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OZET

NUKLEIK ASIT TAYININE YONELIK ELEKTROKIMYASAL
GENOSENSOR DiZAYNI

Murat BOZDAG
Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dah

(Yiiksek lisans Tezi/Tez Damismam: Doc. Dr. Ozen OZENSOY GULER)

Balikesir, 2010

Giliniimiizde, LNA problarin elektrokimyasal hibridizasyon analizi
gelistirmesinde kullanimi giderek artmaktadir. RNA benzeri bir niikleik asit olan
LNA, riboz sekerinin furanoz halkasinin kimyasal olarak 2 oksijeni ile 4 karbon
atomunu baglayan bir metilen kopriisii icerir. LNA problar mikro RNA’larin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Mikro RNA’lar (miRNA yada miR) ufak, tek
zincirli kodlama yapmayan ~18-24 niikleotidlik RNA’lardir ve miRNA’larin gesitli
kanserlerle iliskileri kesfedilmistir.  Dizideki tek bir bazin farklilagsmasi ile
miRNA’lar birbirlerinden ayrilirlar. Tek bir miRNA’y1 belirlemek i¢in yiiksek

secicilikte prob dizayni 6nemlidir.

Bu calismada, mikro RNA dizilerinin belirlenmesi i¢in prob altin perde
baskili elektroda kovalent olarak immobilize edilerek elektrokimyasal genosensor
dizaym1 amaglanmistir. Immobilizasyon sonucunda, streptavidin-enzim kompleksi
ile hibritin etiketlenmesiyle enzimatik trliniin elektrokimyasal olarak belirlenmesi
tek kullanimlik elektrot yiizeyinde gerceklestirilmistir. DNA ve LNA problarin
biyotinlenmis DNA ve RNA hedeflerle hibridizasyonu arastirilmigtir.  Kronik
lenfositik 16semi’nin (CLL) belirlenmesi i¢in dizayn edilen genosensorde tek

kullanimlik perde baskili elektrotlar, differansiyel puls voltametrisi yontemi



kullanilarak elde edildi. Spektrofotometrik deneyler ile DNA ve LNA problarin

¢Ozelti igerisindeki davranislar incelendi.

Spektrofotometrik erime noktasi tayinlerinde tam eslesen hibritler ile bir
bazin yanlis eslestigi hibritlerin erime noktalar1 arasindaki farklar (ATn,) 100 mM
sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) icerisinde DNA-DNA ciftleri i¢in 11.53 °C, LNA-
DNA ciftleri i¢in 12.55 °C, DNA-RNA ciftleri i¢in 12.71 °C olarak hesaplanmustir.
Iyonik siddeti azaltmak icin tuz konsantrasyonunun 1 mM’a indirilmesiyle erime
noktalar1 arasindaki farklar DNA-DNA ciftleri i¢in 10.29 °C, LNA-DNA ciftleri igin
11.51 °C, DNA-RNA iftleri i¢in 14.28 °C ve LNA-RNA ciftleri i¢in 13.49 °C
olarak hesaplanmistir.  Elektrokimyasal hibridizasyon analizlerin tayin sinirlari
DNA-DNA, DNA-RNA, LNA-DNA ve LNA-RNA analizlerinde sirastyla 70 pM, 80
pM, 70 pM, 70 pM olarak belirlenmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER : DNA, LNA, mikro RNA, altin perde baskil1 elektrot,

genosensor, kronik lenfositik 16semi, elektrokimyasal hibridizasyon analizi.



ABSTRACT

AN ELECTROCHEMICAL GENOSENSOR DESIGN FOR DETECTION OF
NUCLEIC ACIDS

MURAT BOZDAG
Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry
(M. Sc. Thesis / Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozen OZENSOY GULER)
Balikesir-Turkey, 2010

Development of electrochemical hybridization assay by using LNA capture
probes are increasing nowadays. LNA is a nucleic acid analogue of RNA in which
the furanose ring of the ribose sugar is chemically locked by the methylene linkage
of 2’0 and 4'C. LNA probes are used for detecting miRNAs. Micro RNAs
(miRNAs or miRs) are small, single stranded, non-coding RNAs of ~18-24
nucleotides and miRNAs are related with many cancer diseases. They are
characterized by a great variability of sequences, distinguishing only a single base
from each other. It is particularly important to design high selective capture probes

for discriminating only one miRNA.

In this study, we aimed to design a genosensor by covalent bonding probe
immobilization on screen printed gold electrode. After having this immobilization,
electrochemical detection of enzymatic product of the labeled hybrid with enzyme-
streptavidine complex was performed onto the surface of a disposable electrode. The
hybridization of DNA, LNA immobilized probes with biotinylated DNA and RNA
targets were also investigated. Disposable screen printed electrodes were used as
transducer and differential pulse voltammetry was used as an electrochemical

technique to design genosensor for detecting chronic lymphocytic leukemia (CLL).



Spectrophotometric experiments were performed in order to investigate the
hybridization behavior of DNA and LNA probes in solution.

Spectrophotometric melting point detections were performed to calculate the
difference between perfect matched hybrids and one base mismatched hybrids (ATy,)
in 100 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0), ATy’s calculated 11.53 °C for DNA-
DNA duplex, 12.55 °C for LNA-DNA duplex, 12.71 °C for DNA-RNA duplex.
ATn’s were calculated as 10.29 °C for DNA-DNA duplexes, 11.51 °C for LNA-
DNA duplexes, 14.28 °C for DNA-RNA duplexes and 13.49 °C for LNA RNA
duplexes with decreasing the ionic strength by lower salt concentration as 1 mM.
Detection limits of electrochemical hybridization assays were calculated for DNA-
DNA, DNA-RNA, LNA-DNA and LNA-RNA assays as 70 pM, 80 pM, 70 pM, 70
pM, respectively.

KEY WORDS: DNA, LNA, micro RNA, screen printed gold electrode, genosensor,

chronic lymphocytic leukemia, electrochemical hybridization assay.
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1. GIRIS

1.1 Biyosensorler

Biyosensorler biyoaktif bir tanima ylizeyi ile fizikokimyasal ¢eviriden olusan
analitik cihazlar olarak tanimlanabilir. Biosensor, hedef molekiiliin biyolojik tanima
yiizeyi ile etkilesimi sonucu elde edilen sinyalin ¢eviricide kullanilabilir bir sinyale
cevrilmesiyle belirlenmesine dayanur. Ceviriciler genel olarak; optik,
elektrokimyasal ve kiitle duyarli cihazlardir ve sirasiyla 151k, akim yada frekans

sinyalleri tiretirler [1].

Biosensoriin ABD Ulusal Bilimler Akademisinin bir pargasi olan ulusal
aragtirma konseyi tarafindan yapilan taniminda belirleme cihazi; yasayan bir
organizma veya canli sistemlerinden elde edilen {iriin (enzim veya antikor vb.) ve bir
isaret, sinyal veya ortamda spesifik maddenin varliginin taninmasinin farkli bigimde
gosteren bir ¢eviriciden meydana gelir. Kendi kendine calisan bagimsiz reseptor-
cevirici cihazi olarak biyosensorde biyolojik taniyict element geviriciyle yakin temas

halinde veya geviriciyle biitiinlesmistir [2].

Biyosensorleri tarihsel olarak inceledigimizde ilk olarak 1962 yilinda Clark
ve Lyons tarafindan enzim igeren biyomembranlar kullanilarak, glukoz elektrodu
yapilmistir [3]. Sonrasinda, 1967 yilinda Updike ve Hicks bir oksijen elektrodu
yiizeyine glukoz oksidaz enzimini iceren bir polimer jel tabakasi kaplayarak bir
enzim elektrodu hazirlamislardir [4]. Bu elektrodun glukoz ve oksijen igeren
biyolojik bir ortama yerlestirilmesiyle her iki bilesende membran igerisine difiize
olmakta ve glukozun oksijen vasitasiyla glukonik asite oksidasyonu
gerceklesmektedir. Boylece oksijen elektrodu, glukoz konsantrasyonuyla orantili

gerceklesen kismi oksijen basincindaki indirgenmeyi 6l¢mektedir.



Glinlimiizde biyosensorlerin tip, ziraat, gida giivenligi, ulusal giivenlik,
biyoproses, ¢evresel ve endiistriyel gozlemlemede dnemli bir analitik roli vardir. 11
Eylil 2001°deki olaydan sonra Amerika Birlesik Devletleri ve diger birkag iilkede
ulusal giivenlik i¢in elde tutulabilen biyosensor teknolojisi i¢in mali kaynakta artis

gozlenmistir [2, 5, 6].

Tanima olayina gore iki tip biyosensor vardir. Biyoafinite cihazlari, hedef
analitin yiizeyde hapsedilmis ligant esine (antikor, oligoniikleotid) se¢imli
baglanmasina dayanir. Biyokatalitik cihazlarda bunun aksine hedef analiti tanimak
icin immobilize enzim kullanilmistir. Ornegin, glukoz oksidaz immoblize edilmis

sensor seritleri seker hastaliginin bireysel olarak incelenmesinde kullanilmaktadir.

Sekil 1.1 Sensor seritleri kullanan glukoz 6lcerler

1.1.1 Biyosensorlerde Kullanilan Biyo-taniyici Elementler

Enzimler, antikorlar, hiicre reseptorleri, dokular, niikleik asitler
biyosensorlerde tantyici birim olarak kullanilir.  Enzim temelli biyosensorler
literatiirde bir¢ok yaymnlanmis makale ile popiiler olmuslardir ve bunun sebebi
kandaki glukoz seviyesinin gozlenmesinin gereksinimi [7] ve bdyle biyosensorlerin
yapiminin  kolay olmasidir. Ik nesil biyosensorlerde enzimlerin biyo-taniyict
element olarak kullanilmasiin popiiler olmasinin sebebi ticari olarak bulunmalari
veya farkli kaynaklardan kolayca izole edilebilmesi ve saflagtirilabilmesidir. Cesitli
oksidorediiktazlar arasindan, glukoz oksidaz, yabanturpu peroksidaz (HRP) ve

alkalen fosfataz (AP) bir¢ok biyosensor galismasinda kullanilmustir [8,9]. Birgok
2



uygulamada tayin sinir1 tatmin edici veya bu sinirin ilerisindedir fakat enzim
stabilitesi hala problemdir ve uzun bir siire zarfinda enzimin aktivitesini slirdiirmesi
zorunlu gorevidir. Giliniimiizde glukoz oksidaz yiiksek oranda kolayca elde edilebilir

ayrica en kararli ve spesifik enzimdir.

Antikorlarin  antijenlere, hiicre reseptorlerinin  ligantlarina, DNA
(deoksiribontikleik asit) veya RNA’nin (riboniikleik asit) komplementer niikleik asit
dizilerine baglanmasina dayanan afinite biyosensorleri biiyiik ilgi ¢ekmektedir.
DNA biyosensorleri kisa sentetik oligoniikleotidleri ayni uzunluktaki hedef DNA’y1
belirlemek i¢in kullanir [10].  Ayrica yiiksek segicilikteki antikor-antijen
reaksiyonuna dayanan, bulasici hastalilar i¢in avucta tutulabilen immunosensoérlerin
gelistirilmesi bliylik ilgi ¢ekmistir. Bunun nedenleri; laboratuar disinda 6lgiim
yapabilmeleri, ulusal giivenlik ve g¢evresel izlemelerde kullanilmalaridir. Protein
karisimi igeren analitler herhangi bir analiz bigiminde antikor kapli destek
materyalinin ylizeyine immoblize edilebilir ve protein miktar1 nicel olarak
analizlenebilir [11].  Sensor yiizeyinde kullanilan bir diger molekiil cesiti
aptamerlerdir. Aptamerler niikleik asit ligantlanndir ve SELEX (stel
zenglinlestirilmeyle ligantlarin sistemetik evrimi) denilen in vitro se¢im islemi igin
dizayn edilmislerdir. Aptamerler proteinler, karbohidratlar, lipitler ya da kiigiik
molekiilleri igeren genis bir hedef yelpazesinin analizine hitap ederler. Aptamerler
antikorlara gére bazi istiinliiklere sahiptir. ~ [n vivo kosullarda tamamen
diizenlenebilirler, kimyasal sentezle {iretilebilirler ve isaretlenebilirler. Ayrica 1yi

saklama kosullarina sahiptirler.

1.1.2 DNA Biyosensorleri (Genosensorler)

Cevirici birim ylizeyinde immobilize oligoniikleotid dizisini prob olarak
kullanan biyosensore genosensor denir. Prob biyo-taniyict molekiil olarak gorev alir
ve spesifik komplementer diziyi (hedefi) hibridizasyon ile tanir. Genosensorler igin

cevirici sistemler elektrokimyasal, piezoelektrik, optik olabilir.



1.1.2.1 Cevirici Sistemlere Gore DNA Biyosensorleri

Cevirici sistemlere gore DNA biyosensorleri elektrokimyasal, optik,

piezoelektrik ve termal biyosensorler olarak siiflandirilir.

DNA optik biyosensorler floresan isaretin emisyon sinyalinin fiber optik
tarafindan doniistiiriilmesine dayanir. Fiber optikler 15181 bir yerden bir yere tasiyan
cihazlardir. Fiber optik DNA biyosensorlerin isleyisinde fiberin ucuna tek zincirli
DNA probun yerlestirilmesi ve floresan bilesik (indikator) ile isaretli ¢ift zincirli
DNA hibritin olusmast ile elde edilen floresan degisim incelenir. Ilk DNA optik
biyosensoér Piunno ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir ve indikator olarak
etidyum bromiir kullanilmasina dayanmaktadir [12]. Walt’'un grubu eszamanli
olarak farklt DNA dizilerinin analizine olanak saglayan fiber-optik DNA biyosensor
gelistirmistir [13]. Farkli bir optik doniistiiriicii sistemi DNA hibridizasyonunun
gercek zamanli, isaretsiz olarak belirleyebilir. Bu biyosensdrler yiizey baglanma
reaksiyonlarmin sonucunda yiizey optik Ozelliklerindeki degisimin izlenmesine

dayanir.

In situ, isaretsiz optik belirlenme diger optik oOzelliklerdeki degisimlerle
saglanabilir. Ornegin, yeni bir nano tanecik temelli kolorimetrik tayin DNA’nin
direk tayini igin biiyiik umut vaad etmektedir [14]. Bu durumda, hibridizasyon olay1
sonucu olusan uzaklik degisimi, toplam fonksiyonel altin nano taneciklerin optik
Ozelliklerindeki degisimler ile sonuglanir. DNA hibridizasyonun direk floresan
belirlenmesi i¢in bir diger yenilik¢i yaklasim molekiiler fenerlerin prob olarak

kullanimina dayanmaktadir [15].

Molekiiler fenerler (MB), fener seklinde bas ve govdeden olusmaktadir.
Govde kisminin iki ucundan birinde floresan 6zellikli yap1 olan florofor diger ucunda
da sondiiriicti (quencher) yer almaktadir. Bu yap1 hibridizasyon sonucunda floresan
haline gelir [16]. Direk izleme 6zelliklerinin yaninda molekiiler fener problar yiiksek

hassaslik ve spesifiklik sunar.



Hedef

Sekil 1.2 Molekiiler fenerin hibridizasyonunun gosterimi

Kiitle duyarli cihazlar, bir diger indikatorsiiz belirleme metodu olan kuvars
kristal mikrobalans (QCM) ¢eviricinin kullanilmasina dayanir. QCM oldukga hassas
kiitle 6l¢tim cihazidir ve hibridizasyon olayinin dinamik olarak gdézlenmesine izin
verir [17]. QCM hibridizasyon biyosensorleri yiizeyine DNA probe immobilize
edilmis kuvars kristalden olusur. Hibridizasyon reaksiyonu ile artan kiitle kuvars
frekansinda degismeye neden olur. QCM ile Tay-Sachs genetik bozuklugunun

belirlenmesi i¢in yiiksek hassaslikta mikrogravimetrik cihaz gelistirilmistir [18].

=" Altin Elektrot
E::I L

- Eurvars Eristal

Sekil 1.3 Kuvars kristalin sematik gosterimi

1.1.3 Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal cihazlar dizi spesifik DNA biyoalgilayict olduklarini
kanitlamislardir.  Minyatiirlesmeye uygun olmalart ve gelismis mikroiiretim

teknolojisiyle uyumlari sayesinde DNA tanisi i¢in miikemmel adaydirlar [19].
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1.1.3.1 Elektrokimyasal Biyosensorlerde Kullanilan Elektrot Cesitleri

Karbon elektrotlar [20-24], platin elektrotlar [25], altin elektrotlar [26],
silikon oksit elektrotlar’m [27] dahil oldugu birgok tiirde elektrot genosensor
yapiminda destek materyali olarak kullanilmistir. Altin, belirli bir derisime kadar
oksijeni sogurmadigi icin, kimi g¢aligmalarda platine gore daha iyi bir elektrot

malzemesidir.

1.1.3.1.1 Altin Elektrotlar

Elektrokimyasal genosensorleri tanimlayan hemen hemen tiim yayinlarda
ticari olarak satilan elektrotlar altin telin destek materyalinin igine
yerlestirilmesinden olusmaktadir. Fakat birka¢ 6l¢iim aldiktan sonra bu elektrotlarin
yiizeyinin regenerasyonu can sikici ve zaman alan mekanik ve kimyasal yontemlerin
uygulanmasin1  gerektirmektedir.  Belli sayida ayni yapidaki elektrot pratik
caligmalarda gereklidir. Tek kullanimlik baskili [28], fotolitografk [29, 30] ve perde
baskili [31] altin elektrotlarin elde edilmesi biyosensor protokollerini biiylik 6lgiide
kolaylastirmistir. Genosensorler perde baskili karbon ve altin elektrotlar iizerinde

gelistirilmektedir.

1.1.3.1.2 Perde Baskili Altin Elektrotlar

Tek kullanimlik, diigiik maliyetli perde baskili altin elektrotlarda (SPGE),
altin galisma elektrodu, referans giimiis elektrodu ve karsit elektrot sirasiyla altin
bazli (R-464(DPM-78)), giimiis bazli (Electrodag PF-410) ve grafit bazli (Electrodag
423 SS) polimerik miirekkeplerin (macun) esnek plastik materyalin {izerine perde
baskis1 yontemiyle basilmasiyla elde edilmistir. Elektrokimyasal hiicreler diizlemsel
ti¢ elektrot seritinden olusur; altin ¢alisma elektrodu, karbon karsit elektrot ve glimiis
psodo-referans  elektrot. Bu sensorlerin  6nemli bir yonii tiyollenmis
oligoniikleotitlerin altin yiizeyde hi¢bir 6n hazirlik yapmadan kovalent ve

tekrarlanabilir immobilizasyonudur [31].
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Sekil 1.4 Perde baskili altin elektrot

Bu tip DNA biyosensorleri kisa tek zincirli DNA problarin farkli elektrotlar
tizerine immobilizasyonu ile hazirlanabilir ve DNA problar ile komplementer DNA
(cDNA) fragmentleri arasindaki hibridizasyon elektrokimyasal olarak belirlenmesi
kontrol altindaki potensiyel kosullarinin akim yanitinin goriintiilenmesini igerir.
Hibridizasyon olayr genellikle bir redoks belirtecinin (DNA ¢iftini taniyan) akim
sinyalinin artmasi ile veya hibridizasyon sonucu elektrokimyasal parametrelerdeki

degisikliklerle (6rnegin iletkenlik veya direng) gozlenir [1].

1.1.3.2 Elektrokimyasal DNA Biyosensorlerinde Hibridizasyon Olayinin

Belirlenmesi

Elektrokimyasal genosensorler baz ¢iftinin tanimasini uygun elektrik sinyale
cevirmesine dayanir.  Bunlar guanin sinyali temelli olabilir (isaretsiz) veya
elektrokatalitik mekanizmali (isaret temelli); redoks indikaroriinii (katyonik metal
kompleksleri, daunomycin, elektrokimyasal boya, metilen mavisi) ¢ift zincirin
arasina girerek kullanan elektrokatalitik mekanizmali veya hibridizasyon
basamagindan sonra tutturulabilen enzimle isaretleme yontemini kullanabilirler.

Enzim temelli metod enzimatik reaksiyon sonrasinda sinyal elde edilmesine dayanir.

1.1.3.3 Elektrokimyasal DNA Biyosensérlerinin Onemi

Diger metodlarla karsilastirildiginda elektrokimyasal metodlarin  6nemli

istiinliikleri vardir. Bunlar; kolayca kiigiiltiilebilme, kolay, hizli ve ucuz olmalari.



Boylece son yillarda elektrokimyasal DNA genosensorlerin genetik hastaliklarin
teshisi ve diger biyolojik analizlerde hizli ve ucuz olmalarindan dolayr 6nemi
artmistir. Modifiye DNA elektrotlar elektrokimyasal biyosensor gelistirilmesinde ve
DNA’nin diger molekiillerle etkilesimlerinin ¢alisilmasinda ¢ok 6nemlidir. Fakat
elektrot yiizeylerindeki DNA’nin geleneksel metodlarla immobilizasyonunda

hibridizasyon verimi diisiiktiir [23].

Spesifik DNA prob ile hedef molekiil arasindaki etkilesim DNA biyosensoriin
performansinda kapsamli olarak 6nemli role sahiptir. Sensorler i¢in dizayn edilen
cogu tipik tek zincirli DNA problar zayif stabilite veya spesifiklik gosterirler. Bu
nedenle DNA problar ve onlarin cDNA fragmentleri arasindaki hibridizasyon
analizlerinde duyarli ve segici DNA problarin gelistirilmesine halen ihtiyag
duyulmaktadir. Son zamanlarda bazi makalelerde kilitlenmis niikleik asit (LNA) adi
verilen yeni niikleotidin hibridizasyonu ve sentezi tanimlanmistir. LNA’lar 6nemli
antisens aktivitesi, in vivo ortamda toksisite gozlenmemesi ve niikleaz direnci dahil

bir¢ok avantaja sahiptir [23].

1.1.4 Tdeal Bir Elektrokimyasal Biyosensoriin Sahip Olmasi Gereken
Ozellikler

e Secicilik

Ideal bir biyosensérde en &nemli parametrelerden birisi olan segicilik
ozelligidir. Eger yeterli segicilik mevcut degilse bu eksigi giderecek uzun ek

islemler eklenmesi gerekir.

e Kullanim Omrii

Biyosensoriin  kullanim Omriinii  kisitlayan en Onemli faktor, biyolojik
algilama yiizeyinin aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica, biyosensdriin
kalibrasyon siklig1, stabilite, tekrarlanabilirlik gibi diger parametreleri de

etkilemektedir.



e Kalibrasyon Gereksinmesi

Ideal bir biyosensériin hi¢ kalibrasyona gerek duymamasi ya da en az
kalibrasyona gereksinmesi istenir. Fakat bu 6zellik, teorikte planladig: gibi degildir,
pratikte gergeklestirilememistir. Kullanim Omiirleri boyunca biyosensorler, siklikla

kalibre edilmelidirler.

e Tekrarlanabilirlik

Algilama ylizeyi igeren elektrodun ayni kosullar altinda arka arkaya yapilan
Olclimlerde hemen hemen ayni sonuclar1 elde edilmesi istenir. Pratikte pek miimkiin
olmayan bu durum g6z Oniine alinarak, yapilan c¢alismalarda tekrarlanabilirlik
parametresi mutlaka incelenmelidir.  Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa,

biyosensoriin uygulamalarinin o denli iyi oldugundan s6z edilebilir.

e Stabilite

Elektrot stabilitesinin (kararliliginin) yiiksek olmasi ideal biyosensorler i¢in
gereklidir. Stabilite, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina baghdir.
Ayrica; pH, 1s1, nem ve ortamm O, konsantrasyonu gibi parametrelerden de

etkilenmektedir.

e Yiiksek Duyarlilik

Biyosensore immobilize edilmis biyolojik materyalin yalniz belirli maddelere

kars1 duyarli olmasi, ideal biyosensorlerin 6zelliklerindendir.

e Tayin Sinir

Tasarimi yapilan bir biyosensoriin tayin siirinin belirli bir konsantrasyon
degerinin altinda olmasi gerekmektedir. Belirtilen bu sinir, elektrot yiizeyinin
biiyiikliigii, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi, immobilize edilen

madde miktar1 gibi faktorlerden etkilenir.



e Genis Ol¢iim Aralig
Biyosensor uygulamalarinda Ol¢iim araligi olarak adlandirilan  bolge
biyosensorlerden alinan akim-konsantrasyon egrilerinin lineer oldugu konsantrasyon
arahigdir.
e Hizli Cevap Zamani
Bir biyosensor elektrodunun cevap zamani elde edilen akim-zaman
egrilerinden anlasilabilir. Ornegin elde edilen egride basamaklarin sekli yayvan ve
genisse cevap zamani uzun (yavas), tersi s6z konusu ise cevap zamani kisa (hizl)'dir.
e Hizli Geriye Dénme Zamani
Geriye donme zamani, 6rnegin amperometrik caligmalarda, ilk ornekten ne
kadar siire sonra ikinci Ornegin Olgiilebilecegini belirler.  Yani ilk Ornegin
ilavesinden sonra sabit akim degerleri kisa siirede gozlenebiliyorsa ikinci Grnekte
ayni siire sonra ilave edilebilecektir.
e Basitlik ve Ucuzluk
Tasarimi basit ve ucuz, kullanimi rahat biyosensorler ideal biyosensorlerdir.
Bu nedenle ilk biyosensorlerdeki karmasik ve de pahali olan yapilar, daha sonra
basitlestirilmis ve miimkiin oldugunca da ucuzlagtirilmistir.

o Kiigiiltiilebilirlik ve Steril olmas1

Elektrotlarinin  steril olmas1t ve boyutlariin kiigiiltiilmesi biyosensor

tasariminda 6nemlidir [32].
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1.1.5 Teknik Problemler ve Pazar Potansiyeli

Biyosensorlerin pazardaki canliligi genis uygulama alanlarinda ¢ok yonli
olup olmamasi ve ucuz olmasina baglidir. Hangi biyosensor platformunda olursa
olsun bircok teknik konu problem olusturmaktadir. Oncelikle, ticari olarak bulunan
bir biyosensor en azindan bir aylik raf dmriine sahip olmalidir. Glukoz 6lger disinda
¢ogu biyosensor bu siki gereksinimi yerine getiremez ve bunun sebebi biyo-taniyici
elementin narinligidir. lkinci olarak yalmizca birkag biyosensér birka¢ dakikadan
kisa siirede biyolojik 6rnegi dogru tahlil edebilirken bir¢ok cihaz 15 dakikadan
birka¢ saate uzanan tahlil siirelerine sahiptir. Matriks engellemesi, analizlenecek
ornek igerisindeki bir¢ok endojen bilesenin adsorbsiyonundan dolayr sensor
bozulmasi, sinyal sapmasi, mikrobiyal kontaminasyon ile baglantili problemler biitiin
biyosensorler i¢in ortaktir. Basarili bir biyosensor farkli biyo-taniyict elementleri
destekleyecek kadar degisken, otomasyona izin verecek sekilde minyatiirize ve

makul ticrette islem kolayligi saglamalidir [2].

Medikal biyosensor pazarma 2008 yilinda % 69.73 payla ABD ve Avrupa
hakim olmaktadir. Diinya ¢apindaki biyosensorlerin yaridan fazlasini glukoz olgerler

olusturmaktadir ve en genis pazar payina Birlesik Devletler sahiptir [33].

Kamu giivenligi ve endise, yeni kanunlar, bazi iilkelerdeki gida kirlilikleri,
cevresel ve gida/ziraat endiistrilerini biiyiik aragtirma girisimlerine tesvik etmistir.
Birlesik devletlerde her yil yaklagik 5000 insan Salmonella veya E.coli’ye baglh
zehirlenmelerden 6lmektedir. Diinya ¢apinda gida iiretim endiistrisi 578 milyar dolar
capinda ve patojenlerin belirlenmesi ve yakin gelecekte artmasi beklenen gida
maddeleri icerisindeki kirleticilerin belirlenmesi i¢in biyosensorlere ihtiyag duyar.
Ayrica Onemli miktarda aragtirma biyolojik savas ajanlarinin belirlenmesine
odaklanmistir. ~ Toksisite, biyo-bulunma, coklu kirletici taramasi alanlarindaki
gelismeler potansiel biyosensor pazarini gelistirecektir ve geleneksel laboratuar

tabanli yontemlerle rekabet edebilmesine izin verecektir [2].
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1.2 Niikleik Asitler

Deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA), genetik bilgilerin

korunmasi ve taginmasi gorevini iistlenen zincir seklinde makromolekiillerdir.

1.2.1 DNA (Deoksiriboniikleik Asit)

DNA’nin genetik islemlerdeki Oneminin kavranmasindan sonra, yalniz
DNA’nin yapistyla ilgili degil, ayn1 zamanda yap1 ve fonksiyonu arasindaki iliskiyi
aci8a ¢ikarmay1 amaclayan c¢aligmalar da yogunluk kazanmistir. 1944 ve 1953 yillar
arasinda birg¢ok bilim adami, biyoloji tarihinde en énemli ve merak edilen sorulardan
biri olan “DNA canlilarda genetigin temelini nasil olusturur?” sorusunun cevabini
aradi. Cevabin, karmagik ancak diizenli islevler goren DNA’nin kimyasal yapisinda

bulunacagi inanci gii¢liiydii.

Watson ve Crick’in 1953 yilinda DNA’nin ¢ift sarmal yapisiyla ilgili
hipotezleriyle molekiiliin islevinin daha kolay anlasilmast i¢in, once yapisinin
aydinlatilmas1 gerektigi ongoriisiiniin dogrulugu agiga kavusturulmustur [34]. Bu

modele gore:

-
1

Iki uzun poliniikleotid zinciri bir merkez zincir tarafindan kivrilarak, sag el

ikili sarmal yapisini olusturur.

2- Iki zincir birbirine anti paraleldir; yani, iki zincirin C-5> ucundan C-3’
ucuna dogru olan ydnleri birbirine terstir.

3- Her iki zincirin bazlar1 diizlemsel yapidadir ve diizlemleri eksene diktir;
bazlar arasinda 3,4 A° mesafe olacak sekilde birbiri ardina istiflenir ve
sarmalin i¢inde yer alir.

4- Kars1 zincirdeki azotlu bazlar, hidrojen baglari ile baglanarak birbirleriyle
eslesirler; DNA da sadece, A=T ve G=C eslesmesi miimkiindiir.

5- Sarmalin her bir tam doniisti 34 A° dur, boylece her bir doniiste 10 baz yer

alir. Sarmalin ¢ap1 da 20 A° dur.
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6- Molekiiliin her hangi bir boliimiinde, eksen ilizerinde sira ile daha genis olan

major olukar ve daha dar olan mindr oluklar yer alir.

5' Timin Adenin

Sekil 1.5 DNA yapisinda bulunan bazlarin hidrojen baglari ile hibridizasyonu
e Niikleotidlerin Yapisi ve Ozellikleri

Niikleotidler biitiin niikleik asit molekiillerinin yap1 taslaridir.  Yapisal

birimler, bir azotlu baz, bir pentoz sekeri (5-karbonlu seker) ve bir fosfat grubu

olmak tizere 3 alt birimden meydana gelir.

e Piirin ve Pirimidin Bazlari

Azotlu bazlar iki ¢esittir. Bunlar, dokuz atomlu iki halkali piirinler ve alt1

atomlu tek halka iceren pirimidinlerdir. ki tip piirin ve ii¢ tip pirimidin bulunur.
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Piirinler, Adenin (A) ve Guanin (G). Pirimidinler ise, Sitozin (C), Timin (T) ve

Urasil (U) dir.

NH; 0] NH, (o] o)
N Xy N NH Xy NH NH
{ f) { ﬁ Q L UL
N N/ N N/ NH, N ° N ° N °©
Adenin Guanin Sitozin Timin Urasil

Sekil 1.6 DNA ve RNA’nin yapisinda bulunan bazlar

Niikleik aside adin1 veren tasidigi pentoz sekeridir. Riboniikleik asitlerde

(RNA) riboz, deoksirobniikleik asitlerde (DNA) deoksiriboz bulunur.

Riboz Deoksiriboz

Sekil 1.7 RNA ve DNA’ nin yapisinda bulunan 5 karbonlu sekerler

1.2.1.1 DNA’nin Replikasyonu

DNA ¢ift sarmalinda poliniikleotid zincirleri birbirlerine zit yonde tam
komplementer olduklarindan, sarmal agildiginda her biri yeni bir zincirin olusumu
(replikasyon) i¢in kalip gorevi géormektedir. DNA replikasyonu semikonservatiftir,
yani yeni bir iplik olusurken diger iplik eskisi olarak aynen kalir. DNA molekiiliiniin
replikasyonunda, hiicrenin stoplazmasinda bulunan cesitli niikleotidlerin iki kol
acildikca, kollarda bulunan uygun bazlarin karsilarina gelmeleriyle kendini esleme
baslamis olur. Replikasyonda polimeraz enzimleri gorev alir. DNA'nin ikili sarmali

birbirinden ayrildig1 zaman, kural olarak adenin grubu timin grubuyla guanin
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grubuysa sitozin grbuyla birleserek yerlerini alirlar, digerleri uymadiklari i¢in geri
cevrilirler. Yine ayni sekilde, eski zincirdeki adeninler timinlerle, sitozinler guanin
gruplariyla ikili siray1 tamamlamak i¢in birlesirler. Biitiin niikleotitler eslendiginde
ise, yeni zincir olusturulmus, DNA kendini eslemistir. Kopyalanan yeni DNA

iplikleri tamamen aynidir [32, 35].

1.2.1.2 Cift Sarmal DNA’nin Denatiirasyonu ve Renatiirasyonu

Saflastirilmis DNA c¢ozeltisi pH 7.0 ve oda sicakliginda (25 °C) oldukca
yogun bir haldedir. Bu ¢6zeltiye uygulanan pH ug¢ degerlere gekilecek veya sicaklik
80 °C’nin lizerine ¢ikarilacak olursa yogunlugun hizla azaldig goriilecektir. Boylece
uc pH ve 1s1 degerleri DNA’da denatiirasyon (¢oziilme) veya c¢ift sarmalin erimesini
(iplikciklerin birbirinden ayrilmasi) meydana getirecektir. Eslesmis baz ciftleri ve
baz yigilimlarinin olusumundaki hidrojen baglarinin bozulmas: ¢ift sarmalin
bozulmasina, geri ¢oziilmesine, tek iplik¢ik olusturmasina, iplikciklerin birbirinden
tim DNA uzunlugu boyunca ya da bir kisminda (kismi denatiirasyon) ayrilmasina

neden olacaktir. Biitiin bu olusum sirasinda DNA’nin kovalent baglari kirtlmaz [36].

(a)

y d > . 5
. 5
Isitma ile GACT

denaturasyon

Sogutma ile
Renaturasyon

RMNA zinciri DMA zinciri

Sekil 1.8 DNA’nin denatiirasyonu ve renatiirasyonu sonucu hibridizasyonu [32]
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Iki zinciri birbirine bagh tutan bir diizine yada daha fazla baz kalintisinin
bulundugu durumda olusan renatiirasyon (tekrar birlesme) tek kademeli ve hizli bir
olaydir. Sicaklik veya pH’in birgok organizmanin yasamasi i¢in gerekli sinirlara
getirilmesiyle birbirinden ayrilmis iki iplik¢ik kendiliginden eski haline gelir ve
sarilir (anneal). Iki iplik¢igin birbirinden tamamen ayrilmas1 durumunda ise birlesme
iki basamakta gergeklesir. Birincisi olduk¢a yavas bir kademe olup iki iplik¢ik
birbiriyle rast gele carpisarak, timlenmis kisa bir ¢ift sarmal pargacigi olusturur.
Ikinci basamak ise daha hizli olup geriye kalan eslesmemis iki iplik¢ik kurallarina

uygun olarak bir araya gelir ve bir fermuar gibi ¢ift sarmali olusturur [36].

1.2.2 RNA (Riboniikleik Asit)

DNA yapisinin icerdigi kodlanmis genetik bilginin islevsel bir proteinin
amino asit dizilimini olusturmasinda RNA bir ara bilesik gibi davranir. RNA
DNA’ya benzer ancak onemli farklari bulunur. Her ne kadar RNA’da da niikleotid
yap1 taslar1 poliniikleotid zincirlerini meydana getirirse de, RNA da deoksiriboz
yerine riboz sekeri, azotlu baz timin yerine urasil bulunur. Diger 6nemli bir fark,
RNA’nin ¢ogunlukla tek =zincirli oldugunun diisliniilmesidir. ~ Ancak; RNA
molekiilleri sentezlendikten sonra kendi {istiine katlanarak ikili sarmal bdlgeler
olusturur, genetik materyali RNA olan bazi hayvan viriislerinde RNA ikili sarmal
olarak bulunur. Bdylece RNA nin tam manasi ile tek zincirli bir molekiil olarak
bulunmadigi ¢esitli durumlar vardir. Genetik bilginin ifadesinde en az {i¢ hiicresel

RNA molekiilii islevseldir:

Ribozomal RNA (rRNA), haberci RNA (mRNA), tasiyict RNA (tRNA). Bu
molekiiller DNA’nin bir zincirinin tamamlayici kopyast olarak transkripsiyon
(okuma) sonucunda sentezlenir. Bunlarin i¢inden sadece mRNA’nin proteine
translasyonu yapilir. Her bir mRNA 06zgiil bir genin iriiniidiir ve degisik bir
proteinin sentezine yol acar. Translasyon (¢eviri) rRNA iceren ribozomlarda,
tRNA’nin da katilmiyla gergeklesir. Burada tRNA, mRNA’daki kimyasal bilgiyi,

proteinleri olusturan aminoasitlere cevirerek adaptor rolii oynar. Bu islemler,
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molekiiler genetigin santral dogmasini olugturur. DNA’dan RNA, RNA’dan protein

sentezlenir.

DNA

A

Transkripsiyon

MRNA rRNA tRNA

A

Ribozom

v

A 4
Translasyon

A\ 4
Protein

Sekil 1.9 Hiicrelerde; DNA, RNA ve proteinleri igeren bilgi akisinin basitlestirilmis
sekli [34]

1.2.3 Niikleik Asit Problar

Niikleik asit problar biyolojik reseptorlerdir. Biiyiik ¢ogunlukta bu problar
lineer oliigoniikleotidlerdir fakat bicimlendirilmis (sa¢ tokasi) oligoniikleotidlerin
kullanim1 giderek artmaktadir. Hedef gen dizisinin taninmas1 komplementer niikleik
asit dizisi ile ¢ift zincirli hibrit yapis1 olusturabilen oligoniikleotid prob ile verimli ve
yiiksek segicilikte bir¢ok farkli ve komplementer olmayan hedefin varliginda

olmalidir.

Niikleik asit problar tek zincirli oligoniikleotidlerdir, radyoaktif ve radyoaktif
olmayan maddeler ile isaretlenmislerdir. Problar hedef dizisiyle hibridizasyonu
isaret eden belirlenebilir sinyaller saglarlar. Radyoaktif isaretler yiiksek derecede
hassastirlar fakat kisa raf 6mrii, bireysel radyasyona maruz kalma, maliyet, saklama

ve atik problemi belli dezavantajlaridir. Diger taraftan enzimatik veya luminesans
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isaretler gibi radyoaktif olmayan problar dizayn ve uygulama acisindan daha az
hassas ve esnektirler fakat agikca giivenli ve cevre dostudurlar. Niikleik asit
hibridizasyon kinetikleri direkt olarak DNA probun kat1 yiizeyle erisimine baglidir.
Niikleik asitlerin kovalent olarak elektrot yiizeyine prob zincirinin bir ucundan

tutturulmasi arzulanir.

Daha c¢ekici yaklasimlar tiyollenmis DNA problarin altin  ylizeye
kemisorbsiyonuna dayanir. Ug farkli tiyol tipi (hidroksil, amino ve karboksil uglu)
Zhao ve yardimcilar1 tarafindan DNA’nin optimum kovalent immobilizasyonu i¢in

incelenmistir [37].
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Sekil 1.10 Zhao ve arkadaslari tarafindan incelenen farkli tiyol tipleri ile DNA’nin
kovalent immobilizasyonu [37]

Prob ve hedef molekiiliin hibridizasyon kosullar1 sicaklik, tuz konsantrasyonu
ve tamponlarin pH degerleriyle baglantilidir. DNA probun kilitlenmis niikleik asit
(LNA) ve peptid niikleik asit (PNA) gibi alternatifleri vardir [38-40]. Bu alternatif

ntikleik asitler farkli kosullar altinda daha iyi kararlilik gostermislerdir.
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1.2.4 Kilitlenmis Niikleik Asit (LNA)

Wengel [41] ve Iminashi [42] laboratuarlarinda kilitlenmis niikleik asit
(LNA) adinda yeni bir niikleotid sentezini ve hibridizasyonunu tanimladilar. LNA
niikleotidleri riboz sekerinin 2’oksijeni ile 4’ karbon atomunu baglayan bir metilen
kopriisii igerir. Bu koprii 3’endo konformasyonunda kilitlenmis olarak sonuglanir ve
ribozun  konformasyonal esnekligini azaltir ve fosfat omurganin lokal

organizasyonunu arttirir [39].

o

Baz

(@]
T\o
o:g—o'
LNA monomeri RNA monomeri

Sekil 1.11 LNA ve RNA monomerlerinin karsilastirilmasi

LNA oligoniikleotidler en az bir RNA benzeri konformasyonda bisiklik
furanoz birimi igeren (LNA monomeri igeren) oligoniikleotidler olarak
tanimlanmistir. LNA tek zincirleri komplementer DNA ve RNA tek zincirlerine
kars1 yiiksek afinite gOsterir. Bazlarin arasindaki baglarla, Watson-Crick hidrojen
baglariyla LNA-DNA ve LNA-RNA cift zincirleri olusur. LNA-RNA ve LNA-DNA
hibritlerinin erime noktalari (Tp) onlarin DNA-RNA ve DNA-DNA hibritlerinden 2-
10 °C ve 1-8 °C daha yiiksektir [43]. Ayrica LNA-RNA ve LNA-DNA hibritleri
NMR spektroskopisi kullanilarak karakterize edilmistir. Ciftler dogal niikleik asit
ciftleriyle ortak 6zellikler gostermistir [44].

LNA; komplementer DNA ve RNA molekiillerine yiiksek spesifiklik ve
afiniteyle baglanmasindan dolay: tek niikleotit polimorfizm genotiplemesi, antisens

gen terapisi ve plazmit vektor isaretlenmesinin dahil oldugu genis bir kullanim
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yelpazesine sahiptir [38]. LNA’nin antisens etkileri in vivo olarak aragtirilmistir ve
komplementer RNA ile yiiksek afinitede hibridize olma kabiliyeti sayesinde tedavi
edici  potansiyeleri  belirlenmistir  [45]. Niikleik asit  hibridizasyon
termodinamiklerinin kesin tahminleri temel olarak primer ve prob dizaynina dayanir.
LNA temelli oligoniikleotidlerin termodinamik karakterizasyonu LNA-DNA cifti
formasyonu igin basit UV-erime c¢alismalarini termodinamik parametrelere baglh

dizilerin kesfinde kullanilir

1.3 Mikro RNA

Son zamanlarda gen ifadesinin diizenlenmesi hakkindaki biiylik bulus mikro
RNAlarin kesfidir. Mikro RNA’lar (miR, miRNA) 18-24 niikleotid uzunlugunda tek
zincirli RNA molekiilleridir. Olgun miRNA’lar protein translasyonunun
kodlanmasin1 baskilarlar. Viriisler, bitkiler ve hayvanlar igeren tiirlerde yiiksek
oranda bulunurlar. Transkripsiyonel hedefleri tahmin edilmesine ragmen birgogu

halen onaylanmamustir [46].

Bunlar filogenetik olarak korunmus ve gelisim, hiicresel cogalma ve
apoptosis gibi bir¢ok temel hiicresel islemde goérev alirlar. 50 {izerinde tiirde
toplamda 1500 iizerinde ve Insan genomunda 700’iin iizerinde miRNA
tanimlanmustir [47]. miRNA’lar protein kodlayan genlerin komplementer dizisinin
3’ ¢evrilmemis bolgelerine (3°UTR) baglanirlar ve mRNA degradasyonuna ya da

hedef genlerin translasyonal baskilanmasina neden olurlar [46].

Ilk miRNA lin-4 1993 yilinda kesfedilmistir ve C elegans gelisimini lin-
14°lin protein ifadesinin mRNA’sinin 3’UTR baglanarak inhibe ederek diizenler
[48]. 1lkinci olarak miRNA let-7 2000 yilinda tanimlanmistir ve 21 niikleotid
uzunlugundadir [49]. Tek bir miRNA bir¢cok hedef geni diizenler. Bu yiizden
miRNAlar binlerce protein kodlayan geni diizenleyebilir [50].

miRNA’lar yalnizca siirdiiriilebilir hiicresel fonksiyonlarda temel rol

oynamaz ayrica kanser gelisimiyle de ilgilidir. Genis kapsamli genom c¢alismalari
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sayesinde, miRNA genleri genellikle heterozigosite kaybi, amplifikasyon veya
kanser kirtlma noktalar1 gosteren genomik bolgelerde konumlanmistir [51]. Diger
taraftan bazi miRNAlar insan kanserlerinde negatif dilizenlenmistir, bu da
miRNA’larin timér baskilayici olarak davranabileceklerini gdstermektedir. Ornegin,
onkogen Ras’1 hedefleyen let-7 akciger kanserinde negatif diizenlenme gostermistir
[52]. Cyclin G1 i hedefleyen miR-222a insan hepatoseliiler kanserinde genellikle
negatif diizenlenmistir [53]. Kanser hiicrelerinde miRNAlarin ifade diizeni kanser
tedavi edici ajanlardan etkilenmis olabilir. Bunlar belirli bir miRNA grubunun

kanser hiicrelerinde antikanser ilaglarina hedef olarak davranabilirler [54].

1.3.1 Mikro RNA 16

Cimmino ve arkadaslari miR-15a ve miR-16-1’in BCL2 vyi negatif
diizenledigini ve negatif diizenlenen bu apoptotik genin 16semiler ve lenfomalar1 da
iceren bir¢ok insan kanseri ¢esidinde siklikla asir1 ifade oldugunu gostermistir.
13q14 telomerikten RB1 kromozom bandi bdlgesindeki silinme bir¢ok timor
tipindeki genel genetik sapmadir. Bu da kronik lenfositik 16semide (CLL) engok
kromozomal kaybin yasandigr bolgedir. 13ql4 delesyonu bas, boyun ve prostat
tiimorlerin dahil oldugu birkag kat: tiimérde bildirilmistir [55]. Iki miRNA, miR-15a
ve miR-16-1 CLL’de 13ql4 MDR etrafinda konumlanmistir. Insanda bulunan
miRNA 16 “UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG” 22 baz uzunlugundaki diziden
olusmaktadir [47].

miR-16-1 CLL’lerin ¢ogunda silinmis veya negatif diizenlenmistir. Kronik
lenfositik 16semi (CLL) en yaygin insan 16semisidir ve agirlikli olarak bdlinmeyen
malign B hiicrelerinin asir1 ifadesiyle antiapoptotik B hiicre lemfoma 2 (Bcl2) protein
ile karakterize edilmistir. CLL’de miR-16-1 ifadesi ile Bcl2 ifadesinin ters
korelasyonu Cimmino ve arkadaslari tarafindan gésterilmistir ve miRNA-16 da Bcl2
yi posttranskripsiyonal seviyede negatif diizenlemistir. Negatif diizenlenen bu
apoptotik genin l6semiler ve lenfomalar1 da igeren birgok insan kanseri ¢esidinde

siklikla asir1 ifade oldugu gosterilmistir [56].
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mMiR-16 gibi tiimor baskilayict miRNAlarin 6nemi giin gegtikce agikliga
kavusmaktadir. qRT-PCR calismalariyla cesitli kanser hastalarinin tiimdrlerinde bu
spesifik miRNAlarin ifade diizeylerinin azaldig1 ortaya ¢ikmistir. Bu miRNAlarin
bir cogu cogalma, viabilite, hiicre dongiisii veya apoptosisi ve bir¢ok bilinen

onkogenin ifadesini etkilemektedir.

Kanserde miRNA’larin kullanilma potansiyelleri gilinlimiizde
kesfedilmektedir.  Sistematik sentetik miR-16 verilimiyle metastatik prostat
tiimorlerinin bazi hiicre dongiisii genlerinin negatif diizenlenmesiyle engellenmistir
[57]. Bunun teorik gerek¢esi miRNA’larin dogal antisens etkilesimciler olmasina
dayanir ve Okaryotik hayatta kalma ve c¢ogalmanin dahil oldugu bircok geni
diizenlerler. Gemcitabine ile tedavi sirasinda miRNA ifade profillerinde degisim
gozlenmistir ve bazi miRNA’larin modiilasyonu in vitro kosullarda
kolanjiyokarsinom tiimor hiicrelerinin bu kemoterapdtik ajana hassasiyetini arttirir.
Bu sonuglar miRNA’larin tedavi edici hedefler olarak kullanilmasinin deneysel
temelini olusturur. Daha uzun yarilanma siiresine ve verime sahip modifiye miRNA
molekiillerinin gelistirilmesi, 6rnegin LNA modifiye oligoniikleotidlerin temel
arastirmalarda elde edilen gelismeleri tibbi alandaki uygulanabilirligi i¢in atilmis ilk

adimdir [58].

1.3.2 Mikro RNA’larin Belirlenmesi I¢in Yapilan Cahsmalar

Mikro RNAlarin ufak boyutlarindan dolayr tayini ve karakterizasyonu
geleneksel DNA temelli analizleri kullanarak gerekli hedef hassasligina ulagilmasina
ihtiyag duyar. Ayrica birbiriyle yakindan ilgili miRNA ailesi iiyelerinin birbirinden
bir baz farkiyla ayrilmasindan dolay: yiiksek spesifiklige ihtiyac¢ duyulur.

DNA oligoniikleotidlerinin farkli pozisyonlarda LNA rezidiileriyle subsitiite
olmasiyla ve bunlarin Northern blot analizinde kullanilmasiyla az bulunan
miRNAlarin tayininde 6nemli artis gézlenmistir. Northern blotta yiiksek verimli
prob olarak kullanilmalarinin yaninda LNA modifiye edilmis oligoniikleotidler in

situ  hibridizasyonda maya hiicrelerinin iizerine sabitlenerek spesifik miRNA
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tayininde kullanilmistir. Molekiiler LNA problar insanlarda miRNAlarin miktar
tayini yapilmasina izin vermistir.  Microarray tabanli miRNA profilizasyon
analizinde LNA problar kullanilmistir ve biiyilk sayida miRNAlarin ifadesinin
paralel olarak izlenmesine olanak sunmustur. Bu yeni analiz (miChip) LNA’nin

biyofiziksel 6zelliklerini kullanmaktadir [45].

1.3.2.1 Kolorimetri Temelli Belirleme Yontemleri

Kolorimetri tabanli miRNA belirlenmesi metodlar1 g¢ekicidir ¢iinkii sistem
diger yontemlere gore basittir. Bir¢ok kolorimetrik yontemde analiz i¢in CCD
kamera ve bilgisayar gibi ucuz goriintiileme mazemesi kullanilir. Bu ydntemler
sistemin fiyatin1 ve prosediiriin karmasikligini biiylik 6l¢iide diisiirdiiklerinden ilgi
uyandirirlar fakat genellikle diisiik tayin smirlarinin sikintisint  ¢gekmektedirler.

Durum her zaman boyle degildir, birgok kolorimetrik analizde rakip onlarin floresan

karsiliklaridir [59].

Basit kati-faz analizi Yang ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir ve
miR122a’nin 1 fM dan 1 nM konsantrasyonlar kullanilarak yapilan kalibrasyon

egrisinde analizin tayin sinir1 10 fM olarak bulunmustur [60].

1.3.2.2 Floresans Temelli Belirleme Yontemleri

Floresesan ¢ok hassas ve spektroskopinin uyarlanabilen formudur bu yiizden
stk sik direk, in situ analizlerde kullanilir. Bu uygulamalarda organik boyalar,
floresan proteinlerden inorganik nanoyapilara bircok tiirde floresan isaret¢i
kullanmilmistir. En ¢ok gdze carpan floresan isaretleyici kuantum nokta ve altin
nanopertikiiller gibi inorganik nanoyapilardir. Bu yapilar genis uyarlama araliklari,
oldukca keskin emisyon bantlar1 tarafindan tamamlanmak, {istiin spektral kararlilik

gibi tistiin floresan 6zelliklere sahiptir [60].
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Neely ve arkadaslari tarafindan gelistirilen metotta ¢ifte prob etiketleme
sistemi floresan korelasyon spektroskopisi (FCS) sisteminde miRNA tek
molekiillerinin sayilmasit ve miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Her biri
hedef dizisinin bir yarisinin komplementeri olan iki kilitlenmis niikleik asit (LNA)
DNA problari floresan etiketlerle modifiye edilmistir. Birisi Oyster 556 (yesil prob)
ve digeri Oyster 656 (kirmizi prob). Veri elde etmek i¢in kullanilan bes laserden
olusan ayni odakli floresan detektor tek mikroakiskan akimda dort renk degisimini
belirleme yetenegine sahiptir. Arkaplan sinyalini engellemek i¢in, serbest problar
floresan sondiiriicii iceren 6zel dizayn edilmis oligoniikleotidlerle tutuklanmustir.
Escherichia coli RNA matriksinin iizeri 1, 2, 5, 10, 25, 50, 75 ve 100 pM sentetik
miRNA ile kompleksinin foton patlamasi ile yapilan kalibrasyon egrilerinde analizin

tayin sinirt 1 pg RNA dokusu igin 15 fg olarak belirlenmistir [59].

En 6nemli biyosensorlerden biri hala arastirilan molekiiler fenerlerdir (MB).
Bunlar aslinda benzersiz oligoniikleotidlerdir. MB’ler biyoanalitik floresan temelli
belirleme sistemlerinde nispeten yeni (gelistirilmesi ilk olarak 1996 yilinda
bildirilmistir) teknolojidir [67]. Molekiiler fenerler seklinde bas ve govdeden olusan
DNA problardir. Hedef molekiiliin bulunmadig1 durumlarda yandan saldiran diziler
bas-gdvde yapisi olusturacak sekilde birlesmesiyle floresan boya ve sondiiriicli yakin
duruma getirilir. Hedef bulundugu durumlarda ise proba baglanarak floresan boya
ve sondiiriicliniin ayrilmasina neden olan lineer konformasyona ge¢mesini saglar. Bu
dizaynin faydasi probun yalmizca hedef dizisiyle direk hibridizasyonuyla sinyalin
ortaya ¢cikmasidir. Bu sekilde 6l¢lim almadan O6nce eslesmemis problarin ortadan

kaldirilmasina gerek kalmamaktadir.

1.3.2.3 Biyoliiminesans Temelli Belirleme Yontemleri

Biyoliiminesent proteinler 15181 kimyasal reaksiyonla yayarlar. O nedenle dig
uyarict bir 151k kaynaginin elimine edilmesiyle, arkaplan sinyallerinin azatilmasiyla
bu proteinler avantaj saglar. Bu biyo-luminesent proteinler miRNA tayininde
kullanilir, Renilla luciferaz (Rluc) yalniz veya floresan nanopartikiiller ile bir biyo-

luminesent resonans enerji transferi (BRET) ortagiyla kompetetif analiz meydana
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getirir. Rluc 38-kDa proteindir ve coelenterazine substrat varliginda 485 nm de

biyoliiminesans yayar [59].

Cissel ve arkadaslar1 tarafindan bildirilen ¢alismada niikleik asit tayini ve
miktarinin belirlenmesinde BRET tabanli kompetitif analiz kullanilmistir [61]. Bu
analiz niikleik asit hibridizasyonunda Renilla lusiferaz (Rluc) ve akseptér kuantum
nokta (QD705) arasinda enerji transferiyle sinyal liretimine dayanir. QD’lar bu
analiz icin yliksek kuantum iiriinli, genis molar ekstinksiyon katsayisi, fotostabilite

gibi avantajlara sahiptir.

Cissel ve arkadaslarinin galismasinda miR-21 le iligkili oligoniikleotid prob
QD705 kullanilarak isaretlenmistir, diger prob ise Rluc ile isaretlenmistir.
Karistirilan bu iki probun hibridizasyonu ortamda coelenterazine varliginda Rluc’tan
QD705’¢e enerji transferiyle 710 nm de Olgiilebilen sinyalle sonuglanir. Bu ayni
sistem hedef niikleik asitin varliginda, hedefin konsantrasyonundaki artigla 710 nm
de emisyon sinyalinde azalma gozlenir. 485 nm den 710 nm ye sinyal BRET
orantyla Ol¢iilmiis. Bir kalibrasyon egrisi olusturmak ic¢in hedef niikleik asitin
konsantrasyonu, iki emisyon pikinin (l4gs/l710) oranina karsi grafigi ¢izilmistir. Bu
analizde 30 dakikalik hbridizasyon siiresinde tayin smirt 4 pmol (20nM) olarak
gozlenmistir [61].

1.3.2.4 Enzim Temelli Belirleme Yontemleri

Su ve arkadaglar tarafindan gelistirilen enzim tabanli kolorimetrik analizde
immobilize peptid niikleik asit (PNA) probtan hedef DNA yada RNA molekiilleri
tutmak i¢in faydalanilmistir [62]. PNA DNA’ya benzerdir fakat seker-fosfat
omurgas1 ndtr peptid zinciriyle yer degistirmistir. Bu ndtr yiliklenme prob ile hedef
arasindaki elektrostatik etkilesmeyi azaltir bdylece hibridizasyonu arttirmaktadir.
Yabanturpu peroksidaz (HRP) hedef molekiiliin negatif yiiklenmis seker-fosfat
omurgasina adsorbe olur. Bu teknikte hedef etiketleme adimima gerek
kalmamaktadir. HRP’nin substratlar1 olan 3,3°,5,5’- tetrametilbenzidin ve hidrojen

peroksitle etkilesim sonucu elde edilen mavi oksidasyon iiriinii kuvvetli asitle
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muamele sonucunda sart daimine doniistirilmistir. Daha sonra 450 nM de
absorbans okunmustur. Bu yontemle 22-bp PNA prob A549 akciger kanser
hiicrelerinde let-7b miRNA belirlemek i¢in kullanilmistir. Tim analizler 1 den 58
pg tim RNAlar igeren ekstrasyonlar kullanilarak yapilmistir. Ornekler degisen
konsantrasyonlarda (0.1-100 nM) 22-bp sentetik DNA oOrnekleri kullanilarak
olusturulan kalibrasyon egrilerinden hesaplanmistir.  0.1-100 nM kullanilarak
yapilmistir. Analiz i¢in gerekli olan toplan RNA miktar1 yaklasik olarak 2 pg olarak
belirlenmigtir. miRNA kullanilarak yapilan analiz ise ¢ok daha hassastir ve sadece

50 ng’a ihtiyag¢ duyar.

1.3.2.5 Elektrokimyasal Temelli Belirleme Yo6ntemleri

Bir diger belirleme metodu miRNA tayini i¢in elektrokimyasal Olgiimlere
dayanir. Kiigiikk molekiillerin daha onceki direk elektrokimyasal tayin metodlar
sistem tarafindan iiretilen okunabilen sinyallerin diisilk olmasindan ve kiigiik
oligoniikleotidlerin miRNA’ya baglanma kabiliyetinin zayif olmasindan dolay:

sinirhdir.

Gao ve arkadaslarn tarafindan yapilan calisma ¢ok diisilk miktarda o6rnek
hazirlamaya, diisiikk miktarda toplam RNA ve ucuz geregler kullanarak basit analiz
dizaynina odaklanilmistir. Bu analiz elektrokatalitik parcaciklar kullanir ve iliml
kosullar altinda bunlar kimyasal olarak direk miRNA’ya baglanmistir. Sonrasinda
baglanmis elektrokatalitik parcaciklar amperometrik olarak kaydedilen oksidasyon
reaksiyonuna yardim eder. Bu analizlerin tayin smiri fentomolar Olgiisiinde

belirlenmistir.

Gao ve arkadaglar1 tarafindan yapilan iki farkli caligmada toplam RNA
icerisinde miRNA’ya elektrokatalitik parcacik ile direk kimyasal baglanmadan
yararlanilmistir. Bu ¢alismalardan ilkinde isoniazid-substitute osmium kompleksinin
elektrokatalitik 6zelliklerini kullanmistir, (Os(dmpy)2(IN)CIY) askorbik asit (AA)
tizerindeki oksidasyonu [63]. Bu orneklerdeki miRNA basit bir kondenzasyon

reaksiyonu ile kovalent bag ile (Os(dmpy)2(IN)CI")’a baglanmistir. Altin elektrot
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tizerindeki komplementer immobilize oligoniikleotid primerler ile isaretli miRNA’lar
hibridize olmustur ve AA’nin elektro-oksidasyon akimi oOl¢iilmiistir. Gao ve
arkadaslar1 tarafindan aymi prensip kullanilarak yapilan bir diger ¢alismada
elektrokatalitik pargacik olarak Ru(PD).Cl, [PD, 1, 10-fenantrolin-5, 6-dion]
hidrazin’in oksidasyonunu gozlemek icin kullanmiglardir [64]. Elektrokatalitik
parcacik tiim RNA igerisindeki miRNA’ya piirin bazlar1 vasitasiyla tutturulmustur.
Isaretlenmis miRNA’nin  immobilize =~ komplementer  oligoniikleotid ile
hibridizasyonu sonrasinda oksidasyon sinyali hidrazinin eklenmesinden sonra
kaydedilmistir. Bu g¢alismada bir onceki ¢alismada kullanilan altin elektrot yerine

indiyum kalay elektrot kullanilmistir.

Yapilan bu ¢alismalarda hibridize miRNA miktar1; miRNA konsantrasyonuna
karsi kaydedilen akim korelasyonunun kalibrasyon grafigi olusturulmasiyla
belirlenmistir.  Analizin segiciligi tek bazi yanlis eslesen miRNA ve prob
kullanilarak degerlendirilmistir. Analiz miRNA varliginin miktarini belirlemek i¢in
basit, hizli, verimli ve ucuz maliyetli bir yol gdstermistir. iki yontemde 10 ng kadar
ufak toplam RNA 6rnek boyutunda bile secici oldugunu kanitlamistir. Tayin sinirlari

500 fM (AA kullanarak) ve 0.20 pM (hidrazin kullanarak) olarak bulunmustur.

Laschi ve arkadaglar tarafindan kullanilan yontemde grafit perde baskili
elektrot c¢evirici olarak kullanilmistir ve sentetik DNA ve RNA dizilerini
belirlenmesi hedeflenmistir [65]. Manyetik bonucklarin modifikasyonu ile
yiizeylerine PNA, LNA ve DNA problar tutturulmustur ve komplementer DNA ve
RNA dizisiyle hibridizasyon dan sonra HRP ile igaretlenmistir. Substrat eklenmesi
ile lirline doniisiimii kronoamperometrik 6l¢iim ile belirlenmis ve kalibrasyon egrileri
hazirlanmistir. Maksimum hedef konsantrasyonu olarak 10 nM hedef
konsantrasyonunun kullanildig1 analizde DNA hedef i¢in tayin sinirt DNA ve PNA
problar i¢in 152 pM ve 118 pM ve LNA prob kullanildiginda ise 91 nM’lik daha
diisiik bir tayin sinir1 belirlenmistir. Hedefin RNA oldugu durumda hesaplana tayin
sinirlart DNA ve PNA problarda 51 pM ve 60 pM , LNA prob i¢in ise 78 pM olarak
belirlenmigtir. Ayrica RNA hedef ile kullanildiklarinda ii¢ prob da tayin sinir1 ve
tekrarlanabilirlikte benzer davranis gostermistir. DNA hedefle gbzlenen farklar daha
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az belirgindir. Bunun sebebi PNA/LNA-RNA ciftinin konformasyon stabilitesinin
PNA/LNA-DNA c¢iftinden daha yiiksek olmasindan olabilir.

1.4 Tek Niikleotid Polimorfizmleri

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP’ler) insan genomunda en ¢ok rastlanan
genetik degisimdir.  Uzun DNA kisimlarindaki bireysel farklilagmalar (DNA
polimorfizmi denen) 1970’lerin ortasinda bildirildigi halde 1980’lerin baslarina
kadar potansiyelleri tamamen anlagilamamistir.  Botstein ve arkadaslart DNA
polimorfizmlerinin insan genomu haritas1 olusturmak i¢in isaret olarak
kullanilabilmesinin nasil miimkiin olacagin1 tanimlamislardir. Bireylerin
genomlarinin sahip oldugu bir¢ok tek baz degisimi 1990’larin sonunda insan genom

projesinden gelen bilgilerle belirli hale gelmistir [66].

Alleller karsilastirildiginda bir niikleotidteki degisim tek niikleotid
polimorfizmi olarak adlandirilir. Insan genomunda yaklasik olarak 1330 bazda bir

olusur. SNP ile siniflandirilirlarsa her insan benzersizdir [67].

2007 yilinda 6197780 adet SNP onaylanmistir. Insan genomundaki SNP’ler
gibi genetik farklilagmalarin analizi ve saglik, hastalik, ilaca yanit kisisel ilag
gelisimi i¢in ¢ok degerli bilgi saglamasi beklenmistir. Asil SNP genotipleme
metodlart DNA dizi ve PCR-RFLP (PCR-restriction fragment lenght polymorphism)
analizleridir. Bu metodlar zahmetli ve pahalidir ¢iinkii bir¢ok adima gereksinim
duyarlar. Sonradan pek ¢cok SNP genotipleme metodu gelistirilmistir. Lucarelli ve
arkadaslar1 elektrokimyasal olarak yanlis eslesen bazin belirlenmesi i¢in perde

baskili elektrotlar kullanarak prob dizayni {izerine ¢aligmiglardir [68].

1.5 Amag¢

Posttranskripsiyonel diizenleyici olan mikro RNAlar metabolik yollar, hiicre

proliferasyonu (yayilmasi), hiicre farklilasmas1 ve karsinogenez gibi farkli
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proseslerde gorev alirlar. mMiIRNA-16-1"in BCL2 yi negatif diizenledigini ve negatif
diizenlenen bu apoptotik genin I6semiler ve lenfomalar1 da igeren bir¢ok insan kanser

cesidinde siklikla gozlendigi belirlenmistir.

Calismamizin amaci tek kullanimlik perde baskili elektrotlarin yiizeyinde
DNA ve LNA problarla miRNA-16 ile ilgili sentetik DNA ve RNA dizilerin
hibridizasyonunun belirlenmesi ve tek bir bazin yanhlis eslestigi dizi kullanarak
sensoriin seciciliginin arastirilmasidir. Analiz altin perde baskili elektrotlar tizerinde
hibridizasyona dayanir ve diferansiyel puls voltametrisi elektrokimyasal teknik
olarak kullanilmigtir. Ayrica spektrofotometrik deneyler LNA ve DNA’nin DNA ve

RNA hedefler ile ¢ozelti icerisindeki davraniglarini incelemek i¢in yapilmistir.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1 Materyal

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu calismada 6-merkapto-1-hekzanol (MCH), streptavidin-alkalen fosfataz
enzim kompleksi, 1-naftil fosfat, sigir serum albumin (BSA), dietanolamin, dietil

pirokarbonat, magnezyum kloriir, RNaz Zap Sigma-Aldrich’ten saglanmistir.
Di sodyum hidrojen fosfat, hidroklorik asit Merck’ten saglanmistir. Sentetik
DNA and RNA &rnekleri Eurofins MWG Operon (Italya) LNA Prob Eurogentec
S.A.’dan (Belgika) saglanmistir. Calismanin tamaminda mili Q su kullanilmistir.
Ayrica ¢alismada steril sarsted tiipler ve falconlar ile DNA, RNaz ve ATP
icermeyen sarsted biosphere steril, filtreli pipet uglar1 kullanilmistir.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cizelge 2.1 Calismada kullanilan laboratuar geregleri

Otoklav AUTOCLAVE 760, ASAL, Italya

Masa santrifiijii Minispin Eppendorf, Almanya

pH metre AMEL, Italya

Potansiyostat/galvanostat AUTOLAB PGSTAT 10- Eco Chemie,
Hollanda

UV-Spektrofotometre CARY 100 Bio. UV-Visible
Spectrophotometer- Varian, ABD

Hassas Terazi SCALTEC, Denver Instruments,
Almanya
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2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Deneysel calisma ic¢in kullanilan ¢ozeltiler asagida belirtildigi  gibi

hazirlanmistir

1. Dietil pirokarbonat iceren su hazirlanmasi

Deneylerde RNaz’lara karst tiim tamponlarin hazirlanmasi sirasinda
kullanilacak mili Q su % 0.1 dietilpirokarbonat (DEPC) igerecek sekilde

hazirlanmustir.

2 mL DEPC eklenerek mili Q su 2 L ye tamamlanir ve manyetik
karigtirict lizerinde oda sicakliginda gece boyunca (~25°C, ~16 saat)
karsistirildi. Hazirlanan DEPC igeren mili Q su 121 °C ve 1 atm. basing
altinda 20 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

2. 0.5 M Sodyum Fosfat tamponunun (pH 7.0) hazirlanmasi

0.5 M 500 mL sodyum fosfat tamponu hazirlamak ic¢in 35.49 g (0.25
mol) Na;HPO, 450 mL % 0.1 DEPC igeren mili Q suda ¢oziildi ve 1 N
HCl ile pH’1 7.0’a getirildi ve son hacim % 0.1 DEPC igeren mili Q suyla
500 mL ye getirildi. Sarstedt steril sise ve 0.20 pm por biiyiikliigline sahip

filtre seti kullanilarak filtrelenip siselenmistir.

3. 100 mM Sodyum Fosfat tamponunun (pH 7.0) hazirlanmasi

0.1 M 500 mL fosfat tamponu hazirlamak i¢in 7.10 g (0.05 mol)
Na;HPO, 450 mL % 0.1 DEPC igeren mili Q suda ¢oziildii ve 1 N HCl ile
pH’1 7.0’a getirildi ve son hacim % 0.1 DEPC iceren mili Q suyla 500 mL
ye getirildi. Sarstedt steril sise ve 0.20 um por biiyiikliigiine sahip filtre seti

kullanilarak filtrelenip siselenmistir.
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4. Dietanolamin Tamponu (pH 9.6) Hazirlanmasi

0.1 M KClI, 1 mM MgCl; igeren 0.1 M dietanolamin tamponu (pH 9.6)
hazirlamak i¢in 5.255 g dietanolamin, 3.728 g KCI ve 1 M’lik MgCl,’den
0.5 mL alinarak 450 mL ye DEPC su ile tamamlanir. Sonrasinda pH 9.6 ya
1 N NaOH ile ayarlanip 500 mL ye DEPC su ile tamamlanmgtir. Sarstedt
steril sise ve 0.20 um por biiyiikliigline sahip filtre seti kullanilarak

filtrelenip siselenmistir.

5. Streptavidin-Alkalen fosfataz enzim c¢ozeltisinin hazirlanmasi

5 mg si1gir serum albumin 0.5 mL dietanolamin tamponu (0.1 M, pH
9.6) igerisinde ¢oOzilir ve bu c¢ozeltinin 180 puL ile 20 uL 10x
konsantrasyonundaki streptavidin-alkalen fosfataz enzim stogu 200 pL ye

seyreltilir.

6. Substratin hazirlanmasi

1mg mL™ 5 mL a-naftil fosfat ¢ozeltisi dietanolamin tamponuyla (0.1
M, pH 9.6) hazirlanir.

2.1.4 Kullanilan Sentetik Oligoniikleotidler

Kullanilan prob ve hedef molekiilleri onaltisar bazdan olugsmaktadir, problar
3’ yoOniinden tiyollenmistir. Hedef molekiilleri ise 3° yoniinden biyotinlenmistir.
Liyofilize problar ve hedeflerden stok oligoniikleotid ¢ozeltileri 0.5 M fosfat
tamponu (pH 7.0) kullanilarak hazirlanip -20 °C’ de saklanmistir. LNA probtaki
kilitlenmis niikleik asit monomerleri altigizili olarak belirtilmistir. Tek bazi prob
molekiiliindeki komplementerinden farkli olan hedefler, DNA hedef-2 ve RNA

hedef-2’deki prob’taki eslenigiyle komplementer olmayan bazlar kalin yazilmistir.
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Cizelge 2.2 Kullanilan sentetik niikleik asit problar ve hedefler

DNA Prob 5’-TAT TTACGT GCT GCT A-SH ¥

LNA Prob 5’-TAT TTACGT GCT GCT A-SH ¥

DNA Hedef-1 5’- TAG CAG CAC GTA AAT A-biyotin 3’

RNA Hedef-1 5’- UAG CAG CAC GUA AAU A-biyotin 3’

DNA Hedef-2 5’- TAG CAG CAA GTA AAT A-biyotin 3’

RNA Hedef-2 5’- UAG CAG CAA GUA AAU A-biyotin 3°
2.2 Metod

2.2.1 Hibritlerin Erime Noktalarinin Spektrofotometrik Metod ile

Belirlenmesi
2.2.1.1 Oligoniikleotid Cézeltilerinin Hazirlanmasi ve On Hazirhik

Prob ve hedef stok ¢dzeltileri 100 mmol L™ fosfat tamponun’dan (pH 7.0) 1
mmol L™ fosfat tamponu’na (pH 7.0) kadar azalan sekilde farkli konsantrasyonlarda
fosfat tamponlar1 kullanilarak 1 pmol L'l’ye son hacimleri 500 pL olacak sekilde
seyreltildi. Her bir prob ve hedef’in 250 pL si (1:1 oraninda) karistirilarak DNA-
DNA, DNA-RNA, LNA-DNA, LNA-RNA hibritleri hazirlandi.

Hazirlanan 500 pL hacmindeki hibritler vorteks ile karistirildiktan sonra
kuvars kiivetlere alinip spektrofotometreye yerlestirildi. Referans kiivet ¢cozeltilerin
seyreltildigi konsantrasyondaki sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) ile dolduruldu ve
spektrofotometrenin termometresi bu referans kiivet igerisine daldirilarak sicaklik

degisimi izlendi.

On hazirhik adiminda spektrofotometrenin sicaklign 95 °C’ye getirilerek

denatiirasyon gerceklestirildi (10 dakika beklendi) ve sicaklik 25 °C ye diisiiriildii.
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2.2.1.2 Spektrofotometre ile Absorbans Degerlerinin Olgiilmesi ve

Hibritlerin Erime Noktalar’’nin Hesaplanmasi

Spektrofotometre 260 nm de 5 dongli boyunca 10° C den 100°C artan
sicaklikta her 0.50°C de bir absorbans verilerini toplamak igin ayarlandi. Erime
noktalar1 Cary 100 Bio UV Visible spektrofotometre ve Cary WinUV Thermal

Application Software Version 3.00 bilgisayar program kullanilarak hesaplanmaistir.

2.2.2 Elektrokimyasal Metod ile Hibridizasyon Belirlenmesi

Deney Ortaminin ve Kullanilan Malzemelerin Hazirlanmasi

Kullanilan tamponlar kontaminasyonu engellemek i¢in 50 mL’ lik steril
falconlar igerisinde saklandi. RNA hedef ile calisilirken calisilan alan, kullanilan
pipetler, petri kaplar1 RNaz zap ile temizlenmistir.

Perde Baskili Altin Elektrotlar

Elektrokimyasal hiicreler daha 6nce anlatildigi gibi altin ¢alisma elektrodu,
grafit karsit elektrot ve glimilis psddo referans elektrottan olusan ii¢ elektrot

seridinden olugmaktadir.

Kullanilacak elektrotlar her konsantrasyon i¢in farkli petri kaplari icerisinde,

buharlagsmay1 engellemek i¢in neme doygun ortam saglanarak hazirlanmigtir.
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Sekil 2.1 Perde baskili altin elektrotlarin biyo-modifikasyonu ve sinyal iiretim

prensibi[31]

2.2.2.1 Elektrot Yiizeyinin Biyo-modifikasyonu

Perde baskili altin elektrotlar petri kaplar1 igerisine yerlestirilmistir, 10 pL
tiollenmis oligoniikleotid prob c¢ézeltisi (0.5 pmol L™ 0.5 mol L™ sodyum fosfat
tampon pH 7.0) ile altin c¢alisma elektrodu yiizeyi modifiye edilmistir.
Kemisorpsiyonun gerceklesmesi i¢in geceboyu inkiibasyona birakilmistir (~16 H).
Bu siire zarfinda ¢ozeltilerin buharlagsmasin1 engellemek icin elektrotlar igerisinde

1slak kagit ile ortamin neme doyuruldugu petri kaplar1 igcerisinde muhafaza edilmistir.

Immobilizasyon adimmi 6-merkapto 1-hekzanol ile muamele izler. Elektrot
yiizeyindeki ¢ozelti 1 mmol L' MCH ¢ozeltisinin 10 uL’si ile 30 dakika
inkiibasyona birakilir. Sonrasinda hibridizasyon 6ncesi, modifiye elektrotlar ii¢ kez

15 uL’lik 0.5 M sodyum fosfat tamponuyla yikanir.
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2.2.2.2 Sentetik Oligoniikleotidler ile Hibridizasyon

Biyotinlenmis komplementer hedef dizisi stogu farkli konsantrasyonlara 0.5
mol L™ sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) ile seyreltilmistir. Prob modifiye altin
elektrot ylizeylerine biyotinlenmis hedefin 10 uL’si probla hibridizasyon i¢in 30
dakika inkiibasyona birakilmistir.  Hibridizasyon sonrasinda altin elektrotlarin
yiizeyleri 15 pL dietanolamin (DEA) tamponuyla (0.1 mol L™ dietanolamin, 1 mmol
L™ MgCl,, 0.1 mol L™ KCI, pH 9.6) spesifik hibridizasyona ugramayan dizilerin

uzaklagtirilmasi i¢in yikanmugtir.

2.2.2.3 Hibritlerin Alkalen Fosfataz ile Isaretlenmesi

Altmn elektrot yiizeyindeki biyotinlenmis hibrit, DEA tamponuyla (0.1 mol L™
dietanolamin, 1 m mol L™ MgCl,, 0.1 mol L™ KCI; pH 9.6) hazirlanmis 1 U mL™
streptavidin-alkalen fosfataz ve 5 mg mL™ sigir serum albumin (BSA) igeren
¢ozeltinin 10 pL’lik damlasi ile etkilestirilmistir. 20 dakikalik inkiibasyondan sonra
altin calisma elektrodu ytizeyi 3 defa 15 pL lik DEA tamponu ile yikanip enzimin

fazlas1 ortamdan uzaklastirilmistir.
2.2.2.4 Substrat Eklenmesi ve Diferansiyel Puls Voltametrisi ile Ol¢iim
Enzim ile etiketlenmis elektrotlar petri kaplarindan c¢ikartilarak destek
materyalinin lizerine yapistirildt ve perde baskili altin elektrodun iizerindeki iig

elektrodun yiizeyi de enzimin substrati olan a-naftil fosfatin 50 pL’lik damlasiyla

kaplandi (1 mg mL™ DEA tamponu igerisinde).
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Sekil 2.2 a-naftil fosfatin enzimatik reaksiyonla a-naftol’e doniisiimii

15 dakikalik enzimatik reaksiyondan sonra enzimatik {iriin olan a-naftol’iin
oksidasyon sinyali DPV yontemi kullanilarak 6l¢lilmiistiir. Naftol pikinin yiiksekligi
analitik sinyal olarak alinmistir. Biitiin potansiyeller glimiis referans elektroda gore

Olclilmiistiir.

Biitiin elektrokimyasal Ol¢timler AUTOLAB PGSTAT 10
potensiostat/gavanostat (eco Chemie) kullanilarak yapilmistir. Pik 6l¢timleri GPES
4.9 software’i kullanilarak hesaplanmistir. Bu ¢alismada gosterilen biitiin sonuglar

li¢ Ol¢iimiin ortalamasidir ve hata gubuklar1 standart sapmaya karsilik gelmektedir.
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3. BULGULAR

3.1 Spektrofotometrik Bulgular

DNA-DNA, LNA-DNA, DNA-RNA, LNA-RNA hibritlerinin 1 mM ve 100
mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) igerisindeki erime noktalar1 spektroskopik
olarak 260 nm’de hesaplanmigtir. Bu hesaplamalara iligkin sekiller; Sekil 3.1-Sekil-
3.4 arasinda ve hesaplanan erime noktalarinin ortalama degerleri, erime noktalarinin
standart sapmalar1 ve ATy, degerlerine ait cizelgeler; Cizelge 3.1-Cizelge 3.4

arasinda verilmistir.
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Sekil 3.1 DNA ve LNA problar ile DNA hedeflerin 100 mM sodyum fosfat
tamponundaki erime egrileri (mavi; DNA-DNA hedef-1, kirmizi; DNA-DNA hedef-
2, yesil; LNA-DNA Hedef -1, mor; LNA-DNA hedef-2 giftleri)
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Cizelge 3.1 DNA-DNA ve LNA-DNA hibritlerinin erime noktalarinin ortalama
degerleri, erime noktalarinin standart sapmalar1 ve ATy, degerleri (100 mM sodyum
fosfat tamponu (pH 7.0) igerisinde)

X (°C)
48 AT (°C
(n=3) n(C)
DNA-DNA Hedef-1 | 5818 | +0.41
DNA-DNA Hedef-2 | 46.65 | +0.07 11.53
LNA-DNA Hedef-1 | 84.43 | =023
LNA-DNA Hedef-2 | 71.88 | =0.14 12.55
0,95
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Sekil 3.2 DNA ve LNA problar ile RNA hedeflerin 100 mM sodyum fosfat
tamponundaki (pH 7.0) erime egrileri (mavi; DNA-RNA hedef-1, kirmizi;
DNA-RNA hedef-2, yesil; LNA-RNA Hedef -1, mor; LNA-RNA hedef-2
ciftleri)
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Cizelge 3.2 DNA-RNA ve LNA-RNA hibritlerinin erime noktalarinin ortalama
degerleri, erime noktalarinin standart sapmalar1 ve ATy, degerleri (100 mM sodyum
fosfat tamponu (pH 7.0) igerisinde)

X (°C)
+S AT (°C
n=3) n (°C)
DNA-RNA Hedef-1 57.66 +0.13
12.71
DNA-RNA Hedef-2 4495 +0.23
LNA-RNA Hedef-1 - -
LNA-RNA Hedef-2 72.57 +0.21 )
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Sekil 3.3 DNA ve LNA problar ile DNA hedeflerin 1 mM sodyum fosfat
tamponundaki (pH 7.0) erime egrileri (Yesil; DNA-DNA hedef-1, turuncu; DNA-
DNA hedef-2, mavi; LNA-DNA Hedef -1, mor; LNA-DNA hedef-2 giftleri)
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Cizelge 3.3 DNA-DNA ve LNA-DNA hibritlerinin erime noktalarinin ortalama
degerleri, erime noktalarinin standart sapmalar1 ve ATy degerleri (1 mM sodyum
fosfat tamponu (pH 7.0) igerisinde)

X (°C)
(n=3) +S ATm (°C)
DNA-RNA Hedef-1 | 4509 | +0.05
10.29
DNA-RNA Hedef-2 26.30 +0.11
LNA-RNA Hedef-1 | o349 | +0.18
11.51

LNA-RNA Hedef-2 51.59 +0.05
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Sekil 3.4 DNA ve LNA problar ile RNA hedeflerin 1 mM sodyum fosfat
tamponundaki (pH 7.0) erime egrileri (mavi; DNA-RNA hedef-1, kirmizi; DNA-RNA
hedef-2, yesil; LNA-RNA Hedef -1, mor; LNA-RNA hedef-2 ¢iftleri)
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Cizelge 3.4 DNA-RNA ve LNA-RNA hibritlerinin erime noktalarinin ortalama
degerleri, erime noktalarinin standart sapmalar1 ve ATy degerleri (1 mM sodyum
fosfat tamponu (pH 7.0) igerisinde)

X (°C)
(n=3) £S ATm (°C)
DNA-Hedef-1 42.07 +0,41
DNA Hedef-2 27.79 +0,23 14.28
LNA Hedef-1 80.33 +0,09
13,49

Cizelge 3.5 Spektroskopik yontemle hesaplanan ATy, degerleri

(°C)
DNA-DNA 100 mmol/ L sodyum fosfat Tamponu | 11.53

igerisinde

LNA-DNA 100 mmol/ L sodyum fosfat Tamponu | 12.55

igerisinde

DNA-RNA 100 mmol/ L sodyum fosfat Tamponu | 12.71

igerisinde

LNA-RNA 100 mmol/ L sodyum fosfat Tamponu | ~15.43

igerisinde

DNA-DNA I mmol/ L sodyum fosfat Tamponu igerisinde | 10.29

LNA-DNA 1 mmol/ L sodyum fosfat Tamponu igerisinde | 11.51

DNA-RNA 1 mmol/ L sodyum fosfat Tamponu icerisinde | 14.28

LNA-RNA 1 mmol/ L sodyum fosfat Tamponu igerisinde | 13.49
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3.2 Elektrokimyasal Bulgular

DNA-DNA, LNA-DNA, DNA-RNA ve LNA-RNA hibritlerin kalibrasyon
egrileri elektrokimyasal genosensOriin analitik performansini aydinlatmak ig¢in
yapildi. Enzim etiketli sentetik oligoniikleotidlerin elektroinaktif substratla
reaksiyonu sonucu olusan elektroaktif {iriiniin sinyalleri diferansiyel puls voltametrisi
kullanilarak belirlendi. Ayrica biyosensor yiizeyine tutturulmus prob yanlis eslesen

dizilerle etkilestirilerek biyosensoriin se¢imliligi aragtirildi.
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Sekil 3.5 DNA prob ile farkli konsantrasyonlarda DNA hedef-1 ile kalibrasyon
egrisinin hazirlanmasi ve hedef-2 ile sinyalin karsilagtirilmasi

Cizelge 3.6 SPGE yilizeyinde DNA-DNA hibridizasyonunda elde edilen
elektrokimyasal sinyaller ve standart sapmalar1 (tayin sinir1 0.07nM  olarak
belirlenmistir. )

Hedef -1 X (nA) +S
0nM 0.01 +0.02
2nM 2.05 +0.09
5nM 5.79 +0.74
10 nM 13.58 +2.28

Hedef-2 10 nM 7.79 +2.31
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Sekil 3.6 LNA prob ile farkli konsantrasyonlarda DNA hedef-1 ile kalibrasyon
egrisinin hazirlanmasi ve hedef-2 ile sinyalin karsilagtiriimasi

Cizelge 3.7 SPGE yiizeyinde LNA-DNA hibridizasyonunda elde edilen
elektrokimyasal sinyaller ve standart sapmalari (tayin sinir1 0.07 nM olarak
belirlenmistir)

Hedef -1 X (pA) +S
0nM 0.04 +0.01
2nM 1.47 +0.13
5nM 2.86 +0.65
10 nM 6.02 +0.53

Hedef-2 10 nM 5.59 +0.73
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Sekil 3.7 DNA prob ile farkli konsantrasyonlarda RNA hedef-1 ile kalibrasyon
egrisinin hazirlanmasi ve hedef-2 ile sinyalin karsilagtirilmasi

Cizelge 3.8 SPGE yiizeyinde DNA-RNA hibridizasyonundan elde edilen
elektrokimyasal sinyaller ve standart sapmalar1 (tayin st 0.08 nM olarak
belirlenmistir)

Hedef -1 X (nA) +S
0nM 0.02 +0.02
2nM 2.58 +0.36
5nM 7.62 +0.23
10 nM 12.31 +0.72

Hedef-2 10 nM 5.63 + 1.01

45



12

10

Akim (uA)

= Hedefl

e Hedef2
y = 1.221x + 0.010
r* = 0.9953

T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Hedef Konsantrasyonu (nM)

Sekil 3.8 LNA prob ile farkli konsantrasyonlarda RNA hedef-1 ile kalibrasyon
egrisinin hazirlanmasi ve hedef-2 ile sinyalin karsilagtiriimasi

Cizelge 3.9 SPGE yiizeyinde LNA-RNA hibridizasyonundan elde edilen
elektrokimyasal sinyaller ve standart sapmalar1 (tayin sinir1 0.07 nM olarak
belirlenmistir)

Hedef -1 X (pA) +S
0nM 0.01 +0.01
2nM 2.56 +0.21
5nM 6.47 +0.25
10 nM 10.19 +0.78

Hedef-2 10 nM 6.54 +0.19
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Sekil 3.9 Diferansiyel puls voltametrisiyle elde edilen voltamogram (farkl

konsantrasyonda hedef-1 (0, 2, 5, 10 nM) ve 10 nM hedef-2 )
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4. SONUC VE TARTISMA

Elektrokimyasal — yontemler optik ve  piezoelektrik  yontemlerle
karsilastirildiginda kolay ufaltilabilme, basit, hizli ve ucuza genetik hastaliklarin
belirlenmesi ve diger biyolojik analizlerin yapilabilmesi gibi bazi iistiinliiklere
sahiptirler [2, 69]. Son derece hassas algilamaya sahip bir genosensor tek niikleotid
polimorfizmleriyle  baglantili  birgok  genetik  hastaligin  belirlenmesinde
kullanilabilmektedir, bu sebepten dolayr ¢alismamizda tek baz eslesmesini
belirleyebilecek sensoriin gelistirilmesi amaglanmigtir. Buna bagli olarak ucuz perde
baskili elektrotlar gevirici olarak kullanilarak elektrokimyasal hibridizasyon analizi
yapilabilmektedir. Perde baskili altin elektrotlar (SPGE) kullanilarak voltametrik ve
enzimle giliclendirilmis analitik yaklasim kullanilarak DNA ve RNA hedeflerin
belirlenmesi icin DNA ve LNA problar kullanildi. Kullanilan hedef dizileri miRNA-
16 ile iliskilidir, ¢alismamizda birbirinden tek bir baz farki ile ayrilabilen bu kiigiik
hedefleri belirlemek icin tasarlanan problar kullanarak tek bir baz ¢iftinin
hibridizasyonunun belirlenmesidir. Mascini ve arkadaglarinin kullandigi 4
kilitlenmis niikleik asit monomeri igeren DNA prob’un yapisina daha fazla sayida
kilitlenmis niikleik asit iceren prob kullanimi amaglanmistir [65]. S6z konusu
calismamizda, 11 adet Kilitlenmis niikleik asit igeren 16 baz uzunlugunda prob
tasarlanmistir.  Tasarlanan DNA ve LNA problar DNA ve RNA hedefler ile
hibridizasyonu arastiritlmis ve hedef molekiiliindeki yanlis eslesen bir baz dizisi ile
analizin segiciligi karsilastirilmistir.  Kullanilan hedef dizilerindeki yanlis eslesen
baz ¢ifti, termal olarak en kararli yanlis eslesmelerden biri olan A-G g¢ifti olarak

belirlenmistir.

Perde baskili altin elektrotlar agir metallerin belirlenmesi [70], bakteriyel
gida Kkirleticilerin belirlenmesi [71] ve dizi spesifik DNA belirlenmesinde
kullanilmaktadir [68]. Altin temelli polimerik miirekkebin esnek plastik substrat

tizerine perde baskisiyla tek kullanimlik altin elektrotlar elde edilmistir [31].
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Kullanilan perde baskili altin elektrotlar tek kullanimlik olmalar1 bdylece
hicbir temizleme islemi gerektirmeden kullanilmalarindan dolayr avantaj
saglamaktadir. Calismada kullanilan 3’ bdlgesinden tiyollenmis tek zincirli problar
altin elektrot yiizeyine kendiliginden gerceklesen kemisorbsiyon ile baglanmistir.
Fakat baglanan bu problarin hepsi dik konumda kovalent immobilizasyona
ugramadigl gozlenmistir. Notron yansitma 6l¢iimleri MCH ile muamele sonrasinda
DNA molekiillerinin kalic1 olarak dik konuma gegtigini gostermektedir. Herne ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada tiyollenmis prob ve MCH karisimi tek tabakasi
yiiksek verimde hibridizasyon saglamaktadir. Hidroksille sonlanmis MCH yiizeyin
negatif yliklenmis dipolii etkili bi¢imde komplementer olmayan dizilerin spesifik
olmayan adsorpsiyonunu 6nlemistir. Optimize edilmis HS-ssDNA/MCH karisimi
tek tabakasinda hibridizasyon veriminin yaklasik %100 oldugu tahmin edilmektedir

[72].

MIRNA-16 ile ilgili hedeflerle hibridizasyonun belirlenmesi i¢in enzimle
etiketleme teknigi kullanilmistir ve bu teknik sayesinde alkalen fosfataz etiketin
yiiksek biyokatalitik aktivitesi immobilize prob tarafindan taninan her hedef zinciri
icin yiiksek sayida elektroaktif molekiil saglamaktadir. Bu durum, isaretsiz
yontemlerle karsilastirildiginda enzim etiketli analizin hassashigini arttirmaktadir.
Ayrica ¢alismamizdaki bir diger sonug¢ o-naftil fosfatin enzimatik substrat olarak
kullanilmast ve DPV’nin elektrokimyasal metod olarak sec¢ilmesinden dolay: diisiik

tayin sinirlart gozlenmistir.

Mikro RNAlarin biyolojik 6nemi 6zellikle cesitli kanser tiirlerinde ortaya
cikmistir, ayrica son zamalarda Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, viral
enfeksiyonlar, diyabet ve kas hastaliklarindaki 6nemi belirlenmistir [73]. Mikro
RNA’lar bitki, insan ve hayvan dokularinda bulunabilen ve gen aktivitesini
diizenleyici olarak hiicrelerde birgok 6nemli fonksiyona sahiptir [74]. miRNA’larin
kanserle iligkili oldugunu gosteren ilk kesif, miR-15 ve miR-16"nin CLL hastalarinin
cogunda negatif diizenlenmesi veya silinmesidir [73,75]. miRNA’larin normal ve
tiimor dokularindaki gen ifadesinin diizenlenmesi farkli olmaktadir, bu farklilik

birincil tiimorlede ve metastazik dokularda da gozlenmektedir. Bu farkliliklar timor
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¢esidine spesifiktir ve bazi durumlarda hastaligin gelisimi ile iliskilidir ve bazi

miRNA’lar hem onkogen hem de tiimdr baskilayici olarak islev gorebilirler [73].

miRNA’larin belirlenmesindeki en biiylik problem wufak boyutlaridir,
dolayistyla miRNA’larin segici eslesimi ve kullanilan problarin tasarimi zordur.
miRNA belirleme yontemlerinin biiyiilk cogunlugu hedef miRNA molekiiliiniin
komplementer prob ile hibridizasyonuna dayanmaktadir [74].  Herhangi bir
hibridizasyon probu ile oligoniikleotid erime sicakligi diisiik ise hibridizasyon
miktarinda azalma ve biiyiik 6l¢iide ¢apraz hibridizasyon riski goriilmektedir. Eger
yontem yeteri kadar secici degilse yanlis eslesmis bir baz sinyal {iretip yanlis pozitif
sinyal verebilir [74]. Bir diger problem de analizin duyarlii@idir. miRNA
konsantrasyonu hiicre bagina yaklasik olarak 1000 molekiil kadar az olabilmektedir.
Analiz yontemi miRNA izolasyonuna ihtiya¢ duyuyorsa analizin duyarlilig
izolasyon yontemine baglidir. Bir diger zorluk in situ belirlemedir. Analizlenecek
ornek oncili ve olgun miRNA karisimi oldugu durumda, oligontikleotid prob 6ncii
miRNA’ya spesifik olmayan sekilde baglanmigtir. Bu olgun miRNA ifade
seviyelerinde yanlis okumaya neden olur ¢iinkii 6ncii miRNA seviyeleri bunlara

karsilik gelen olgun miRNA seviyelerinden farklidir [74].

miRNA tayin yontemleri hizli, duyarli, secici olmali ve minimum O6rnek

miktar1 gerektirmeli ayrica in Situ uygulamalarina uyarlanabilir olmalidir.

miRNA tayin metodlarindan PCR ve blotlama bu kiiciik RNA molekiillerinin
kesfinde Onemli bir role sahiptir. Belkide encok kullanilan miRNA belirleme
yontemi nitroseliloz membranda tutuklanmis miRNA hedefin komplementer
etiketlenmis oligoniikleotid prob ile baglandigi Northern blotlama teknigidir [76,77].
Bu teknik zaman alicidir, bazen tamamlanmasi giinler alir ancak miRNA tayin ve
dogrulamada altin standart olarak kabul gormiistiir. Kolorimetrik metodlarin
kullan1ldig1 miRNA analizlerinde; Yang ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen kat1 faz
analizinde tayin smirt 10 nM olarak gozlenmistir [60]. Neely ve arkadaslari
tarafindan gelistirilen floresan korelasyon spektroskopisi sisteminde tayin sinir1 1 pg
RNA dokusu i¢in 15 fg olarak belirlenmistir [59]. Cissel ve arkadaslari tarafindan

bildirilen biyoliimiinesans temelli ¢alismada biyoliiminesent rezonans enerji transfer
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(BRET) tabanli analiz kullanilmistir ve 4 pmol tayin sinir1 gézlenmistir [61]. Su ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilen enzim tabanli kolorimetrik analizde ise analiz igin
gerekli olan miRNA miktar1 yaklasik olarak 50 ng olarak belirlenmistir [62].
Elektrokimyasal temelli miRNA belirleme yontemlerinde Gao ve arkadaslari
tarafindan askorbik asit kullanilarak yapilan ¢alismada tayin siir1 500 fM ve
hidrazin kullanilarak 0.20 pM olarak bulunmustur [63,64]. Laschi ve arkadaslari
tarafindan kullanilan elektrokimyasal yontemde tayin sinir1 DNA ve PNA problar
icin 152 pM ve 118 pM ve LNA prob kullanildiginda 78 pM olarak belirlenmistir
[65]. RNA belirlenmesi i¢in yaptigimiz calismada tayin sinirlart DNA prob
kullandigimizda 80 pM ve LNA prob kullandigimizda 70 pM olarak belirenmistir.

LNA monomerleri igeren oligoniikleotid problarin kullanimiyla daha yiiksek
performansa sahip analizlerin gelistirilmesi amaglanmaktadir [65]. LNA, RNA
tamimast ic¢in ideal oligomer olarak tasarlanmistir ve LNA tek zincirleri
komplementer diziye sahip RNA ve DNA’ya yiiksek afinite gostermektedir, LNA-
DNA ve LNA-RNA cift zincirlerinin olusumu bazlar arasindaki Watson-Crick
hidrojen baglariyla olugsmaktadir.

Calismada sensOr ylizeyindeki analize ek olarak olusturulan hibritlerin
davraniglar1 ¢ozelti igerisinde spektrofotometrik olarak incelenmistir. Niikleik asit
ciftzincirinin denatiirasyonu 260 nm de absorbansin ani ylikselisinin gézlenmesi ile
rahatlikla izlenebilimektedir buna helikal yapinin ayrilmasi da eslik etmektedir. Bir
erime egrisi absorbansindaki artigin sicakliktaki artisa karsi grafiginin ¢ikarilmasiyla
elde edilir. Bu egrinin orta noktasina denk gelen sicaklik erime sicakligi (Tn) olarak
tanimlanir. Ty, degeri niikleik asit heliksin termal stabilitesini gosterir ve 6énemli bir
parametredir. Acik¢a Tp, sikica baz ¢iftlerine baghdir. Bulunan hidrojen baglarinin
sayist heliksin bozulmasini saglamak ic¢in gerekli olan enerji miktarini etkiler.
Fazladan sahip olduklari bir hidrojen bagindan dolayr guanin-sitozin (G-C) baz
ciftleri adenin-timin (A-T) baz giftlerinden daha siki sekilde baglanmistir (Sekil 1.5).

Genellikle kisa DNA ¢iftlerinin erime sicakliklarinin her yanlis eslesme i¢in
% 1-1.5 °C azalmasi ile ayirtedilmesi Ongoriilmiistir. LNA-RNA ve LNA-DNA
hibritlerin erime noktalar1 (Tn) sirasiyla, bunlarin DNA-RNA ve DNA-DNA
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ciftlerinden 2-10 °C ve 1-8 °C yiiksektir [43]. Buna ek olarak oktamerik DNA-DNA
ve DNA-LNA ift zincirlerinin erime noktasi belirleme ¢alismalarinda yanlis eslesen
G-T ciftinin Tp’yi 26°C azalttigr gozlenmistir.  Yanlis eslesmenin sonucunda
hesaplanan erime noktalarinda LNA-DNA ¢iftinde Ty, nin 26 °C azaldigi ve DNA-
DNA ciftinde ise 10 °C lik azalma gozlenmistir [44]. Bu LNA-DNA ciftindeki
yanlis eslesmenin hibridizasyon zayifligt DNA-DNA c¢iftindeki yanlis eslesmeden
cok daha bilyiiktiir. Boylece tek zincirli LNA yanlis eslesmis bazlarin
belirlenmesinde aynt DNA dizisine gore daha duyarli oldugu gosterilmistir. Bu
varsayimin kontrol edilmesi i¢in en kararli yanlis eslesmis baz g¢iftlerinden biri
secilmigtir. Tiim miimkiin durumlar i¢inden G-G, G-A ve G-T yanlis eslesmeleri en
kararli yanlis baz giftleri olarak bilinir [68]. Spektrofotometrik hibridizasyon
calismalarimizda tamamen eslesen ve tek bazin eslesmedigi hibritlerin erime
noktalar1 iyonik siddeti degistirerek incelenmistir. 100 mM sodyum fosfat tamponu
igerisindeki (pH 7.0) hibritlerin hesaplanan erime noktalar1 arasindaki farklar (AT,
degerleri) DNA-DNA ciftleri i¢in 11.53 °C, LNA-DNA ciftleri i¢in 12.55 °C, DNA-
RNA ciftleri i¢in 12.71 olarak hesaplanmistir ve LNA-RNA ciftleri i¢in ise ~15.43°C
oldugunu tahmin etmekteyiz. Iyonik siddeti azaltmak icin tuz konsantrasyonunun
1 mM’a indirilmesiyle ATy, degerleri DNA-DNA giftleri i¢in 10.29 °C, LNA-DNA
ciftleri icin 11.51 °C, DNA-RNA ciftleri i¢in 14.28 °C ve LNA-RNA giftleri i¢in
13.49 °C olarak hesaplanmuistir.

Sonug olarak yapilan ¢aligmalarda asagidaki bulgular elde edilmistir.

. Perde baskili altin elektrod yiizeyinde gerceklesen hibridizasyonlarda
tayin smirlar1 kor sinyal art1 kor sinyalin standart sapmasinin ii¢ kati1 olarak
hesaplanmistir ve DNA-DNA analizinde tayin smir1 70 pM, DNA-RNA
analizinde 80 pM, LNA-DNA analizinde 70 pM ve LNA-RNA analizinde 70
pM olarak belirlenmistir.

. Elektrot ylizeylerinde yapilan ¢alismalarda elde edilen sinyalin

enzimin {irline doniigiimii ile ilgili olmasindan dolay1 tiim dizilerde birbirine

yakin sinyal gozlenmesi beklenmistir fakat LNA-DNA ciftinde elde edilen
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verilerde hedef ile yanlis eslesen dizi arasinda fark ayirt etmek icgin yeterli

goriilmemistir.

. Spektrofotometrik ¢aligmalarda ise 100 mM sodyum fosfat tamponu
(pH 7.0) igerisinde yapilan ¢alismalarda ATy, degerleri DNA-DNA ciftleri
icin 11.53 °C, LNA-DNA giftleri i¢in 12.55 °C, DNA-RNA giftleri i¢in 12.71
olarak hesaplanmigtir. LNA-RNA tam eslesen hibritinde yapinin ¢ok kararli
olmasindan dolay1 100 °C’ye kadar ¢ikilan sicakliklarda platoya
ulagilamamistir ve erime noktasi hesaplanamamistir. Tahmini olarak erime
noktast > 88 °C’dir ve ATy, degeri ~15.43°C’dir. Sodyum fosfat tamponunun
(pH 7.0) konsantrasyonunu diisiirerek iyonik siddetin azaltilmasiyla 1 mM
sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) ile platoya ulasilmis ve AT, degerleri DNA-
DNA ciftleri i¢in 10.29 °C, LNA-DNA iftleri icin 11.51 °C, DNA-RNA
ciftleri icin 14.28 °C ve LNA-RNA giftleri i¢in 13.49 °C olarak

hesaplanmastir.

. Literatiirdeki diger miRNA belirleme yontemleriyle
karsilastirildiginda daha diisiik tayin sinirlarina ulasan ¢aligmalarda, kat1 faz
analizinde 10 nM, floresan korelasyon spektroskopisi yontemiyle 1 pg RNA
dokusu i¢in 15 fg, biyoliiminesans temlelli ¢alismada 4 pmol tayin siniri
gozlenmis. FElektrokimyasal temelli yontemlerle ise altin ve indiyum kalay
elektrotlar kullanilarak yapilan g¢alismalarda sirasiyla 500 fM ve 0.20 pM
tayin smirlar1 gézlenmistir. Enzim ile etiketleme teknigi kullanilarak perde
baskili karbon elektrotlarla yapilan ¢caligmada yaban turpu peroksidaz enzimi
kullanilmig, DNA prob kullanarak 152 pM ve LNA prob ile 78 pM tayin
sinir1 belirlenmis. Bizim ¢alismamizda alkalen fosfataz enzimi ile isaretleme
teknigi kullanilarak perde baskili altin elektrotlarla DNA prob ile 80 pM
LNA prob ile 70 pM olmak iizere daha diisiik tayin smir1 gozledik.
Karsilastirilan diger yontemlerin daha diisiik tayin sinirina sahip olmasina
ragmen bizim kullandigimiz yontemin avantaji maliyetinin diisiik olmas1 ve

kiigiiltiilmeye elverisli olmasidir.
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. Kronik lenfositik I6seminin belirlenmesinde kullanicinin  higbir
uzmanliga sahip olmadan kullanabilecegi elektrokimyasal genosensoriin en
biiyiikk avantaji kisa siirede bireyin miRNA-16 miktarin1 belirleyip standart
degerlere gore kiyaslayabilecek olmasidir.  Gelistirilen tek kullanimlik
genosensor diger genosensor platformlariyla karsilastirildiginda, diferansiyel
puls voltametrisi teknigini kullanan kiigiiltiilmeye elverisli ucuz perde baskili
elekrotlar kullanan bu genosensor prob olarak LNA kullandiginda 70 pM

tayin snirina ulasabilmektedir.

. lleriki galigmalarda dizayn edilen bu genosensorle kronik lenfositik

16semi tayini yapabilmek amag¢lanmaistir.
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