiilen guanin sinyallerini gosteren voltamogramlar

(A) ve histogramlar (B)
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Akim (LA)

0.731 0.831 0.931 1.031 1.131 1.231

POTANSIYEL (V)

Akim ([L1A)

12 18 24 30 36 az a8
ct ds DNA derisimi (ug/mL)

Sekil 3. PGE yiizeyine immobilize edilen (a) ct ds-DNA yokken, (b) 12, (c) 18, (d) 24, (e) 30, (f) 36, (g) 42, (h) 48 pg/mL gibi
farkli derisimlerdeki ct ds-DNA’lara ait DPV teknigi ile dl¢iilen guanin sinyallerini gdsteren voltamogramlar (A) ve histogramlar

(B).

DNA immobilizasyonunda siire ve derisim
optimizasyonu hem ct ds-DNA hem de ct ss-DNA
icin ayr ayn gergeklestirildi. Sekil 2 ve Sekil 3°de
goriildiigi gibi ct ds-DNA igin optimum etkilesme
stiresi tekrarlanabilirlik agisindan en uygun 35
dakika ve ct ds-DNA derigimi olarak 36 pg/mL
olarak bulunurken bu siire ct ss-DNA i¢in 20
dakika ve ct ss-DNA derisimi 54 pg/mL olarak
tayin edildi.

3.2 DNA immobilize Edilmis PGE Ile
EPR(Epirubicin) -DNA (ctds-DNA ve ctssDNA)
Etkilesiminin Incelenmesi

Ct ds-DNA ve ct ss-DNA immobilize edilmis
PGE’ler, belirli derisimde Epirubicin igeren 110

uL’lik ¢ozeltilerde muhtelif siirelerde bekletilerek

DNA-ilag etkilesimindeki en uygun siire (Sekil 4)
ve daha sonra bu siire i¢in en uygun ilag derigimi
(Sekil 5) tayin edildi. Optimizasyon islemlerinde
DNA-ilag etkilesiminden sonra guanin pik
akimlarinda meydana gelen azalmalardan
yararlanildi. Guaninin yiikseltgenme sinyalleri,
DPV teknigi ile 0,2 V ile 1,4 V arasinda, 50 mV/s
tarama hiziyla, 50 mV’luk puls genliginde tarama
yapilarak, ABS (pH 4,8) icersinde 6l¢iildii

B
16 4
a
b
14 4 c d
e f
1.2 H
= 1
2
=08
=
=L
o6
o4 -
o0z
0
a 1 2 3 4 5
ds-DMNA- EPR adsorption slire (dakika)

Sekil 4. EPR immobilizasyon siiresinin yanita olan etkisi: ct ds-DNA immobilize edilen PGE’lerEPR ¢6zeltisinde (a) EPRile
etkilegtirilmede (yani sadece ct ds-DNA varken) (b) 1, (c) 2,(d) 3, (e) 4, (f) 5 dakika gibi farkli siirelerde bekletilerek DPV teknigi
ile dlgiilen guanin sinyallerini gdsteren voltamogram (A) ve histogram(B)
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B
16
a c
1.4 41 b
N e f
12 4
e 1
2
Z 08
=
=
06
04 4
02 4
o
o i 2 4 6 B8
ds-DNA- EPR adsorption derisim (ppm)

Sekil 5. EPR derisiminin yanita olan etkisi: ct ds-DNA immobilize edilen PGE’ler ct ds-DNA yokken (a) EPR yok, ct ds-DNA
varken (b) 1, (c) 2, (d) 4, (e) 6, (f) 8 png/mL gibi degisik derisimlerdeki EPR ¢ozeltileri i¢inde bekletilerek DPV teknigi ile 6l¢iilen

guanin sinyallerini gdsteren voltamogram (A) ve histogram (B)

DNA-EPR etkilesiminde siire ve derisim
optimizasyonu hem ct ds-DNA hem de ct ss-DNA
icin ayr1 ayr1 gerceklestirildi. Sekil 4 ve Sekil 5’te
goriildiigii gibi ct ds-DNA icin EPR ile optimum
etkilesme siiresi tekrarlanabilirlik acisindan en
uygun 4 dakika ve EPR derisimi 4 pg/mL olarak
bulunurken bu siire ct ssS-DNA-EPR etkilesimi i¢in
4 dakika ve EPR derisimi 6 pg/mL olarak tayin
edildi (gosterilmedi).

Elde edilen veriler kullanilarak hem ct ds-DNA-
EPR hem de ct ssDNA-EPR etkilesimleri igin

kalibrasyon egrileri Sekil 6 ve Sekil 7°da
gosterilmistir.

14

12 4 y=1,7735x+0,8791

R*=0,9834

10

i(uA}

= ]

.
0 2 4 6 8
{uM)

Sekil 6. PGE yiizeyine immobilize edilmis ct ds-DNA ile EPR
etkilesiminde EPR derisim degisiminin kalibrasyon egrisi.

¥ = 0.8402x + 0,4159
R? = 0,9999

i (k)

[= B N O -

(un)

Sekil 7. PGE yiizeyine immobilize edilmis ct ss-DNA ile EPR
etkilesiminde EPR derisim degisiminin kalibrasyon egrisi.

Tayin smirlar1 DL = yg + 3 sg bagmtisi (ys: kor
sinyal; sg: kor standart sapma; n = 4) ile ct ds-
DNA-EPR etkilesimi icin ¢izilen kalibrasyon
grafigine ait regresyon denklemine (y=1.773x +
0.879) ve ct ss-DNA-EPR etkilesimi igin ¢izilen
kalibrasyon grafigine ait regresyon denklemine
(y=0.84x + 0.416) gore hesaplandi. ct ds-DNA-
EPR etkilesimi i¢in en diisiik tayin smirt 0,556
pug/mL, ct ss-DNA-EPR etkilesimi i¢in en diisiik
tayin sinir1 0,059 pg/mL olarak hesaplandi.

3.2
Deneylerine iliskin Bulgular

Elektrokimyasal = Empedans (EIS)

Bu yontemde diger ¢aligmalarda da uygulanan 1,4
V 60 saniye aktivasyon islemi ile PGE ‘ler aktive
edilmistir. Tek farkli basamak diferansiyel puls
voltametrisi yerine Frekans Analyzer (FRA)
yazilimi kullanilarak EIS deneyleri i¢in dl¢timlerin
alindigr basamaktir. PGE yiizeyine optimum
kosullarda (36 pg/mL, 35 dakika) ct ds-DNA
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immobilizasyon edildikten sonra ferro ferri siyaniir
cozeltisi i¢inde EIS deneyleri yapildi. Yiizeyine ct
ds-DNA PGE
EPRg¢ozeltisine sonrasi

‘lerin
PGE
yiizeyinde gergeklesen ct ds-DNA- EPR etkilesimi

immobilize  edilmis

daldirilmasi

2K
A

2K. a"  PrECPCE

2K sy, PretPGE-dsDNA

2K- “+  pretPGE+ ds DNA + EPR
£
2 ik
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K-

_ ¥
DI
+7 %
1K e
o R ol
X
il i **/******MW
. e N L
oK
o
oK K 03 K K 2K 2K 2K 2K E

Z'/ohm

de yine ferro ferri siyaniir ¢ozeltisi iginde transfer
edilen akima kars1 gosterdigi direnci Olgiildii ve
ortalama degerlere yakin degerlerden olusturulan
Nyquist egrisi ile birlikte Sekil 8'de gosterildi.

B
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=
= 150
100 -
. -
o
pret ct dsDMA ct dsONA - EPR
ds-DNA- EPR

Sekil 8. (A) Nyquist egrisi (B) PGE yiizeyinde ger¢eklesen ct ds-DNA-EPR etkilesiminin transfer edilen akimyiikiine karst
gosterdigi direng; (a) aktivasyonu gergeklestirilen PGE ‘lerin direnci, (b) ct ds-DNA immobilize edilen PGE ‘lerin direnci, (C)
PGE yiizeyine immobilize edilen ct ds-DNA-EPR etkilesiminin direnci.

PGE ylizeyine optimum kosullarda (54 ng/mL, 20
dakika) ct ss-DNA immobilizasyon edildikten
sonra ct ds-DNA’da yapilan tim deneyeler ct ss-

DNA icin tekrarlandi. Ct ss-DNA-EPR
K
A
2K
2K ‘.t Pret. PGE
2K ¢ Pret. PGE + 55 DNA
2K +HH Prec. PGE = 5 DNA + EPR|

-Z"fohm

1K

T

etkilesiminin transfer edilen akima kars1 gosterdigi
direnci olgiildii ve ortalama degerlere yakin
degerlerden olusturulan Nyquist egrisi ile birlikte
Sekil 9°da gosterildi.
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Sekil 9. (A) Nyquist egrisi (B) PGE yiizeyinde gergeklesen ct ssDNA-EPR etkilesiminin transfer edilen akim yiikiine kargi
gosterdigi direng; (8) aktivasyonu gergeklestirilen PGE ‘lerin direnci, (b) ct ss-DNA immobilize edilen PGE ‘lerin direnci, (C)
PGE yiizeyine immobilize edilen ct ss-DNA-EPR etkilesiminin direnci

Elektrokimyasal empedans Ol¢limlerine gore en
diisiik ylk aktarim direncine sahip olan aktive
edilmis PGE ylizeyidir. DNA
immobilizasyonlarinda veya DNA-EPR

etkilesimlerinden sonra elektrot yiizeyi farklilasmis
ve yuk aktarim direngleri artmustir.
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3. SONUCLAR

Sensor teknolojisine dayali DNA analizlerine
yonelik calismamizda, kalem grafit elektrotlarin
(PGE) aktivasyonu, ¢ift sarmal DNA (ct ds-DNA)
ve tek sarmal DNA (ct ssDNA) analizlerine
yonelik optimizasyonu ve elektrot yiizeyinde anti
kanser ilag olan epirubicin (EPR) ile etkilesiminin
elektrokimyasal yontemlerle incelenmesi
gergeklestirilmistir. Tek kullanimlik kalem grafit
elektrotlarin ¢alisma elektrodu olarak kullanildig:
calismada elektrokimyasal davranislar,
diferansiyel puls voltametri (DPV) teknigi ile
arastinlmistir. PGE yiizeyine immobilize edilmis
DNA’nin  elektrokimyasal tayini, DNA’nmn
elektroaktif bazi olan guaninin yiikseltgenme
sinyalinin  DPV  teknigi ile Olgiilmesiyle
gergeklestirilmistir. Ayrica, EPR derisimi, DNA
derisimindeki degisimin ve ylizey aktivasyon
isleminin yanita olan etkisi arastirilmis ve
tekrarlanabilirlik ve duyarlik agisindan ¢ok iyi
sonuclar elde edilmistir. Anti kanser ila¢ olan
EPR’nin DNA ile etkilesimi incelenmeden Once,
potansiyel
elektrokimyasal davranisi incelenmis ve bu aralikta
elektroaktif bir tiir olmadigi gézlenmistir. EPR’nin
DNA ile -etkilesmesinden DNA’nin
elektroaktif bir grubu olan guanin bazinmn
yiikseltgenme sinyalinin, DNA-ila¢ etkilesiminde

ilacin caligilan araliginda

sonra,

artan ila¢ derisimine bagli olarak azaldig1
gozlenmistir. Guanin sinyallerindeki bu azalma,
literatiir deki benzer ¢aligmalarin sonuglarina yakin
olarak [5], EPR’ nin ¢ift sarmal DNA ile
etkilesiminin bir sonucu olup, bu molekiiliin
yapisindaki

etkilesim

yiikseltgenmeye
sonrasinda, redoks

uygun gruplarin
reaksiyonu i¢in
kismen mevcut olmasi seklinde agiklanabilir.

Optimize deney sonuglari: PGE ylizeyine ct-
dsDNA ve ct-ssDNA immobilizasyonu igin,
optimize etkilesim siiresi ct-dsDNA i¢in 35 dakika
ve ct-ssDNA i¢in 20 dakika, optimize etkilesim
miktar1 ct-dsDNA i¢in 36 pg/mL ve ct-ssDNA i¢in
54 pg/mL bulunmustur. DNA immobilize edilmig
PGE’lerle EPR-DNA etkilesimi incelenmesinde,
optimize etkilesim stiresi ct-dSDNA ve ct-ssSDNA
icin 4 dakika, optimize etkilesim miktar1 ct-dSDNA
icin 4 pg/mL ve ct-ssDNA i¢in 6 pg/mL

bulunmugtur. PGE  yiizeyinde gergeklesen
etkilesimlere pH etkisinin incelenmesinde ct-
dsDNA ve ct-ssDNA i¢in pH 4.8 ve ABS
tamponun da

bulunmustur.

guanin sinyali en yiksek

Aktive edilmis PGE yiizeyine ct ds-DNA’nin
immobilizasyonunda, optimum ct ds-DNA
derisiminin 36 pg/mL ve optimum etkilesim
stiresinin 35 dakika olarak belirlenip, aktive edilen
PGE yiizeyinde ct ds-DNA — EPR etkilesiminde de
optimum EPR derisiminin 4 pg/mLve optimum
etkilesim dakika
belirlenmesinden sonra, aktive edilmis PGE, ct ds-
DNA immobilize edilmis PGE ve ct ds-DNA-EPR
etkilesiminden sonraki PGE ig¢in EIS ol¢iimleri
alindi. ct ds-DNA immobilize edildikten sonraki
PGE yiizeyinin bir 6nceki haline gore direncinde
bir artma ve ct ds-DNA-EPR etkilesiminden sonra
ise direncte bir azalma oldugu gézlendi. Bilindigi

suresinin 4 olarak

gibi direng ile iletkenlik ters orantilidir yani, direng
artikca iletkenlik bu goz
bulundurularak histogram incelendiginde; aktive
edilmis PGE iletkenliginin, ct ds-DNA immobilize
edilmis PGE ve ct ds-DNA-EPR etkilesimi
sonrasindaki PGE’ ye gore daha yiiksek oldugunu
sOyleyebiliriz. Aktive edilmis PGE yiizeyine ct ss-
DNA’nin  immobilizasyonunda, optimum ct-
ssDNA derisiminin 54 pg/mL ve optimum
etkilesim siiresinin 20 dakika olarak belirlenip,
aktive edilen PGE yiizeyinde ct ss-DNA-EPR
etkilesiminde de optimum EPR derisiminin 4

azalir Oniinde

pug/mL ve optimum etkilesim siiresinin 4 dakika
olarak belirlenmesinden sonra, aktive edilmis PGE,
ct ss-DNA immobilize edilmis PGE ve ct ss-DNA-
EPR etkilesiminden sonraki PGE i¢in EIS ile
Ol¢timler alindi. ct ss-DNA immobilize edildikten
sonraki PGE yiizeyinin bir onceki haline gore
direncinde bir artma ve ct ss-DNA-EPR
etkilesiminden sonra ise direngte bir azalma oldugu
gozlendi. Aktive edilmis PGE iletkenliginin, ct ss-
DNA immobilize edilmis PGE ve ct ss-DNA-EPR
etkilesimi sonrasindaki PGE’ye gore daha yiiksek
oldugu gorilmiistiir.

Literatiirde, antikanser ilaglar1 ile ilgili yapilmig
pek ¢ok calisma olmasmma ragmen, DNA

biyosensorleri ve PGE kullanilarak yapilan
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elektrokimyasal c¢alisma sayist ¢ok  azdir.
Caligmamiz bu agidan bakildiginda, literatiirdeki
onemli bir eksikligi giderebilecektir. Sonug olarak,
tasarlanan DNA  biyosensorleri  kullanilarak
gelistirilen elektrokimyasal sensorlerin ilag-DNA
etkilesimlerinin tayininde daha duyarli, glivenilir
ve secimli sonuglar verebildigi goriilmektedir.
Yaygin olarak kullanilan antikanser Epirubicinin
DNA
incelenmesi ve bu tip ilaglarin biyolojik numulerde
tayinine yonelik ucuz ve kisa siirede sonug
elektrokimyasal
gelistirilmesi bu bakimdan 6nemlidir.

ile bir etkilesiminin olup olmadiginin

almabilen  bir yontemin
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