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OZET

Baz Biyolojik Toksinlerin Elektrokimyasal Yontemlerle Analizi

Bu tez kapsaminda, epipolitiyodiyoksopiperazin sinifi bir mikotoksin olan gliotoksinin
elektrokimyasal davranisinin voltametrik yontemlerle incelenmesi ve ¢ift sarmalli DNA ile
etkilesiminin aydinlatilmast i¢in iki farkli yontem olan biyosensér yiizeyinde ve inkiibasyon
¢ozeltilerinde c¢alisma planlanmustir. Farkli ¢alisma elektrotlarinin karsilastirilmasi sonucunda, en
yiikksek ve tekrarlanabilir pik akimlari camsi karbon elektrot ile elde edilmistir ve gliotoksinin
tayininde uygun c¢alisma elektrodu olarak secilmistir. Gliotoksinin elektrokimyasal davranisi,
dongiisel voltametri, diferansiyel puls voltametrisi ve kare dalga voltametrisi yontemleriyle
incelenmistir. Destek elektroliti ve pH optimizasyonu ¢aligmalar1 sonucunda, gliotoksinin bog camsi
karbon elektrot ile en yiiksek ve tekrarlanabilir sinyal verdigi ortamin pH 2,91 fosfat tampon
¢ozeltisi oldugu belirlenmistir. Tarama hizi deneyleri, gliotoksinin yiikseltgenme mekanizmasinin
geri doniigiimsiiz ve diflizyon kontrollii bir siire¢ oldugunu gostermistir. Gliotoksin ile ¢ift sarmalli
DNA arasindaki etkilesimi aragtirmak amaciyla gelistirilen DNA biyosensoriiyle derisim ve siire
taramasi deneyleri yapilmistir. Diferansiyel puls voltametrisi yontemiyle yapilan 6lglimler
sonucunda, optimum etkilesim kosullarinin pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan 1,85 x 10
* M gliotoksin derisimi ve 60 dakikalik etkilesim siiresi oldugu belirlenmistir. Bu kosullarda
Ozellikle deoksiguanozin sinyalinde belirgin degisimler gozlenmistir. Elde edilen bulgular,
gliotoksinin ¢ift sarmalli DNA ile etkilesiminde guanin bazinin yapisim etkiledigini ve oksidatif
hasara yol acgabilecegini gostermistir. +0,465 V’ta gdzlenen yeni pik, guanin oksidasyon iiriinii olan
8-oksoguanin olusumuyla iliskilendirilmisgtir. Ayrica deoksiguanozin pik potansiyelinin pozitif
potansiyele kaymas1 ve pik seklinin bozulmasi, gliotoksinin ¢ift sarmallt DNA ile giiglii etkilestigini
ve hatta baglanma mekanizmasinin interkalasyon olabilecegini gostermistir. Cozelti ortaminda
gerceklestirilen gliotoksin-¢ift sarmalli DNA etkilesimi ¢alismalarinda, etkilesimin kisa inkiibasyon
stirelerinde gerceklestigi, daha sonraki siirelerde ise pik akimlarinin degisiminin sinirli kaldigi
gozlenmistir. Bu bulgular, ¢ozelti ortaminda gliotoksinin ¢ift sarmalli DNA ile kisa siirede
etkilesime girerek sistemin belirli bir siire sonra dengeye ulagtigini géstermektedir. Sonug olarak, bu
calisma ile literatiirde ilk kez bos camsi karbon elektrot lizerinde gliotoksinin elektrokimyasal
davranis1 incelenmis ve ¢ift sarmalli DNA ile etkilesim mekanizmasi ortaya koyulmustur.

Anahtar sozciikler: Biyosensor, dSDNA Etkilesimi, Gliotoksin, Oksidatif Hasar, Voltametri



SUMMARY

Analysis of Some Biological Toxins by Electrochemical Methods

Within  the scope of this thesis, the electrochemical behavior of gliotoxin, an
epipolythiodioxopiperazine-class mycotoxin, was investigated using voltammetric methods, and a
double-stranded DNA biosensor was developed to elucidate its interaction with double-stranded
DNA. Based on comparisons of different working electrodes, the highest and most reproducible
peak currents were obtained with the glassy carbon electrode, which was selected as the most
suitable working electrode for the determination of gliotoxin. The electrochemical behavior of
gliotoxin was investigated using cyclic voltammetry, differential pulse voltammetry, and square-
wave voltammetry. According to supporting electrolyte and pH optimization studies, the medium in
which gliotoxin produced the highest and most stable signal at the bare glassy carbon electrode was
determined to be a pH 2.91 phosphate buffer solution. Scan rate experiments demonstrated that the
oxidation mechanism of gliotoxin is irreversible and diffusion-controlled. Concentration and
interaction time studies were carried out using the developed biosensor to investigate the interaction
between gliotoxin and double-stranded DNA. Measurements performed by differential pulse
voltammetry showed that the optimum interaction conditions were 1.85 x 10 M gliotoxin prepared
in a pH 4.66 acetate buffer solution and an interaction time of 60 minutes. Under these conditions,
significant changes were observed, particularly in the deoxyguanosine signal, whereas changes in
the deoxyadenosine signal were more limited and irregular. These findings demonstrated that
gliotoxin affects the structure of guanine bases during its interaction with double-stranded DNA and
may lead to oxidative damage. The new peak observed at +0.465 V was associated with the
formation of 8-oxoguanine, an oxidation product of guanine. In addition, the positive shift in the
deoxyguanosine peak potential and distortions in peak shape supported that gliotoxin may exhibit
intercalative binding by inserting between DNA base pairs. In solution-phase gliotoxin-double-
stranded DNA interaction studies, it was observed that the interaction occurred faster during the
initial minutes, while changes in peak current became limited at later times. These findings indicate
that gliotoxin interacts with double-stranded DNA rapidly and that the system reaches equilibrium
after a certain period. In conclusion, this study investigated, for the first time in the literature, the
electrochemical behavior of gliotoxin at a bare glassy carbon electrode and developed a glassy
carbon electrode-based biosensor using only double-stranded DNA.

Keywords: Biosensor, dsDNA Interaction, Gliotoxin, Oxidative Damage, Voltammetry
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ONSOZ

Analitik Kimya Anabilim Dali Tezli Yiiksek Lisans Programi kapsaminda yiiriitiilen
bu tez caligmasinda, epipolitiyodiyoksopiperazin smifi bir mikotoksin olan gliotoksinin
elektrokimyasal davranist bos camsi karbon elektrot kullanilarak incelenmis; ayrica
gliotoksinin ¢ift sarmalli DNA ile etkilesimi, ¢ift sarmallit DNA immobilize edilmis camsi1
karbon elektrot tabanli biyosensor sistemiyle ve ¢ozelti ortaminda olmak tizere iki farkli
yaklasim iizerinden aragtiritlmistir. Gliotoksinin elektrokimyasal davraniginin belirlenmesi,
¢ift sarmalli DNA ile etkilesim mekanizmasinin arastirilmasi: ve elde edilen deneysel
veriler dogrultusunda gliotoksinin elektrokimyasal yontemlerle analizine yonelik literatiire

katki sunulmas1 amacglanmustir.

Tez calisgmam boyunca bilgi birikimi, akademik deneyimi ve yol gosterici
yaklasimiyla bana destek olan, c¢alismanin her asamasinda katkilarini ve emegini
hissettigim ¢ok degerli danisman hocam Prof. Dr. Burcu DOGAN TOPAL ’a tesekkiirlerimi

ve saygilarimi sunarim.

Egitim hayatim boyunca bilgi ve deneyimleriyle bana katki saglayan, akademik

bakis agimin gelismesinde emegi gecen tiim hocalarima tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim siiresince sagladiklari destek igin TUBITAK Bilim Insani
Destek Programlar1 Baskanligi (BIDEB) 2210-A Yurt I¢i Genel Yiiksek Lisans Burs

Programi’na tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatim boyunca sevgileri, anlayislar1 ve destekleriyle her zaman yanimda olan

aileme sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Canlilarda gerceklesen biyokimyasal reaksiyonlarin tiimii metabolizma olarak
adlandirilir. Metabolizma iriinleri metabolitlerdir. Metabolitler, birincil ve ikincil
(6zellesmis) metabolitler olmak iizere iki gruba ayrilir. Hiicre bdliinmesi, solunum, enerji
iiretimi, biiyiime, lireme ve depolama gibi yasamsal fonksiyonlar1 siirdiirmek i¢in gerekli
olan bilesikler birincil metabolitler olarak adlandirilirken, birincil metabolitler disinda
kalan ve canlilarin yasam fonksiyonlarinin devamu i¢in zorunlu olmayan diger bilesikler
ikincil metabolitler olarak ifade edilmektedir (Bhatla vd., 2023; Daley vd., 2017,
Thirumurugan vd., 2018). Ikincil metabolitler tiir iginde veya farkli tiirler arasinda iletisim
saglanmasi, savunma, besin ihtiyacinin karsilanmasi, adaptasyon, simbiyotik etkilesimler
veya hayatta kalma gibi ozellikleriyle iretildikleri canliya sagladiklari avantajlarla
bilinmektedir (Macheleidt vd., 2016). Bu bilesikler, bitkiler, mantarlar, bakteriler, algler ve
hayvanlar tarafindan iiretilen ve genis bir gesitlilik gosteren dogal bir iiriin grubudur.
Glniimiizde 500.000 ikincil metabolit tanimlanmisgtir. Bu bilesiklerin 100.000' hayvansal,
350.000' bitkisel ve 70.000'i mikrobiyal kokenlidir. Mikroorganizmalardan elde edilen
metabolitler arasinda yaklasik 33.500 biyoaktif mikrobiyal metabolit tanimlanmistir. Bu
biyoaktif metabolitlerin kokenleri detaylandirildiginda, yaklasik %12,5' (4.200) tek hiicreli
bakterilerin ve siyanobakterilerin metabolitlerini olugtururken %41'1 (13.700) aktinomiset
fermentasyonlarinin iriinlerinden olusmaktadir. En biiyiik kisim olan yaklasik %47'sinin
(15.600) de fungal kokenli oldugu teshis edilmistir (Bills ve Gloer, 2016). Birgok ikincil
metabolitin antibakteriyel veya antifungal ajan olup, kanser ilaglari, kolesterol diisiiriicii
ilaglar, bagisiklik baskilayicilar, antiparazit ajanlar ve herbisitler gibi formiilasyonlarda
kullanilarak faydalandig1 kanitlannstir (Vaishnav ve Demain, 2011). ikincil metabolitlerin
faydalarinin yaninda birgok zarari da bilinmektedir. Hizli etki gdstermeleri ve diisiik
derisimlerinde bile (LD50 < 25 mg/kg) olimciil olmalart nedeniyle, ikincil metabolit
grubunun igerisinde yer alan biyotoksinler, ikincil metabolitlerin canlilara ve gevreye
verdikleri zararlarin énemli kaynaklarindan sayilmaktadir (Orhan vd., 2025; Prasad vd.,
2025). Besinler araciligiyla alindiklarinda akut ve kronik toksisiteye neden olabilen bu
maddelerin, teratojenik ve karsinojenik etkilere sahip olduklari; cilt irritasyonu, karaciger
hasar1, hamilelikte disiik, iireme sisteminde bozulmalar, immiin sistem baskilanmasi,
solunum sistemi hasari, kardiyovaskiiler komplikasyonlar, gorme kaybi, felg ve motor

fonksiyonlarda bozukluklara yol agabildikleri literatiirde bildirilmektedir (Tang vd., 2023).



1.1. Mikotoksinlerin Genel Ozellikleri

Mikotoksin terimi ilk kez 1962 yilinda Ingiltere’de yasanan bir veterinerlik krizi
sirasinda ortaya atilmistir. Bu olayda, deoksinivalenol ile kontamine olmus yem tiiketen
yaklasik 100.000 hindi yavrusunun 6lmesi, mikotoksin kavraminin ortaya konulmasina
neden olmustur (Juraschek vd., 2022). Mikotoksinler mantarlar tarafindan iretilen ve
kimyasal yap1 bakimindan olduk¢a genis bir cesitlilik gosteren ikincil metabolitlerdir.
Mantarlar tarafindan iiretilen bu bilesiklerin bdcekler, mikroorganizmalar, nematodlar,
otobur hayvanlar ve insanlar gibi gesitli cevresel tehditlere karsi bir savunma mekanizmasi
olarak rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Mikotoksin olusumunu sicaklik, nem seviyesi,
kullanilan fungusit ve giibre miktari, mantarin bulundugu ortamin besin igerigi, cografi
kosullar, bocekler tarafindan verilen zarar diizeyi, toksijenik mantar tiirleri arasindaki
etkilesimler gibi pek ¢ok g¢evresel ve biyolojik faktor etkiler. Giintimiizde yaklasik 400
mantar kaynakli ikincil metabolitin toksik oldugu bilinmektedir ve tarimsal triinlerin
yaklasik dortte birinde bu bilesiklere rastlandigi rapor edilmektedir. Mikotoksinler {iretim,
isleme, tasima ve depolama gibi asamalarin herhangi birinde ortaya ¢ikabilecek ¢ok sayida

kontaminasyon yoluyla gida ve tarim iirinlerinde bulunabilmektedir (Cinar, 2020).

1.2. Mikotoksinlerin Zararlari

Mikotoksinlerin canlilar ilizerindeki etkisi oldukca genistir. Toksinin tiirline ve
dozuna bagli olarak, toksine maruz kalma siiresinin yani sira bireylerin yaslarina,
cinsiyetlerine ve saglik durumlarina da bagli olarak akut veya kronik toksisiteye neden
olabilmektedir. Akut etkiler genellikle maruziyetten sonraki 72 saat iginde ortaya ¢ikarken,
kronik etkiler aylar, yillar veya daha uzun siire boyunca siirebilir. Mikotoksinler sindirim,
solunum, deri ile temas ya da lenfatik sistem ve dolagim sistemine giris yoluyla toksisite
olugturabilir. Bu toksinler protein sentezinin engellenmesi, makrofaj sisteminin
zedelenmesi, akcigerlerin solunum mekanizmasindaki islevinin bozulmasi ve bakteriyel
endotoksinlere kars1 duyarliligin artmasi gibi temel biyolojik siiregleri olumsuz etkileyerek
ciddi saglik sorunlarina yol acabilmektedir. Literatiirde ayrica bagisiklik sisteminin
zayiflamasi, sitotoksisite, karaciger ve bobrek hasari veya kanseri, bagirsak bariyerinin
bozulmasi, fetal gelisim bozukluklar1 ve 6liimciil toksik sendromlar gibi 6nemli patolojik

sonuglar bildirilmistir (Awuchi vd., 2022).



1.3. Gliotoksin Hakkinda Bilgi

Gliotoksin, yapisinda disiilfit bagi bulunan epipolitiyodiyoksopiperazin (ETP)
smifinda bir mikotoksindir. Aspergillus fumigatus basta olmak tizere Aspergillus fischeri,
Eurotium chevalieri, Gliocladium fimbriatum, Trichoderma virens ve Dichotomomyces
cejpii gibi mantar tiirleri tarafindan sentezlenmektedir (Singh ve Kumari, 2022; Ye, Liu,
Zhang ve Zhang, 2021). ilk kez 1936 yilinda Gliocladium fimbriatum tiiriinden Weindling
ve Emerson tarafindan izole edilmis ve bu nedenle “gliotoksin” olarak adlandirilmigtir
(Fukuyama vd., 1981). A. fumigatus’un Onemli viriilans faktorlerinden biri olarak

degerlendirilmektedir. Gliotoksin maddesinin molekiil yapisi Sekil 1.1°de verilmistir.

Sekil 1.1. Gliotoksinin molekiil yapisi
TUPAC 1ismi: (1R,7S,8S,11R)-7-hidroksi-11-(hidroksimetil)-15-metil-12,13-ditiya-
9,1 5—diazatetrasilko[9.2.2.01’9.03 ’8]pentadeka—3 ,5-dien-10,14-dion

(3R,68,10aR)-6-Hidroksi-3-(hidroksimetil)-2-metil-2,3,6,10-tetrahidro-5aH-3,10a-
epiditiyopirazino[ 1,2-a]indol-1,4-dion

Kapali Formiilii: C;3H;4N,0,S,

Molekiil Kiitlesi: 326,4 g/mol

1.3.1. Gliotoksinin Mantarlardaki Biyosentezi ve Etki Mekanizmasi

Gliotoksin, ETP sinifina ait bir bilesik olup yapisinda tekrarli olarak indirgenip
yeniden olusabilen bir disiilfit kopriisii igerir. Bu yapisal 6zellik, gliotoksine hiicre i¢inde
giiclii bir redoks aktivitesi kazandirmakta ve biyolojik etkilerinin temelini olusturmaktadir.

Yapilan ¢aligmalar, gliotoksinin o6zellikle indirgenmis ditiyol formunun Sekil 1.2°de



belirtildigi gibi gozlenen biyolojik etkilerden biiyiikk Ol¢iide sorumlu oldugunu
gostermektedir (Dolan vd., 2015).

indirgenme 0
(Glutatyon)

Ditiyol gliotoksin

Sekil 1.2. Gliotoksinin indirgenmesiyle ditiyol gliotoksin olusumu

Gliotoksin biyosentezi, Aspergillus fumigatus basta olmak tizere ilgili mantar
tiirlerinde bulunan gli gen kiimesi olarak adlandirilan genlerin koordineli aktivitesine
dayanmaktadir. GliP geni tarafindan kodlanan non-ribozomal peptit sentetaz (GliP),
diketopiperazin iskeletinin olusumunu katalizler. Sitokrom P450 mono-oksijenaz (GliC)
araciligiyla amino aside bir hidroksil grubu eklenir ve ardindan glutatyon S-transferaz
(GliG) tarafindan katalizlenen siilfiirasyon basamagi gerceklesir. Daha sonra, GliK ve
GliJ’nin katalitik aktiviteleri ile glutamil gruplar uzaklastirilir ve GIil tarafindan kodlanan
aminotransferazin aracilik ettigi siire¢ sonucunda karakteristik epiditiyol yapist olusur.
GIliN geni tarafindan kodlanan N-metiltransferaz (GliN) ve/veya GliM geni tarafindan
kodlanan O-metiltransferaz (GliM), serbest amid olarak gorev yaparak amid metilasyonunu
hizlandirir ve ETP yapisina stabilite kazandirir. Buna ek olarak, gliotoksin oksidorediiktaz
(GIiT) tarafindan katalizlenen bir disiilfit bagimin olusumu ile meydana gelir. Ayrica
GliZ’nin gliotoksin biyosentezi igin diizenleyici oldugu gosterilmis olup, geninin
inaktivasyonu gliotoksin iiretimini tamamen ortadan kaldirmaktadir. GtmA, gliotoksinin
biyosentez gen kiimesinin bir par¢asi olmamakla birlikte, gliotoksindeki disiilfit baginin
parcalanmasina  aracilk  ederek  bis-detiyobis(metiltiyo)-gliotoksinin  olusumunu
saglayabilmektedir. Ayrica GliA gliotoksinin hiicre disina tasginmasindan sorumludur. Bu
nedenle hem GtmA hem de GliA gliotoksinin konak iizerindeki sitotoksisitesini azaltarak
katkida bulunmaktadir (Ye vd., 2021).

Mantarlarda gliotoksin {iretimi ve hiicre ici etkileri, oksidatif stres, kiikiirt
asimilasyonu, glutatyon (GSH) sentezi, S-adenozil metiyonin aracili metil grup transferi ile
demir ve ¢inko metabolizmasi gibi bircok metabolik yolakla yakindan iligkilidir. Toksin
kendi biyosentezini otoindiiksiyon yoluyla artirabilen bir molekiil olmasina karsin, ¢inko

iyonlarmin gliotoksin gen kiimesi aktivitesini baskiladigi bildirilmistir. Hiicre igi ¢inko



diizeyinin azalmast durumunda gliA, gliT, gliZ ve gtmA genlerinin ekspresyonunun
belirgin sekilde arttig1 gozlemlenmistir. Kiikiirdiin, sistein, metiyonin ve GSH biyosentezi
gibi yolaklarda gorev aldigi i¢in toksinin iiretimi agisindan kritik 6neme sahip oldugu
bilinmektedir. Ayrica, Aspergillus fumigatus tarafindan gliotoksinin hiicre igine
almmasinin ardindan, toksinin GSH aracili kimyasal indirgenme ile ditiyol formuna (dtGT)
donistiigli gosterilmistir. Gliotoksinin hiicre ici toksisitesinin GSH diizeyine bagli oldugu
ve hem biyosentezinde hem de hiicresel etkilerinde redoks dengesinin belirleyici rol
oynadigi bildirilmistir (Delbaje vd., 2025). Bunun yani sira, gliotoksinin tarimsal alanda
kullanim potansiyeline sahip oldugu, basta ¢eltik yaniklik hastalig1 olmak {izere ¢esitli bitki
hastaliklarinin kontroliinde fungisit ve insektisit olarak degerlendirildigi bildirilmistir.
Gliotoksin tireten Trichoderma virens susu temel alinarak gelistirilen GL-21, Glio Gard™
ve Soil Gard™ gibi ticari preparatlarin sera ve tarla bitkilerinde fide ve kok hastaliklarinin

kontroliinde etkili sonuglar sagladigi gorilmistiir (Ye, Liu, Zhang ve Zhang, 2021).

1.3.2. Gliotoksinin Toksik Etkileri

Gliotoksin bagisiklik sistemi hiicreleri ve diger hedef hiicreler tizerinde ¢ok yonlii
toksik etkilere sahiptir. Ozellikle niikleer faktér kappa B (NF-kB) sinyal yolunu inhibe
ederek immiin yanit1 baskilamaktadir. Bu siireg, antijen sunan hiicrelerin ve makrofajlarin
fonksiyonlarini bozmakta veya apoptotik hiicre Olimiinii tetikleyerek bu hiicrelerin
eliminasyonuna yol agmaktadir (Dolan vd., 2015; Waring ve Beaver, 1996; Ye vd., 2021).
Gliotoksinin yapisindaki reaktif distilfit koprisi, hiicre i¢i indirgen ortamda agilarak
serbest tiyol gruplari ile kararli disiilfit baglar1 olusturmaktadir. Béylece NADPH oksidaz,
glutaredoksin gibi enzimleri inhibe ederek hiicresel antioksidan sistemleri bozmakta ve
oksidatif strese yol agmaktadir (Dolan vd., 2015; Ye vd., 2021). Olusan reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) birikimi deoksiriboniikleik asitte (DNA) tek ve ¢ift sarmal kiriklar gibi
hasarlar olusturarak genotoksik etkilere neden olmaktadir (Waring ve Beaver, 1996; Ye
vd., 2021). Mitokondriyal yolakta Bcl-2 ailesi proteinlerini (Bak/Bim) ve ardindan
kaspazlar1 aktiflestirerek programlanmis hiicre olimiinii tetiklemesiyle bir¢ok hiicre tipi
icin gliglii bir apoptoz indiikleyicisi sayilmaktadir (Dolan vd., 2015). Olusan
immiinosupresif, oksidatif ve apoptotik etkiler gliotoksine maruz kalan dokularda ciddi
organ hasar1 gelistirebilmektedir. Aspergillus kaynakli enfeksiyonlarda alveolar
makrofajlar1 ve akciger epitel hiicrelerini dldiirerek pulmoner doku biitiinliiglinii bozmakta
ve hastaligin patogenezini artirmaktadir. Benzer sekilde, yiiksek doz gliotoksin karaciger
hiicrelerinde nekrotik hasara yol agabilmektedir (Ye vd., 2021).



1.3.3. Gliotoksin ile Yapilms Literatiir Calismalar:

Cogunlugu hiicresel ¢alismalar olmak iizere, gliotoksin maddesi ile ilgili literatiirde
rapor edilen elektrokimyasal, kromatografik ve diger yontemlerle yapilmis caligmalar

asagida Ozetlenmistir,

1.3.3.1. Elektrokimyasal Calismalar

Wang vd. (2025) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Aspergillus fumigatus tarafindan
tiretilen gliotoksinin miktar tayini i¢in aptamer tabanli, etiket gerektirmeyen bir
elektrokimyasal biyosensor gelistirilmistir. Gelistirilen sensor, gliotoksine 6zgii aptamerler
ile eksoniikleaz III’tin bir araya getirilmesine dayanmaktadir. Gliotoksinin aptamer-DNA
¢ift sarmalina baglanmasi sonucunda serbest kalan tek iplikli DNA, ardisik olarak sag
tokasi (hairpin) yapisindaki problarla etkilesmis ve bu siire¢ Eksoniikleaz III tarafindan
katalizlenerek ¢ok sayida G-kuadrupleks dizisinin olugsmasina yol agmustir. Olusan G-
kuadrupleks yapilari, potasyum iyonlarinin varliginda hemin ile kompleks olusturarak
elektrot ylizeyinde bir elektrokimyasal sinyal meydana getirmis; bu sayede amperometrik
ve diferansiyel puls voltametrik 6l¢iimler ile yiiksek duyarlilik elde edilmistir. Gelistirilen
biyosensorle 5 pM — 1 nM araliginda dogrusal galisma aralig1 ve 3,14 pM degerinde teshis
siirt (TS) degeri elde edilmistir. Ayrica, segicilik ¢aligmalarinda aflatoksin B1, zearalenon
ve okratoksin A gibi girisimcilerin sensér sinyalini etkilemedigi gosterilmis; insan serumu
ile yapilan analizlerde ise %94 — 102 arasinda degisen geri kazanim degerleri elde

edilmistir.

Iki boyutlu nanomalzemeler ve DNA nanoyapilari kullanilarak yeni bir
elektrokimyasal DNA (E-DNA) biyosensoriit Wang ve ekibi tarafindan bagka bir ¢aligmada
gelistirilmistir. Sensor tasariminda, yiiksek iletkenlik ve genis ylizey alan1 sunan MXene
(Ti3C,) nanotabaka iizerine dort yiizlii DNA nanoyapilarinin (TDN) entegre edilmesiyle,
aptamer tabanli bir TDN/MXene kompleks platformu olusturulmustur. Sensdr, gliotoksin
varliginda aptamer-hedef etkilesimine dayali bir mekanizmayla c¢aligmis ve sabit
potansiyelde gerceklestirilen amperometrik Sl¢limler, streptavidin-peroksidaz aracili sinyal
amplifikasyonu sayesinde yiiksek elektrokimyasal sinyal iiretmistir. Sensorle 5 pM — 10
nM seviyesinde dogrusal bir ¢alisma araligi ve 5 pM gibi bir TS degeri elde edilmistir.
Ayrica, insan serumu ile yapilan analizlerde %96,3 — 115 arasinda geri kazanim ve %2,2 —

9.4 arasinda bagil standart sapma degerleri elde edilmistir (Wang vd., 2019).



Bagka bir ¢alismada, Dichotomomyces cejpii’den elde edilen gliotoksinin altin yiizey
iizerinde kendiliginden birlesen tek katman (SAM) olusturma kapasitesi ile biyosensor
hazirlanmigtir. SAM, proteinlerin denatiirasyonunu o6nlemek ve biyolojik aktivitesini
korumak amaciyla immobilizasyon platformu olarak kullanilmigtir. Calismada, gliotoksin
altin elektrot yiizeyine adsorbe edilerek (AU/GT) bir sistem olusturulmustur. Sonuglar,
gliotoksinin disiilfit kopriisiiniin yiizey adsorpsiyonu sirasinda kirildigini, molekiillerin
altin yiizey iizerinde giiglii sekilde kemisorbe edildigini ve 2,3 x 10™° mol/cm? yiizey
alanina sahip kararli bir SAM olusturdugunu gostermistir. Canavalia brasiliensis kaynakli
ConBr lektini Au/GT yiizeyine immobilize edilmistir. Lektinin biyolojik aktivitesini
koruyarak D—mannoz sekerini 6zgiil olarak taniyabildigi hem yiizey plazmon rezonansi
(SPR) hem de elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) 6lgtimleriyle dogrulanmustir.
Impedimetrik analizler, seker-lektin etkilesiminde hidrojen baglarinin ve Ca?* /Mn?*
iyonlarimin onemli rol oynadigini gosterirken, gliotoksin ile olusturulan SAM’in 11-
merkaptoundekanoik asit ve sistein gibi klasik tiyol SAM’lere gore daha dayanikli ve
kararli bir yiizey sagladigi belirlenmistir. Sonug olarak, bu caligma gliotoksinin yalnizca
toksikolojik agidan degil, ayn1 zamanda biyosensor yilizeyinin tasariminda dogal bir yapi
tasi olarak da kullamlabilecegini gostermektedir. Ozellikle etiket gerektirmeyen
impedimetrik biyosensor sistemleri igin giiclii ve biyolojik olarak uyumlu bir platform

sundugu ortaya koyulmustur (Abreu vd., 2017).

1.3.3.2. Kromatografik Calismalar

Pena vd. (2015) tarafindan yiiriitilen bir ¢aligmada, hayvansal ortamlardan izole
edilen Aspergillus fumigatus suslarinin gliotoksin iiretme potansiyeli arastirilmis ve
gliotoksin miktarinin belirlenmesi amaciyla sivi kromatografi-kiitle spektrometresi (LC-
MS/MS) kullanilarak gevreye zarar vermeyen ve hizli sonug verebilen bir analiz yontemi
gelistirilmistir. Bu kapsamda, maya 0ziitii-siikroz agar besiyerinde kiiltiire edilen toplam
143  sus degerlendirilmis ve toksin ekstraksiyonu kloroform kullanilarak
gerceklestirilmistir. Yontem, 2500 ng/g'de %100,3 ve 7000 ng/g'de %92,4 oraninda geri
kazanim saglamistir. Sonuglar, suslarin %61,5'inin gliotoksin tiretebildigini ve seviyelerin
3430,5 ng/g tayin alt sinirina (TAS) kadar ulasabildigini gdstermistir. Calismada,
gliotoksinin A. fumigatus’un patobiyolojisindeki 6nemli rolii ile hayvan sagligi ve 6zellikle

kirsal bolgelerde calisan bireyler {izerindeki potansiyel etkileri vurgulanmustir.

Zhang vd. (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada, gliotoksinin miktar tayini igin
yiiksek performansli sivi kromatografisi (YPSK) ile bir yontem gelistirilmistir. Bu



yontemde metanol ve suyun 50:50 (h/h) oranindaki karigimi mobil faz olarak kullanilmus,
akigs hizi 1,0 mL/dk olarak belirlenmis ve Olgliimler 254 nm dalga boyunda
gerceklestirilmistir.  Analizler Inertsil ODS-SP  kolonu kullanilarak yiirGtillmistiir.
Geligtirilen yontemin 0,5 — 2,5 mg/mL derisim araliginda dogrusallik gosterdigi ve
determinasyon katsayisinin (R?) 0,999 oldugu belirlenmistir. Yontemin geri kazanimi
%99,22 olarak belirlenmistir. Ayrica, gliotoksin 6rneklerinin 5 saat boyunca stabilitesini
korudugu ve yontemin tekrarlanabilirliginin yeterli diizeyde oldugu belirlenmistir. Sonug
olarak, gelistirilen YPSK yonteminin farkli numunelerde gliotoksinin tayini igin uygun
oldugu ve ileride yapilacak calismalar ile olas1 klinik uygulamalar agisindan 6nemli bir

temel olusturdugu degerlendirilmistir.

Bagka bir ¢alismada, gliotoksinin miktar tayinini gelistirmek amaciyla yenilikgi bir
tek kapli tiirevlestirme yontemi kullanilmigtir. Bu yontemde gliotoksin 6nce sodyum
borohidrit (NaBH, ) kullanilarak indirgenmis, daha sonra olusan tiyol gruplar1 5'-
iyodoasetamidoflorosein (5'-IAF) ile alkillenmistir. Elde edilen tiirev, ters faz YPSK ile
analiz edilmistir. GT-(AF), tiirevinin molar absorptivitesi, gliotoksine gore 6,8 kat artis
gostermis olup bu durum, 40 ng/125 pmol gibi diisiik derisimlerin bile teshis edilmesine
olanak saglamistir (Davis vd., 2011).

Golden vd. (1998) tarafindan rapor edilen bir ¢alismada Aspergillus fumigatus
tarafindan {iretilen gliotoksinin DNA {izerindeki hasar olusturucu etkileri ve genotoksik
ozellikleri incelenmistir. Arastirmada, HeLa hiicrelerinden elde edilen DNA 0&rnekleri
gliotoksine maruz birakilmis, olusan DNA adiiktleri **P radyoetiketleme teknigi ve iki
boyutlu ince tabaka kromatografisi (2D-ITK) kullanilarak analiz edilmistir. Sonuglar,
gliotoksinin ETP halkasi araciligiyla redoks dongiilerine katildigini, ROS olusumuna yol
actigin1 ve bu tiirlerin DNA ile etkileserek 6-hidroksi-5,6-dihidroksitimidin (timin glikol)
monofosfat [d(TG)MP] diizeyinin %0,0’dan %30,4’e ve 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin
[8(OH)dGMP] diizeyinin ise %0,09’dan %4,2’ye ¢ikardigini gostermistir. HeLa DNA’s1
gerekli redoks ajanlarinin varliginda 0,1 mmol/L ve 0,3 mmol/L gliotoksin derigimlerinde 1
ve 20 saat inkiibe edilmistir. Maruziyet siiresinin derisimden daha etkili olabilecegi, 20
saatlik inkiibasyon ile 0,3 mmol/L gliotoksinin deoksitimidin-3'-monofosfat (dTMP) ve
deoksisitidin-3’-monofosfati (dCMP) tamamen ortadan kaldirmasiyla belirlenmistir.
Sonuglar, gliotoksinin indirgenmis disiilfit kopriisii iizerinden siiperoksit anyonu ve
hidroksil radikali olusumunu tetikleyerek DNA biitiinliigiinii bozdugunu ve hiicresel

diizeyde ciddi yapisal hasara yol a¢tigin1 gostermistir.



1.3.3.3. Diger Cahismalar

Zheng vd. (2024) bir caligmasinda gliotoksinin teshisi amaciyla hedef tarafindan
yonlendirilen boliinmiis aptamere dayali tek kap analiz (OPA) ydntemi gelistirilmistir. i1k
asamada gliotoksine 6zgli APT16 isimli aptamer optimize edilmistir ve elde edilen
cekirdek dizininin (APT16MT) baglanma afinitesinin yaklastk 20 kat arttig1
gozlemlenmistir. Biyokatman interferometri (BLI) analizleri, aptamerin gliotoksine yiiksek
ozgiilliikle baglandigii ve HSA ile BSA gibi girisimcilerle c¢apraz reaktivite
gostermedigini ortaya koymustur. Molekiiler dinamik simiilasyonlari, GTX-APT16MT
kompleksinin kararli oldugunu ve baglanmanin esas olarak hidrofobik etkilesimler ile
ortalama iki hidrojen bagi iizerinden gerceklestigini ortaya koymustur. Optimize edilen
aptamer iki fragmana (SA1 ve SA2) ayrilmig; bu fragmanlarin gliotoksin yoklugunda
kararli yap1 olusturamadigi, ancak toksinin varliginda yeniden bir araya gelerek G-
kuadrupleks yapi1 olusturdugu ve tiyoflavin T (ThT) floresansini belirgin bicimde artirdig1
gozlemlenmistir. Gelistirilen OPA yontemi ile 0,128 nM — 2 uM araliginda dogrusallik ve
0,07 nM degerinde TS elde edilmistir. Igme suyu, serum ve gdzyas: gibi numunelerde

%95,1 — 107,2 araliginda geri kazanim elde edilmistir.

Bagka bir ¢alismada, deniz kékenli bir mantardan elde edilen gliotoksinin meme
kanseri hiicreleri olan MCF-7 ve MDA-MB-231 iizerindeki etkileri Senol ve ark. tarafindan
in vitro ortamda incelenmistir. MTT (metil tiyazolil tetrazolyum) hiicre canliligi testi ve
xCelligence ger¢ek zamanli hiicre analizi (RTCA) testi sonuglarinda her iki hiicre hatt1 i¢in
1,5625 uM toksin miktar1 IC5 o olarak belirlenmistir ve bu derisimde hiicre ¢ogalmasinin
belirgin sekilde baskilandigi gozlenmistir. Kinetik analizler, 1,5625 pM derisimde
gliotoksinin mitotik indeksi ve DNA sentezini zamana bagli olarak azalttigini; buna
karsilik apoptotik hiicre oranin1 72. saatte MCF-7 hiicrelerinde %3,13’ten %21,34’e, MDA-
MB-231 hiicrelerinde %3,16’dan %19,43 diizeyine ¢ikardigini ortaya koymustur. Elde
edilen bulgular, gliotoksinin hormon bagimli ve bagimsiz meme kanseri hiicrelerinde
antiproliferatif ve proapoptotik etki gosterdigini ve potansiyel bir antikanser ajan

olabilecegini ortaya koymustur (Senol vd., 2023).

Gao vd. (2019) tarafindan yapilan bir calismada, gliotoksine &6zgii aptamerler
immobilizasyon gerektirmeyen GO-SELEX teknolojisi kullanilarak —baglanmustir.
Calismada gelistirilen aptamerlerin baglanma afinitesi, 6zgiilliigli ve yapisal stabilitesi,
kisaltma ve mutasyon stratejileri uygulanarak optimize edilmistir. Optimizasyon sonucunda

elde edilen APT8TIM adli aptamer, gliotoksinin teshisi i¢in floresan etiketli aptamer yap1



degistirme testinin (FLASSA) gelistirilmesinde kullanilmistir. Gelistirilen yontem, 0,1 nM
— 100 nM araliginda dogrusallik gostermis olup TS degeri 0,05 nM olarak belirlenmistir.
Yontem serum ve idrar 6rneklerine uygulanmistir. %98,76 — 110,85 arasinda degisen geri

kazanim ve %5,45 — 14,59 araliginda diisiik varyasyon degerleri elde edilmistir.

Comas vd. (2019) tarafindan rapor edilen bir ¢caligmada, gliotoksinin tiimor hiicrelerine
hedefli ve etkin bir sekilde tasinmasini saglamak amaciyla floresan boya (TAMRA) ve
glikoz ile fonksiyonellestirilmis biyouyumlu manyetik nanopartikiillerin (MNP’lerin)
kullanildig1 bir tasiyici sistem gelistirilmistir. Gliotoksinin biyouyumlu MNP’lere kovalent
olarak baglanmasiyla biyolojik aktivitesini korudugu, hiicre i¢i alimmin arttigi ve bu
ozelliklerin glikoz varliginda daha da giiclendigi gozlemlenmistir. Glikoz ve TAMRA ile
fonksiyonellestirilmis MNP’ler sayesinde gliotoksinin hiicre ig¢ine alimi ve lizozomal
konumlanmasi takip edilebilmis, L929 fare sarkoma hiicrelerinde artan sitotoksik etkisi
arastirilmigtir. Elde edilen bulgularla, gliotoksinin nanopartikiiller araciligiyla tiimor
hiicrelerine tasinabilecegi ilk kez gosterilmis; kanser basta olmak {izere farkli hastaliklarin
tedavisinde hiicreye 0zgiil ligandlar kullanilarak gelistirilecek yontemler icin temel

saglanmstir.

Baska bir ¢alismada ise gliotoksinin insan kan-beyin bariyeri (KBB) iizerindeki
etkileri, indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerden (iPSC) tiiretilmis beyin mikrovaskiiler
endotelyal hiicreleri kullanilarak in vitro ortamda incelenmistir. Sonuglar, gliotoksinin hem
akut (2 saat) hem de kronik (24 saat) maruziyette, 1 pM ve lizerindeki derisimlerde KBB
biitiinliigiinii bozdugunu gostermistir. Akut gliotoksin uygulamasi sonrasi transendotelyal
elektrik direnci (TEER) degerlerinde diisiis gozlenirken, sodyum floresin gegirgenliginde
yaklasik 8 kat artis gozlenmis ve bariyer fonksiyonundaki bozulmanin geri doniisiimsiiz
oldugu belirlenmistir. Kronik maruziyet deneylerinde ise 1 — 10 puM derigsimlerde
gliotoksinin tek tabakali endotelyal hiicre biitiinliigiiniin kaybina ve hiicresel metabolik
aktivitenin belirgin sekilde azalmasimna yol acgtig1 goriilmiistiir. Sitotoksisite analizleri,
gliotoksinin hiicre tipine bagli olarak etki gosterdigini ve 6zellikle astrositlerde ¢ok diisiik
derisimlerde dahi yiliksek duyarlilik olusturdugunu ortaya koymustur. ICsy degerleri
astrositler icin 3,38 x 101 M, endotelyal hiicreler i¢in 8,24 x 10® M ve noronlar i¢in 1,99
x 10° M olarak bulunmustur. Gliotoksinin 60 dakika (dk) sonunda uygulanan dozunun
yaklagik %2’sinin KBB’yi astig1 ve gecisin pasif difiizyonla gerceklestigi belirlenmistir.
Sonug olarak, bu c¢alisma, gliotoksinin klinik olarak saptanan derigim araliklarinda dahi
kan-beyin bariyerinin biitinliigiinii bozabildigini ve A. fumigatus’un santral sinir

sisteminde 6nemli bir rol oynayabilecegini ortaya koymustur (Patel vd., 2018).
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Gliotoksinin insan periferal lenfositlerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri in vitro
ortamda rapor edilmistir. Arastirmada, Aspergillus fumigatus’tan laboratuvar ortaminda
elde edilerek saflastirilan gliotoksin ile ticari olarak satin alinan standart gliotoksin
ornekleri kullanilmis ve her iki ornek de 25, 50, 100 ve 200 ng/mL derisimlerde
calisgilmistir. Sitotoksisite, MTT testi ile Sl¢iilmiis ve saflastirilmig gliotoksinin lenfosit
proliferasyonunu sirasiyla %21, %39,10, %61,99 ve %87,45 oranlarinda inhibe ettigi;
standart gliotoksinin ise ayn1 derigsimlerde %17,89, %34,92, %58,34 ve %85,22 oranlarinda
biiylime inhibisyonuna neden oldugu belirlenmistir. Bulgular, gliotoksinin sitotoksik
etkisinin derisime bagh oldugunu ve saflastirilmis 6rnegin standart gliotoksine gére daha
yiiksek sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymustur. %1 agaroz jel elektroforezi
analizlerinde, gliotoksin uygulanan hiicrelerde DNA yapisinin bozuldugu goézlenmistir.
DNA hasarmin diigiik derisimlerde bile ortaya ¢iktig1 ve gliotoksin derigsimi arttikca DNA
parcalanmasinin daha belirgin hale geldigi belirlenmistir. Sonuglar, gliotoksinin insan
lenfositlerinde hem hiicre canlili§ini azaltan giiclii bir sitotoksik ajan hem de DNA hasarina

yol agan 6nemli bir genotoksik madde oldugunu gostermektedir (Nouri vd., 2015).

Gliotoksinin miktar tayini i¢in yapilan baska bir galigmada, toksinin etkileri insan KB
hiicre hattinda ortaya ¢ikan morfolojik degisikliklerin indiiklenmesine dayanmistir. Bu
yontemde, hiicrelerde meydana gelen degisikliklerin degerlendirilmesi, 1 saatlik
inkiibasyon siiresinin ardindan dogrudan optik mikroskop altinda gdzlemle ve 630 nm
dalga boyunda galisan otomatik bir mikroplaka okuyucu kullanilarak gergeklestirilmistir.
Gliotoksin i¢in TS’nin belirlenmesinde, 18 — 20 ng derisim araligi kullanilmustir.
Hiucrelerin en az %30’unda morfolojik degisiklige sebep olan en diisiik derisim, kiiltiir
ortaminda 0,18 ug/mL olarak bulunmus olup bu deger, kuyucuk basina 18 ng gliotoskin
miktarina karsilik gelmistir. inkiibasyon siiresinin uzatilmasinin bu esik degerin daha da
disiiriilmesinde etkili olmadig1 belirlenmistir. Gelistirilen biyotest, farkli mantar tiirleri
tarafindan gliotoksin tiretiminin incelenmesinde kullanilmis ve ¢esitli ekstraktlar arasinda
gliotoksin {ireten ii¢c Aspergillus fumigatus susu vurgulanmistir. Ayrica, gelistirilen
biyotestin ¢ok diisiik TS’ye sahip olmasi ve Ol¢iim Oncesinde son derece kisa bir
inkiibasyon siiresi gerektirmesi, yontemi literatiirde daha once bildirilen biyolojik testlere

gore daha hizl1 ve hassas hale getirmistir (Grovel vd., 2006).

Sutton vd. (1994) bir ¢alismasinda, gliotoksinin in vivo immiinosupresif etkileri,
subletal olarak 1sinlanmig fare modeli kullanilarak arastirilmigtir. Deneylerde, 6-8 haftalik
CBA/H disi farelere 4 veya 6 Gy dozunda radyasyon uygulanmis ve ardindan 5 giin

boyunca 100 pg derisimine kadar olan gliotoksin dozlar intraperitoneal olarak enjekte

11



edilmigtir. Bulgular, gliotoksinin &zellikle bagisikligi baskilanmig farelerde toksisitesini
artirdigin1 gostermistir. Ayrica tek doz gliotoksin uygulamasinin bagisiklik sisteminin
toparlanmasim1 yaklagik 2 hafta geciktirdigi belirlenmistir. Toksisite analizlerinde,
1sinlanmamus farelerde >100 pg gliotoksin letal etki olustururken, 6 Gy 1sinlanmus farelerde
100 pg gliotoksin ile %25 mortalite gozlenmis ve LDz degerleri 0 Gy igin 9,9 mg/kg, 6 Gy
icin 7,9 mg/kg olarak hesaplanmigtir. Splenosit analizlerinde gliotoksin uygulanan
1isinlanmis farelerde dalaktaki toplam 16kosit sayisinm azaldigi gézlemlenmistir. Ozellikle
lipopolisakkarite (LPS) yanit veren olgun B lenfositlerinin iyilesmesinin geciktigi, buna
karsilik Concanavalin A’ya (ConA) yanit veren T hiicre yanitinin etkilenmedigi ortaya
koyulmustur. Akis sitometrisi sonuglar1 16. giinde gliotoksin verilen farelerde dalaktaki B
hiicre oraninin %70’ten %37’ye diistiiglinii gostermistir. Histolojik incelemeler, elektron
mikroskopisi ve agaroz jel elektroforezi analizleri, gliotoksinin timus, dalak ve mezenterik
lenf nodlarinda apoptozu indiikledigini ve ozellikle timusta belirgin DNA fragmentasyonu
olusturdugunu ortaya koymustur. Sonug olarak, bu ¢aligma gliotoksinin in vivo kosullarda
bagisiklik hiicrelerinde apoptoza yol acarak bagisiklik sisteminin yanitinin yeniden
yapilanmasin1 geciktirdigini ve aspergilloz patogenezinde onemli bir viriilans faktorii

olabilecegini ortaya koymaktadir.

Eichners vd. (1988) bir calismasinda, gliotoksinin plazmid ve Okaryotik DNA
izerinde olusturdugu oksidatif hasar hiicresiz sistemlerde arastirilmigtir. Yapilan agaroz jel
elektroforezi analizleri, gliotoksinin indirgenmis ditiol formunun [GT(SH),], Fe** veya
Cu?" iyonlarmin varhginda DNA’da hem tek hem de cift iplikli kiriklara neden oldugunu
gostermistir. Plazmid DNA’da siiper sarmal Form I yapisinin kisa siirede Form II ve Form
IIT’e doniistigli ve %50 DNA kaybi igin gerekli GT(SH), derisiminin 0,060 + 0,010 mM
oldugu gozlemlenmistir. Disiilfit formdaki gliotoksin tek basmna etkisiz oldugu, ancak
GSH, DTT (dithiothreitol) veya NADH (indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid) gibi
indirgen ajanlarin varliginda yeniden aktif héle gelerek DNA hasar1 olusturdugu
saptanmistir. Ayrica metal selatorlerinin ve katalazlarin hasar biiyiik 6l¢iide azaltmasi, bu
etkinin ROS araciligiyla gergeklestigini gostermistir. Benzer DNA parcalanmasiin
makrofajlardan izole edilen genomik DNA’da da gozlenmesi, gliotoksinin redoks dongiisii
yoluyla ROS {iretimini artirarak DNA hasarina ve buna bagli antiproliferatif ve sitotoksik

etkilere neden olabilecegini ortaya koymustur.

Bagka bir ¢aligmada gliotoksinin immiin hiicreler lizerindeki etkileri incelenmis ve
etki mekanizmasimin genomik DNA hasariyla iliskisi ortaya koyulmustur. Deneylerde, fare

dalak hiicreleri bagta olmak tizere farkli hiicre tipleri 1 saat boyunca 1 pg/mL gliotoksin ile
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muamele edilmis ve ardindan hiicreler 4-12 saat inkiibe edilmistir. Sonuglar, gliotoksinin
dalak hiicrelerinde doza ve zamana bagl olarak c¢ift sarmal deoksiriboniikleik asit (dASDNA)
kiriklar olusturdugunu gostermistir. DNA pargalanmasi 30 ng/mL gibi diisiik derisimlerde
gbzlenmis, 4 saat sonra teshis edilebilir hale gelerek 8-12 saat i¢inde belirginlesmistir.
Agaroz jel elektroforezi ve akis sitometrisi analizleri, gliotoksin uygulanan dalak
hiicrelerinde DNA’nin >48,3 kbg¢’den <6,5 kbg’ye uzanan genis bir kesit dagilimi
sergiledigini ortaya koymustur. DNA sentezi analizlerinde, T ve B lenfositlerinde
proliferasyonun 30 ng/mL gliotoksin derisiminde tamamen inhibe edildigi, buna karsin
P815 hiicrelerinde DNA sentezinin 1 pg/mL dozda yalmizca yaklasik %25 oraninda
azaldig1 belirlenmistir. Radyoaktif [** S]-GT baglanma deneyleri, duyarli ve direngli hiicre
tiplerinin gliotoksini benzer diizeylerde bagladigini, dolayisiyla hiicresel segiciligin
toksinin hiicreye alimindan bagimsiz oldugunu gostermistir. Sonug olarak, bu ¢alisma
gliotoksinin immiinosupresif etkisinin temelinde belirli hiicre tiplerinde genomik DNA’da
geri doniisi olmayan hasar olusturarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini

gostermektedir (Braithwaite vd., 1987).

Gliotoksin  miktar tayinine yonelik yapilan elektrokimyasal ¢alismalar
incelendiginde, literatiirde ¢ogunlukla aptamer tabanli biyosensorler ve nanomalzemeli
sistemlerin kullanildig1 goriilmektedir. Gliotoksinin DNA hasari, sitotoksik etkileri ve

biyolojik aktivitesi iizerine yapilan ¢aligmalar ise hiicresel ve molekiiler diizeydedir.

Bu tez ¢alismasinda, literatiirde ilk kez gliotoksinin elektrokimyasal davranisi bos
camsi karbon elektrot tizerinde voltametrik 6lgiimlerle incelenmis ve dsDNA immobilize
edilmis camsi karbon elektrot tabanli bir biyosensor sistemi gelistirilerek gliotoksin-
dsDNA etkilesimi agiklanmaya g¢aligilmigtir. Yontemin kolay hazirlanabilir olmasi, kisa
analiz siiresine sahip olmasi ve diisiik maliyetli olmasi gibi avantajlari sayesinde literatiire
katki saglayacagi diigiiniilmektedir. Ayrica gelistirilen sensoriin, gliotoksinin toksikolojik
analizi ve gida numunelerinde diisiik maliyetli ve hizli tayinine yonelik uygulanabilir bir

yontem sunabilecegi diisiiniilmektedir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Elektrokimya

Elektrokimya, maddelerin etkilesimleri sirasinda kimyasal ve elektrik enerjisinin
birbirlerine doniistiigli olaylar1 inceleyen bilim dalidir. Akim ve potansiyel gibi
parametreler kullanilarak cihazdan elektriksel bir sinyal elde edilir. Konduktometri,
kulometri, potansiyometri ve voltametri baglica elektrokimyasal yoOntemlerdir.
Elektrokimyasal analiz yontemleri, yiiksek duyarliliklari, segicilikleri, 6l¢iim hizlan ve
sahip olduklart diger avantajlariyla 6ne ¢ikmaktadir. Cogu zaman elektrokimyasal analiz
icin 1 mL’den daha az hacimlerde analit yeterli olmaktadir (Fomichov vd., 2025; Rieger,
2012).

Basit bir elektrokimyasal diizenek giic kaynagi, ol¢im ¢ozeltisi ve gii¢ kaynagina
bagli elektrotlardan olusur. Elektronlarin ayrildigi elektrota anot (ylikseltgenmenin
gerceklestigi elektrot) adi verilir. Yiikseltgenme anot iizerinde gerceklesir ve elektronlar
reaksiyonun {irlinleri olarak ortaya cikar. Elektronlarin dig devreden girerek indirgenme
reaksiyonuna katildig1 elektrota katot (indirgenmenin gergeklestigi elektrot) adi verilir.
Elektron akisi, anottan katoda dogru olmak iizere, bir elektrokimyasal hiicre iginde
gerceklesir. Elektrokimya, olusan yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarinda
gergeklesen elektron aligverisini elektriksel 6l¢timler kullanarak inceler (Petrovic, 2020;
Schotten vd., 2020; Yammine vd., 2024).

2.1.1. Elektrokimyasal Hiicreler

Elektrokimyasal hiicreler iki ana gruba ayrilir: galvanik ve elektrolitik hiicreler.
Galvanik hiicrelerde elektrotlar bir iletkenle baglandiginda olusan reaksiyonlar
kendiliginden gerceklesirken (AG < 0), elektrolitik bir hiicrede elektrokimyasal
reaksiyonun gerceklesebilmesi icin agik devre potansiyelinin {lizerinde disaridan bir

potansiyelin uygulanmasi gerekir (AG > 0).

Elektrolitik hiicrelerde elektrotlar, islevlerine gore calisma elektrodu, referans
elektrodu ve yardimer (karsit) elektrot olmak {izere farkli sekilde adlandirilir. Ug elektrotlu

elektrokimyasal hiicrede kullanilan elektrotlar Sekil 2.1°de verilmistir.
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Potansiyostat I_

Referans elektrot

Calisma elektrodu

Yardimci elektrot

Tampon ¢ozelti / Analit ~————

Sekil 2.1. Ug elektrotlu elektrokimyasal hiicre

2.1.2. Elektrokimyada Kiitle Aktarimi

Elektrokimyasal sistemlerde elektrot-¢cozelti arayiiziinde gerceklesen reaksiyonlarin
hiz1 ve verimi, elektroaktif maddelerin elektrot ylizeyine nasil tasindigina baglidir. Bu
taginim yollar1 genel olarak diflizyon, iyonik migrasyon ve konveksiyon olmak iizere ii¢

temel mekanizma ile agiklanmaktadir.

2.1.2.1. Difiizyon

Diflizyon, elektroaktif maddelerin herhangi bir dis kuvvet olmadan yiiksek derisimli
bolgeden diisiik derisimli bolgeye dogru hareket etmesi olarak tanimlanir. Elektrokimyada
difiizyon genellikle elektrot yilizeyinde gerceklesen redoks reaksiyonlar1 sonucunda
meydana gelir. Reaksiyon ilerledikce elektrot yiizeyine yakin bolgede elektroaktif tiirlerin
derigimi azalir ve bu durum, ¢dzeltinin daha derin boélgelerinden yilizeye dogru difiizyon
akisini etkiler (Lu vd., 2023). Elektroaktif tiirlerin difiizyon hareketi Sekil 2.2°de

gosterilmektedir.
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O
@)
@)

Sekil 2.2. Derisim farkindan dolayi olusan difiizyon hareketi

2.1.2.2. Tyonik Migrasyon

Iyonik migrasyon, yiiklii maddelerin ¢ozelti igerisindeki elektrik alan etkisiyle yonlii
olarak hareket etmesini ifade eder. Elektriksel alanda katyonlar katoda, anyonlar ise anoda
dogru go¢ eder (Sekil 2.3). Elektrokimyasal hiicrelerde uygulanan potansiyel veya elektrot
iizerinde olusan Faraday akimlari, ¢ozeltide elektrik alanlarinin olugmasina neden olur ve
bu alanlar migrasyonu tetikler. Klasik elektrokimyasal analizlerde migrasyonun etkisi
genellikle ihmal edilir; bunun temel nedeni, yiiksek derisimde destek elektrolitleri olarak
adlandirilan tuz, asit, baz ve ¢esitli tampon ¢ozeltileri gibi maddeler kullanilarak iyonik

migrasyonun etkisinin ortadan kaldirilmasidir.
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Gerilim Uygulanan Elektrot (-)

Sekil 2.3. Gerilim etkisi altinda gergeklesen yiik hareketi

2.1.2.3. Konveksiyon

Konveksiyon, kiitle aktariminin ¢o6zeltinin toplu hareketi yoluyla gergeklestigi
mekanizmadir. Bu hareket, ¢ozeltinin disaridan karigtirilmasi (Sekil 2.4°te gosterildigi gibi)
akis sistemi yardimiyla veya elektrokimyasal reaksiyonlarin kendisiyle gergeklestirilebilir
(Lemay vd., 2023).

) .. : : ) . .. i:\:..‘. ./.O./o

Sekil 2.4. Cozelti icerisinde uygulanan karigtirmanin etkisi
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2.1.3. Elektroanalitik Yontemler

Elektrokimyasal analiz yontemleri, kullanilan ¢alisma prensibine bagl olarak farkli

gruplar altinda siniflandirilabilir. Yaygin olarak kullanilan simiflandirma semas: Sekil

2.5’te gosterilmektedir.

Elektrokimyasal yontemlerin en 6nemli avantajlar1 arasinda diigiik tayin limitleri

sayilabilir. Diistik miktarlarda numune analizi, karmasik 6n hazirlama basamaklari

gerektirmemesi ve hizli analiz yapilabilmesi gibi sagladigi avantajlar sayesinde analitik

kimyada, farmasoétik analizlerde ve bircok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica

bazi elektroanalitik yontemlerde diisiik ¢oziicii tiiketimi ve diisiik maliyetli taginabilir cihaz

gereksinimi elektrokimyasal yontemleri diger yontemlerden ayirmaktadir (Cruz-Pacheco

vd., 2026; Uslu ve Ozkan, 2011).

Elektroanalitik
yontemler
[
i ]
Araylzey Analiz ortaminin
yontemleri tamamindaki yontemler
Statik Dinamik Konduktometrik
Kondiiktometri
yontemler yontemler (G=1R) titrasyonlar
(1=0) (1>0) (hacim)
. N Potansiyometrik
Polansgometrl litrasyonlar
€ (hacim)
Kontrq\lu Sabit akim
potansiyel
Sabit elektrot Voltametri Amperometrik . . Kulometrik
potansiyelli [1=AE)] titrasyonlar Eleklro(gr;lt;lwmetr\ titrasyonlar Elektro?r?wmetn
kulometri (hacim) (Q=1t) m
t
(a=iidt)
L]

Sekil 2.5. Yaygin olarak kullanilan elektroanalitik yontemlerin siniflandirilma semast.,(I= akim, E=
potansiyel, R= direng, G= iletkenlik, Q= yiik miktari, t= zaman, hacim=standart ¢dzelti hacmi,,
agirlik=elektrokimyasal olarak biriktirilen tiiriin kiitlesi) (Skoog vd., 2013)
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2.1.3.1. Polarografi

Polarografi, ilk olarak Cekoslovak kimyager Jaroslav Heyrovsky tarafindan 1922
yilinda gelistirilmistir. Yontem, ¢alisma elektrodu olarak damlayan civa elektrodu (DME)
kullanilarak Sekil 2.6'da sematik olarak gosterildigi lizere potansiyostat ile kontrol altinda
gergeklestirilen bir elektroanalitik tekniktir. Akim-potansiyel egrilerinin otomatik olarak
kaydedilmesini saglayan polarografi cihazinin 1922 yilinda gelistirilmesiyle yontem,
analitik kimyada yaygin bir kullanim alani bulmustur. [IUPAC tanimina gére polarografi,
yilizeyi siirekli veya periyodik olarak yenilenen sivi c¢alisma elektrotlarin kullanimin
kapsamaktadir (Cerda, 2005). Polarografik yontemler, yaklastk 10° M diizeyindeki
elektroaktif tiirlerin tayinine olanak saglayan yiiksek duyarliliklar1 nedeniyle ilk
doénemlerde elektroanalitik teknikler arasinda 6nemli bir yer tutmustur (Ozkan ve Uslu,
2016).

W
A Civa rezervuar

E ; Nitrojen gaz girigi
| Polarograf
Karsit / Yardimer elektrot A Kargit/ Yardimer elektrot
eferans elektrot
Referans elektrot é
I //_' Damlayan civa elektrodu [ -‘
y >
'

Kaydedici
.:.l i,MA
‘ rﬂﬂ/
{ U l } Cam kapiler
. Analit gozeltisi
AF. Civa damlasi

Kullanilmig civa havuzu

[ ]
L L

Sekil 2.6. Damlayan civa elektrodu yapisi

Damlayan civa elektrodunun —2.5 V veya —3.0 V potansiyel degerlerine kadar
ulasabilen potansiyel araligi, indirgenme reaksiyonlar1 ig¢in avantajli olsa bile, civanin
yaklagik +0,4 V civarinda ¢oziinmeye baslamasi pozitif potansiyel araligini sinirlamaktadir.
Civanin toksik ve potansiyel olarak kanserojenik etkilerinin bulunmasindan dolay1, bazi
cevresel ve saglik problemlerine yol acabilecegi de damlayan civa elektrodunun
dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir. Bu durum, elektrodun rutin analizlerde kullanimini

sinirlamaktadir. Tiim bu faktorler, polarografinin ve damlayan civa elektrodu kullaniminin
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modern analitik teknikler karsisinda daha sinirli alanlarda tercih edilmesine neden

olmaktadir (Zuman, 2002).

2.1.3.2. Voltametri

Voltametrinin gelisimi, polarografi yontemine dayanmaktadir. Yontem elektrotun
potansiyelinin kontrollii ve genellikle basamakli olarak degistirilmesi sirasinda olusan
akimin 6l¢iilmesine dayanir ve Olciilen akim elektrot-¢cdzelti arayiizeyindeki yiik transfer
hizinin dogrudan bir gostergesidir. Uygulanan potansiyel c¢alisma elektroduna uygulanir.
Voltametrik analizler, dongiisel voltametri (DV), diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ve
kare dalga voltametrisi (KDV) gibi gesitli 6l¢iim yontemleri kullanilarak yapilabilmektedir
(Osteryoung, 1993; Westbroek vd., 2005).

2.1.4. Elektrokimyasal Analizlerde Kullanilan Elektrotlar

Elektrokimyasal analizlerde ii¢ farkli elektrot tiirii kullanilir: referans elektrot,

yardimci (karsit) elektrot ve ¢alisma elektrodu.

2.1.4.1. Referans Elektrotlar

Referans elektrotlar ara yiizey boyunca katyon ve anyonlarin esit olmayan difiizyon
hizlarindan dolay1 olusabilecek potansiyellerini azaltmak amaciyla elektrokimyasal
Olcimlerde kullanilir. Elektrokimyasal Olglimler sirasinda caligma elektrodu ile ayni
sicaklikta olmali ve polarize olmamalidir. Standart bir referans elektrotun belirlenmis
kosullar altinda potansiyeli sifir olarak kabul edilir ve ¢alisma elektroduna uygulanan

potansiyelin kontroliinii saglar.

2.1.4.1.1. Standart Hidrojen Elektrodu

Standart hidrojen elektrodu (SHE) evrensel olarak kabul edilen standart referans
elektrottur. Elektrot yapist Sekil 2.7°de sematize edilmistir. Diger tiim referans elektrotlarin
standart potansiyelleri, ayn1 sicaklik kosullarinda SHE potansiyeline gore tanimlanir.
IUPAC’mm 2008’deki tanimina goére SHE, birim aktivitede hidrojen iyonlar igeren bir
¢ozelti ile temas hélinde olan ve 1 atm kismi basincina gore tanimlanan hidrojen gazi ile

doyurulmus bir platin elektrottan olusur. Bu tanimda, aktivitesi 1 mol dm™ olan hidrojen
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iyonlarinin diger iyonlarla etkilesime girmedigi varsayilir. SHE i¢in yalnizca potansiyelin
degil, potansiyelin sicaklik katsayistin da sifir oldugu geleneksel olarak kabul

edilmektedir (Brett, 2009; Inzelt vd., 2013).
Elektrotta olusan reaksiyon asagidaki gibidir;

2H+(suda) +2¢ & HZ(g)

\\\ \\'// ///
Platin
tel
H, basinci
1atm
H, gazi iceren <
cam tip
/
i H*sulu
| - H, kabarciklar
Platin 1 2 e
elektrot I
Platinlenmig ! —
platin folyo
¥ /
HCI, 1 mol dm™
Sekil 2.7. Standart hidrojen elektrodu yapisi
2.1.4.1.2. Giimiis-Giimiis Kloriir Referans Elektrodu

Gumiis, farkli anyonlarla ¢ok sayida az ¢oziiniir bilesik olusturan bir elementtir. Bu
bilesikler arasinda giimiis (I) halojeniirleri (6zellikle glimiis kloriir, AgCl) potansiyometrik
6lgiimlerde kullanilan elektrotlarin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilmistir. Giimiis-
giimils kloriir (Ag/AgCl) referans elektrotlarinin hazirlaniglarinin basit olmasi, kiigiik
boyutlarda tek par¢a halinde iiretilebilmeleri ve bazi durumlarda dogrudan ¢ozelti icine
daldirilabilmeleri gibi 6zellikleri avantajlari arasinda sayilmaktadir. Elektrodun yapisi Sekil
2.8'de gosterilmektedir. Elektrot katt AgCl ile kapli glimiis telin doygun KCI ¢ozeltisinde
olmasina dayanir. Elektroanalitik 6l¢limlerde sik¢a kullanilan referans elektrotlardan biridir

(Inzelt vd., 2013).
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Elektrotta olusan reaksiyon asagidaki gibidir;

AgCl+e «— Ag+CI

AgCl ile kapli
Ag tel

Doygun KCI
¢ozeltisi

Poréz sivi
baglantisi

Sekil 2.8. Giimiis-glimiis kloriir elektrodu yapisi

2.1.4.1.3. Kalomel Referans Elektrodu

Yapisinda civa/civa (I) kloriir (Hg,Cly) diger adiyla kalomel, bulundurdugu igin

kalomel referans elektrodu olarak adlandirilmistir.
Cizelge 2.1°de 25 °C’de farkli kalomel elektrotlarin 6zellikleri gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Farkli kalomel elektrotlar ve 6zellikleri (Onur, 2011)

Elektrot Hg,Cl, KCI Elektrot Potansiyeli (V)
0,1 N kalomel elektrot Doygun 0,1N e=0,334
1 N kalomel elektrot Doygun 1IN e =0,280
Doygun kalomel elektrot Doygun Doygun e=0,242
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Doygun kalomel elektrot (SCE), kalomel elektrot ¢esitleri arasinda hazirlanmasi en
kolay oldugu i¢in elektrokimyasal ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Elektrodun
hazirlanmasinda kullanilan civanin safligt ve kalomelin civaya eklenme ydntemi,
elektrodun performansi ve potansiyel kararliligini etkilemektedir. Kararli bir yapida
referans elektrot elde edebilmek igin kullamilan kalomelin ince taneli olmasi gerekir.
Elektrot kalomelin kuru civa ylizeyinde ince bir tabaka olusturacak sekilde eklenmesiyle
veya civa ve kalomelin KCI ¢ozeltisi icerisinde macun hale getirilip platin tel ile temas
edecek bigimde yerlestirilmesiyle hazirlanabilmektedir (Sekil 2.9). Dogru sekilde
hazirlanan kalomel elektrot yiiksek tekrarlanabilirlige sahip giivenilir bir referans elektrot

olarak kullanilabilmektedir (Onur, 2011; Zoski, 2007).

Elektrotta olusan reaksiyon asagidaki gibidir;

HgQCIQ +e « Hg+ Cr

—+— Platin tel

H—. Hg ve Hg,Cl, pastasini
iceren i¢ tap

Doygun KCI
T cozeltisi

| __— KCl kristalleri
© 0g7]
G'}f; Poréz sivi

baglantisi

Sekil 2.9. Doygun kalomel elektrodu yapisi
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2.1.4.2. Yardima Elektrotlar

Yardimer (karsit) elektrot elektrokimyasal hiicre icerisinde kullanilan ii¢ elektrottan
biridir. Sistemde olusan fazla akimin referans elektrot iizerinden ge¢mesini engelleyerek,
akimi ¢aligma elektrodu ile kendisi arasinda kontrol altina alir. Yardimer elektrodun temel
gorevi, calisma elektrodunda gerceklesen indirgenme ya da yiikseltgenme reaksiyonlarini
dengelemek amaciyla karsit reaksiyonlarin kendi ylizeyinde gerceklesmesini saglamaktir.
Bu elektrodun kimyasal olarak inert olmasi ve calisma elektrodunda olusan iiriinleri
etkilememesi gerekir; bunun i¢in genellikle platin gibi genis yiizey alanina sahip soylu
metaller kullanilir. Yardimci elektrotta yaygin olarak kullanilan platindir. Bunun yani sira,
maliyet ve sistem gereksinimlerine bagl olarak nikel, bakir veya paslanmaz celik gibi daha
ekonomik alternatiflerin de yardimci elektrot olarak kullanilabilecegi belirtilmistir. Cok
yiiksek akimlarin séz konusu oldugu ve reaksiyon iiriinlerinin ¢alisma elektrodunu
etkilemesini 6nlemek amaciyla, bu elektrotlar cam frit araciligiyla ana hiicreye baglanan
ayr1 bir hiicreye de yerlestirilebilmektedir. Yardimci elektrodun yiizey alaninin ¢aligma
elektrodunun yiizey alanina esit veya daha biiyiik olmasi, uygulanan akim yogunlugunun
kararli bir sekilde saglanabilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir (Gholami ve Pirsaheb,
2021; Zoski, 2007).

2.1.4.3. Cahsma Elektrotlar:

Calisma elektrodu hiicrede elektrokimyasal reaksiyonun gergeklestigi elektrottur.
Calisma elektrodu olarak yaygin bi¢cimde asal metaller (6zellikle altin ve platin), karbon
tiirleri (pirolitik karbon, cams1 karbon, karbon macunu, karbon nanotiipler ve buhar fazinda
coktiiriilmiis elmas), s1vi metaller (civa ve civa amalgamlari) ile yar iletken malzemeler
(indiyum-kalay oksit ve silisyum) kullanilmaktadir. Calisma elektrotlari, belirli kimyasal
tirlere karst duyarliliklarimin  artirilmasi1  veya bir elektrokimyasal reaksiyonun
gerceklesmesi igin gerekli potansiyelin diisliriilmesi amaciyla kimyasal olarak modifiye
edilebilmektedir. Bu tiir modifikasyonlar, elektrotlarin sensér ya da katalitik 6zellik

kazanmasini saglar (Zoski, 2007).

Voltametrik analizlerde tercih edilen ¢alisma elektrotlarinin  tiirleri  ve

siniflandirilmasi Sekil 2.10’da gosterilmektedir.
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Sekil 2.10. Voltametrik 6lgtimlerde kullanilan ¢alisma elektrotlari

2.1.4.3.1. Civa Elektrotlar

Civa, voltametrik analizlerde siklikla tercih edilen bir c¢alisma elektrodu
malzemesidir. Oda sicakliginda sivi halde bulunmasi ve her Sl¢liim 6ncesinde yiizeyinin
yenilenebilmesi, civa elektrotlarin 6nemli avantajlar1 arasindadir. Ayrica birgok agir metal
ile amalgam olusturabilmesi ve hidrojenin indirgenmesini zorlastirmasi, negatif potansiyel

bolgesinde giivenilir 6l¢timler yapilmasini saglar (Komorsky-Lovri¢, 2010).
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2.1.4.3.2. Kat1 Elektrotlar

Kat1 elektrotlar metal yapida ve karbon yapida olmak {izere iki grupta
simiflandirilabilir. Altin, cams1 karbon, grafit ve perde baskili karbon elektrotlar yaygin

olarak kullanilan kat1 ¢aligma elektrotlarina 6rnek verilebilir.

Altin elektrotlar inert yapidadir ve yiizey modifikasyonlarina olanak tanir; ancak
kloriir iyonlarina karsi hassasiyeti ve dar pozitif potansiyel araligi nedeniyle kullanim alani

sinirlt olabilmektedir (Komorsky-Lovri¢, 2010).

Cams1 karbon elektrotlar, cesitli sekillerde iiretilebilmeleri ve yiizeylerinin kolayca
parlatilabilmeleri gibi 6zellikleri sayesinde elektroanalitik ¢alismalarda yaygin olarak tercih
edilmektedir. Fenol-formaldehit esasli re¢inelerin inert atmosfer kosullarinda 1sil isleme
tabi tutulmasiyla elde edilen camsi karbon gaz gecirmez bir yapiya sahiptir. Yaklasik 2
V’lik genis bir potansiyel aralifinda hem anodik hem de katodik bolgelerde
kullanilabilmektedir. Elektrot yiizeyinin oksit olusumuna kars1 direngli olmast uzun siireli

kullanimin1 da miimkiin kilmaktadir (Haddad, 1990).

2.1.4.3.3. Modifiye Elektrotlar

Modifiye elektrotlar, elektrot yiizeyine belirli kimyasal veya biyolojik tiirlerin
kontrollii bicimde immobilize edilmesiyle elde edilen elektrotlardir. Bu tiir elektrotlarda
yiizey modifikasyonu, kimyasal baglanma, adsorpsiyon, elektrokimyasal kaplama, plazma
desarji gibi yontemlerle gerceklestirilebilmektedir. Immobilize edilen molekiiller ¢ogu
durumda kendi kimyasal ve elektrokimyasal ozelliklerini korumaktadir. Yiizeydeki
baglanma tiirli, modifiye tabakanin kalinligi ve molekiillerin yiizey iizerindeki bicimi,
elektron transfer hizin1 ve voltametrik sinyali etkileyebilir. Bu nedenle modifiye elektrotlar
hem analitik performansin gelistirilmesinde hem de elektrot yilizeyindeki molekiiler
etkilesimlerin anlasilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Albery ve Hillman, 1981,
Snell ve Keenan, 1979).

2.1.4.3.4. Doner Disk Elektrotlar
Doner disk elektrotlar elektrokimyasal reaksiyonlarda kiitle transferi etkilerini

kontrol etmek ve reaksiyon kinetigini incelemek amaciyla kullanilir. Bu yontemde elektrot

belirli bir hizda dondiiriilerek elektrot yiizeyine dogru kontrollii bir konveksiyon akis
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olusturulur. Elektrotun donmesiyle birlikte elektroaktif tiirlerin yiizeye tasinmasi hizlanir
ve elektrot boyunca homojen bir diflizyon tabakasi olusur. Bu sayede, olgiilen akimin
yalmzca elektrot kinetiginden mi yoksa kiitle transferinden mi kaynaklandigir ayirt
edilebilir. Bu elektrotlar 6zellikle diflizyon kontrollii reaksiyonlarin incelenmesinde,
korozyon c¢alismalarinda ve elektrokimyasal kinetik analizlerde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Popov, 2015).

2.1.5. Voltametride Kullanilan Uyarma Sinyalleri

Tez calismasinda DV, DPV ve KDV yontemleri kullanilmistir. Kullanilan 6l¢iim

yontemleri asagida agiklanmistir.

2.1.5.1. Dongiisel Voltametri (DV)

DV madde, biyolojik numune veya elektrot yilizeyi gibi gesitli elektroaktif tiirlerin
arastirilmasini saglayan, birgok kinetik ve mekanik calismada yaygin olarak kullanilan
onemli ve basit bir elektroanalitik yontemdir. Genellikle niceliksel teshislerden ziyade
yiikseltgenme-indirgeme reaksiyon siire¢leri i¢in kullanilir. Calismaya bagl olarak tam,
kismi veya tekrarli bir doniisiim ile genis bir potansiyel araliginda hizli bir sekilde 6l¢tim
almabilmektedir. izlenen sinyal (Sekil 2.11) dogrusal potansiyel taramasinin iicgen dalga
konfigiirasyonudur. Calisma elektrotundaki potansiyel her iki yonde de (ileri ve geri)
degisir (Aristov ve Habekost, 2015; Bora vd., 2013; Mendoza vd., 2015) ve Sekil 2.12°de

sematize edilmistir.

i
| |
]

= Potansiyel

Zaman

Sekil 2.11. DV potansiyel — zaman grafigi

27



Egs Katodik pik konumu
11 !
/‘\\
N\
L. Katodik pik
viksekhig:
e y— — T T P
E 0 L l 1 1 1 >
< 0.2 0.1 0.0 0.1 02 E
/
_\ Iﬁ Anodik plk
viksekhig:
N
\
w5
T
Epé Anodik pik konumu
Potansiyel

Sekil 2.12. DV potansiyel — akim grafigi

2.1.5.2. Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV)

DPV, potansiyel taramasi yavagca degisen bir potansiyel iizerine uygulanan kiigiik
genlikli ardisik pulslar araciligiyla gerceklesir. Akim Ol¢limii, her puls Oncesinde ve
sonunda gergeklestirilerek diferansiyel akim elde edilir. Hassas bir 6l¢lim yontemidir.
Akim her puls i¢in iki yerden 6l¢iiliir; ilki puls uygulanmadan hemen 6nce, ikincisi pulsun
uygulanmasindan hemen sonradir. Boylece akima karsi iyi bir ayrim saglanmis olur. Her
bir puls i¢in, bu noktalardaki akim degerlendirmesindeki farklilik belirlenir ve potansiyele
kars1 grafigi ¢izilir. Diferansiyel 6l¢iim, normal dalga benzeri tepkiler yerine kiigiik genlikli
potansiyel pulslarla katmanli bir rampa iiretir (Sekil 2.13). Tarama hizi son derece yavastir
(genellikle 5 mV/s; tam tarama igin 80 saniye gerekir). Bu da akimi disiik tutar ve
taramalarin her 2-3 dk’de bir yeniden yapilmasina olanak tanir. Sonug olarak, akim farkli
bir sekilde akar ve elde edilen pik, Sekil 2.14’te gosterildigi gibi, DV’ye gore daha
keskindir. Bu sayede birbirine yakin potansiyellerde olan maddelerin daha kolay analiz

edilmesine olanak saglar (Kawagoe vd., 1993; Mendoza vd., 2015).
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Potansiyel

Zaman

Sekil 2.13. DPV potansiyel — zaman grafigi

N

Akim

Potansiyel

V

Sekil 2.14. DPV potansiyel — akim grafigi

2.1.5.3. Kare Dalga Voltametrisi

(KDV)

Kare dalga voltametrisinde (KDV) voltammogramlar, merdiven gibi potansiyel bir

rampanin Sekil 2.15’te gosterildigi gibi potansiyel darbelerle degistirilmesiyle elde edilir.
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Her merdiven rampasi esit biiyiikliikte ve zit yonde iki potansiyel puls alir ve her tekrarda
bir dongii olusturur. ileri ve geri akimlar arasindaki fark net akimi belirler ve
voltamogramda can seklinde bir egri olarak goriintiilenir (Sekil 2.16). Potansiyelin ¢ift
yonlii uygulanmasi sonucunda, ayni dongii igerisinde elektrot reaksiyonu anodik ve katodik
yonlerde gerceklesir. Yiiksek hassasiyeti ve arka plan akimlarimi azaltmasi nedeniyle

avantajli bir yontemdir (Mendoza vd., 2015; Mirceski vd., 2013).

Potansiyel

Zaman

Sekil 2.15. KDV potansiyel — zaman grafigi

Akim farki

Akim

ileriye akim

V)

Geri akim

Potansiyel

Sekil 2.16. KDV potansiyel — akim grafigi
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2.1.6. Siyirma Voltametrisi

Elektrot 1iizerine biriktirilen maddenin daha sonra ¢o6zelti fazina verilerek
Olciilebilmesini saglayan bir yontemdir. Styirma voltametrisi ¢gogunlukla metal iyonlarinin

tayininde kullanilir ve genel olarak dort ana grupta siniflandirilir.

2.1.6.1. Anodik Siyirma Voltametrisi

Bu yontemde, voltametrik 6l¢iim Oncesinde uygulanan bir 6n deristirme basamagi
bulunmaktadir. Bu asamada, ¢ozeltide bulunan metal iyonlar1 yar1 dalga potansiyelinden
daha negatif bir potansiyelde kati bir elektrot yiizeyinde (Ornegin civa elektrodu)
indirgenerek amalgam formunda biriktirilir. Ardindan yapilan siyirma basamaginda,
elektrot potansiyeli anodik yonde dogrusal ya da alternatif tarama teknikleriyle hizla
artirilir ve biriktirilen metalin yiikseltgenerek tekrar ¢ozelti fazina gegmesi saglanir. Olusan
voltamogramda gozlenen siyirma piki akimi, elektrot yiizeyinde biriktirilen metal iyonu ile

orantilidir (J. Wang, 1988).

2.1.6.2. Katodik Siyirma Voltametrisi

Bu yontemde, elektrot ylizeyinde 6n deristirme yoluyla biriktirilen analit katodik tiir
olarak degerlendirilir. Potansiyel taramasi sirasinda analitin elektrot yilizeyinde
yiikseltgenmesiyle c¢oziinmeyen bir film olusur ve bu durum analitin elektrottan
uzaklastirilmasina neden olur. On deristirme isleminden sonra analit negatif potansiyel

araliginda indirgenerek elektroanalitik tayini yapilir (Bond, 1980).

2.1.6.3. Potansiyometrik Siyirma Voltametrisi

Bu yontem, anodik siyirma voltametrisiyle, biriktirme adimi bakimindan aymdir,
fakat styirma asamasinda elektrot yiizeyinde toplanmis metalik maddenin ortamda bulunan
Hg®" iyonlar: gibi bir yiikseltgen ajanla kimyasal olarak yiikseltgenmesi sonucunda elektrot
potansiyelinde gerceklesen farkliliklar zamana kars1 kayit altina alimir (Jagner ve Graneli,
1976).
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2.1.6.4. Adsorptif Siyirma Voltametrisi

Adsorptif siyirma yonteminde metal iyonlari, ylizey aktif selat kompleksleri
olusturarak elektrot yiizeyinde birikip uzaklastirilir. Bu asama elektrot yilizeyindeki madde
tarafindan adsorpsiyonla gerceklestirilir. Anodik siyirmada kolaylikla indirgenip amalgam
olusturan metallerin tayini miimkiindiir. Mo, Al, Ti, Fe, La, Cr, V, Co gibi metallerin
analizleri adsorptif siyirma voltametrisiyle yapilir. Yontem yalnizca metal iyonlariyla
sinirli olmayip, uygun kosullar altinda cesitli organik bilesiklerin, ilag molekiillerinin ve
biyolojik maddelerin tayininde de kullanilmaktadir. Bu amagla civa elektrotlarin yani sira
farkli ozelliklere sahip kati ve modifiye elektrotlar da kullanilmaktadir (Lovri¢, 2009;
Ozkan ve Biryol, 1993).

2.2. Biyosensorler

Biyosensorler, biyolojik tanima mekanizmasim fiziksel bir sinyal ¢iktisina

doniistiirebilen analitik sistemlerdir.

Biyosensoriin temel kavrami 1962 yilinda Leyland C. Clark tarafindan ortaya
koyulmustur. Clark ve Lyons (1962), daha 6nce Clark tarafindan gelistirilen oksijen
elektrodundan yola c¢ikarak, oksijen veya hidrojen peroksitin elektrokimyasal olarak
algilanmasinin uygun sekilde immobilize edilmis enzimler sayesinde biyolojik analizlerde
kullanilabilecegini gérmislerdir. Bunun sonucunda oksijen ya da hidrojen peroksit
varhigimmi tayin edebilen glikoz oksidaz temelli bir elektrot gelistirilerek biyolojik

numunelerde glikozun secici ve giivenilir bicimde analiz edilmesi saglanmistir.

Bu sistemler temelde ii¢ boliimden olusur: analiti segici olarak taniyan bir biyolojik
tanima elementi (biyoreseptor), bu etkilesimi Olgiilebilir sinyale ¢eviren bir transdiiser
(sinyal cevirici) ve sinyal igleme sistemi (sinyal okuyucu). Biyosensoriin yapisi Sekil
2.17°de sematize edilmistir. Caligma mekanizmasi olarak, biyolojik bilesen sensor
yiizeyine immobilize edilir ve analitin baglanmas1 veya doniistiiriilmesi sonucu olugan
biyokimyasal degisimler transdiiser araciligiyla elektriksel sinyallere doniistiiriiliir. Olusan
sinyal, analit derisimiyle orantilidir ve uygun elektronik sistemler kullanilarak olgiiliir
(Karunakaran vd., 2015).
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Analit

Biyolojik

tanma —>

elementi
Biyosensor Olgiim Cihaz

Yiizeyi ’

Cevirici sistem Sinyal okuyucu

Sekil 2.17. Biyosensoriin bilesenleri

2.2.1. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

Biyosensorler, kullanilan biyolojik tanima elemanina veya transdiiser tiirline gore
simiflandirilabilir. Biyolojik tanima elemanina gore afinite ve katalitik biyosensorler;
transdiiser tlirline gore ise termal, optik, piezoelektrik, kalorimetrik ve elektrokimyasal
biyosensorler olmak tizere alt siniflara ayrilabilmektedir. Sekil 2.18’de biyosensdrlerin

biyoreseptor ve transdiiser tiirlerine gore siniflandirilmasi gosterilmektedir.
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POTANSIYOMETRIK VOLTAMETRIK AMPEROMETRIK iMPEDIMETRIK

Sekil 2.18. Biyosensorlerin siniflandirilma semasi

Afinite biyosensorlerinde, analit ile reseptér arasindaki baglanma geri
doniisiimsiizdiir ve etkilesim siirecinde herhangi bir yeni biyokimyasal iiriin meydana
gelmez. Bu tiir sensdrlerde biyolojik tanima elemanlar1 olarak antikorlar, hiicresel

reseptorler ve niikleik asitler (DNA ve RNA) kullanilmaktadir.

Katalitik biyosensorlerde, analit ile biyoreseptdr arasindaki etkilesim sonucunda yeni
bir biyokimyasal reaksiyon {riinii olusur. Bu biyosensor tiiriinde biyolojik tanima

elemanlar1 olarak enzimler, mikroorganizmalar, dokular ve tiim hiicreler kullanilmaktadir.

2.2.1.1. DNA Biyosensorleri

DNA biyosensorleri niikleik asit temelli biyosensorlerdir. Literatiirde bu sensorler
biyodedektorler olarak da adlandirilmaktadir. DNA ve RNA gibi niikleik asitlerin
tamamlayic1 dizilere segici baglanma ozelligi sayesinde hedef DNA dizilerinin tayinin
yapilmasmi saglar. DNA biyosensorlerinin  ¢aligma mekanizmasi, tek iplikli
deoksiriboniikleik asit (ssDNA) problariin biyosensor yiizeyine immobilize edilmesi ve
hedef DNA’nin baglanmasiyla meydana gelen biyokimyasal degisimlerin uygun bir

transdiiser aracilifiyla dlciilebilir bir sinyale doniistiiriilmesine dayanir.
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Bu biyosensorlerin 6nemli avantajlarindan biri niikleik asitlerin denatiire edilebilir ve
yeniden kullanilabilir olmasidir. Ornegin, DNA c¢ift sarmali, sicaklik veya tampon
coOzeltilerinin degistirilmesiyle ayrigtirilabilir ve sensér yilizeyi yeniden aktif hale
getirilebilir. Bu durum, DNA biyosensorlerinin tekrar kullanilabilir olmasini saglamaktadir.
Ayrica DNA biyosensorleri, karmasik 6rnek matrislerindeki analitlerin yiiksek segicilikle

teshis edilmesini saglar.

DNA biyosensorleri: ilag kesfi ve caligmalari, oksidatif DNA hasari, klinik tani,
enfeksiyona yol agabilecek hastaliklarin erken teshis ve tedavisi, genetik hastalik
calismalari, cevresel analizler ve gida giivenligi gibi bir¢ok alanda kullanilan hizli, basit ve
ekonomik analitik sistemlerdir. Ozellikle elektrokimyasal DNA biyosensorleri,
taginabilirlikleri ve yiiksek performanslari sayesinde gelecekteki klinik uygulamalar igin

alternatif bir se¢enek olmaktadir (Kaur vd., 2018).

2.2.1.2. Elektrokimyasal Biyosensorler

Bu tip biyosensorlerde kullanilan transdiiser mekanizmasi elektrokimyasaldir.
Biyolojik tanima elementi, analiz edilecek biyomolekiil ile etkilesime girer ve bu 6zgiin
kimyasal etkilesim transdiiser tarafindan genellikle akim, potansiyel veya empedans
seklinde bir elektriksel sinyale doniistiiriiliir. Olgiilen elektriksel parametreye gore,
potansiyometrik, voltametrik, amperometrik ve impedimetrik gibi elektrokimyasal
biyosensorler bulunmaktadir. Transdiiser ¢esidine gore siniflandirilan elektrokimyasal

biyosensorler asagidaki gibidir;

Potansiyometrik transdiiserler: Bu tiir transdiiserler, hiicreden akim geg¢medigi
kosullarda (sifir akimda) hiicrenin elektromotor kuvvetinin Slciilmesine dayanir. Olgiilen
potansiyel, analit derisiminin logaritmasiyla dogru orantilidir. Potansiyometrik yontemler,
yiiksek secicilik ve basit dl¢lim prensipleri nedeniyle biyosensoér uygulamalarinda yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Voltametrik transdiiserler: Bu transdiiserlerde, analizi yapilacak maddenin
yiikseltgenme veya indirgenme reaksiyonunun ger¢eklesmesi saglanana kadar hiicreye
artan veya azalan bir potansiyel uygulanir. Bu sirada hiicre akiminda ani bir artis veya
azalis meydana gelir ve bir pik akimi olusur. Olusan bu pik akimimin yiiksekligi,

elektroaktif maddenin derisimi ile dogru orantilidir. Uygun yiikseltgenme veya indirgenme
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potansiyeli biliniyorsa, potansiyel dogrudan bu degere ayarlanarak akim 6l¢iimii yapilabilir
(Eggins, 1996).

Amperometrik transdiiserler: Amperometrik transdiiserler reaksiyon sonucunda
olusan elektroaktif tiirlerin sabit bir potansiyelde elektrot ylizeyinde yiikseltgenmesi veya
indirgenmesiyle meydana gelen akimin &lgiilmesini saglar. Olgiilen akim genellikle
nanoamper ile mikroamper araligindadir ve analit derisimi ile dogru orantilidir. Bu tip

biyosensorler duyarliliklar1 nedeniyle yaygin olarak tercih edilir.

Impedimetrik transdiiserler: Bu transdiiserlerde ortamda meydana gelen
reaksiyonlar 6zellikle empedans (Z) veya onun bilesenleri olan direng (R) ve kapasitans (C)
iizerinden elektrokimyasal olarak &lgiiliir. Olgiim mekanizmas1 genellikle iki elektrot
arasinda diisiik genlikli alternatif bir gerilim uygulanmasina ve Oolgiilen empedans
degisiminin analit derisimiyle iliskilendirilmesine dayanir. Numunede bulunan
elektrolitlerin empedans degerlerini dogrudan etkilemesi, bu tip biyosensorlerin
dezavantajlar1 arasindadir. Potansiyometrik ve amperometrik biyosensorlere kiyasla daha

az yaygin kullanilir (Pohanka ve Skladal, 2008).
2.2.2. Biyosensorlerde Kullanilan iImmobilizasyon Yontemleri

Biyolojik tanima elementinin transdiiser ile dogrudan ve gii¢lii bir sekilde baglantili
olmasi gerekmektedir ve bu amaca yonelik olarak zaman iginde cesitli yontemler

gelistirilmistir (Eggins, 1996). Gelistirilen immobilizasyon yontemler asagidaki gibidir;

1) Adsorpsiyon: En basit yontem olup biyolojik bilesenin bir yiizeye adsorbe
edilmesine dayanir.

2) Mikroenkapsiilasyon: Biyolojik bilesenin zarlar arasinda hapsedilmesi islemidir.
Glikoz ve iire biyosensorlerinde kullanilan yontemlerden biridir.

3) Tutuklama: Biyolojik bilesen, bir jel, macun veya polimer matrisi icerisinde
hapsedilir. Olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.

4) Kovalent baglama: Biyolojik bilesen ile transdiiser arasinda kovalent kimyasal
baglarm olusturulmasina dayanir.

5) Capraz baglama: Transdiiser ile biyolojik materyali kimyasal olarak baglamak
amaciyla bifonksiyonel bir ajan kullanilir. Bu yontem ¢ogunlukla adsorpsiyon veya

tutuklama gibi diger yontemlerle birlikte uygulanir.
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Immobilizasyon ydntemlerinin sematik gdsterimi ve karsilastirilmasi Sekil 2.19 ve

Cizelge 2.2°de sirastyla verilmistir.

Adsorpsiyon Capraz baglama

. N Capraz baglar

Immobilizasyon

Yontemleri
Kovalent
/ = bag
Matris Kovalent baglama
Tutuklama
Yari gegirgen
membran
Enkapsiilasyon

Sekil 2.19. immobilizasyon yéntemleri

Cizelge 2.2. Immobilizasyon yontemlerinin karsilastirilmas: (Viswananthan ve Govindasamy,

2019)
.. . Kovalent Capraz .

Yontemler Adsorpsiyon Baglama Tutuklama Baglama Enkapsiilasyon

. En hizhh
Basit ve Substrata giiclii - e
kolaydir baglanir lrf?mobl.llgasyon Ucuzdur ve
yontemidir bityiik
. Reaktif Gozenek boyutu Ucuz ve basit -

Avantajlar gerekmez Sizintr yoktur ayarlanabilir bir yontemdir :?r:lr(rfggﬁ:g:s on
Molekiillere Farkli fonksiyonel ~ Konformasyon apilabilir 4
daha az zarar gruplarla destek degisimi riski yap
verir yapilabilir diistiktiir
Verim diigiktir i Molekiil s1zintist Kullanilan gok

imyasal vardir fonksiyonlu
modifikasyon o .
Dezavantailar Sizint1 fazladir enzimin bilesikler uzun Gozenek boyutu
J Molekiiller fonksiyonel Difiizyon kisitlamasi  siirede sinurlidir
yiizeyden yapisini bozabilir vardir denatiirasyona
neden olabilir

desorbe olabilir
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2.2.3. Ideal Biyosensér Yapisi

Ideal bir biyosensdrde biyoreseptoriin sensdr yiizeyine kararl ve tekrarlanabilir bir
bicimde immobilize edilmesi 6nemlidir. Biyoreseptor hedef analiti kompleks biyolojik
numunelerde dahi yiiksek secicilikle tantyabilmelidir. Cok diisiik derisimlerde bile hizl1 ve
giivenilir bir sekilde tayin yapilabilmelidir. Biyotanima olay1 sonucunda meydana gelen
degisimin algilanabilmesi i¢in transdiiserin biyotanima elemani ile uyumlu caligmasi
gerekmektedir. Ayrica, ideal biyosensor sistemi minyatiirize edilebilir bir yapida olmali,
kullanict dostu bir tasarim sunmali ve karmasik cihazlara dahi ihtiyag duymadan analizi
yapabilmelidir. Ol¢iim sonuglarmin ekran, akilli telefon veya bulut tabanlh dijital

platformlar araciligiyla hizli ve anlasilir bir bicimde kullaniciya iletilebilmesi gereklidir.
2.2.4. Biyosensorlerin Kullanim Alanlari

Biyosensorler, yiiksek secicilik ve duyarhiliklar sayesinde birgok farkli alanda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde biyosensorler gida kalitesi ve
giivenliginin izlenmesi, dogal ve yapay bilesenlerin ayirt edilmesi, patojenlerin teshisi ve
pestisit kalintilarinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Fermentasyon endiistrisinde
glikoz, laktat, etanol ve benzeri biyokimyasal parametrelerin izlenmesi, iiriin kalitesinin
saglanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Tip alaninda ise diyabet tanisinda glikoz
Ol¢limiinde, enfeksiyon hastaliklarinin hizli teshisinde, kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili
biyobelirteclerin erken evrede teshisinde, kanser tanisinda ve takibinde kullanilmaktadir.
Floresan biyosensorler, 6zellikle ilag kesfinde, kanser arastirmalarinda ve hiicresel diizeyde
biyolojik siireglerin izlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica biyosensorler
metabolik miihendislik alaninda hiicre i¢i metabolizmanin in vivo ortamda izlenmesine
olanak tanmimaktadir. Bitki biyolojisinde metabolik yollarin aydinlatilmasi, gen
ekspresyonunun ve metabolit taginiminin incelenmesinde kullanilmaktadir. Savunma ve
klinik uygulamalarda ise toksik maddelerin, mikroorganizmalarin ve ¢evresel kirleticilerin
teshisi amaciyla yararlanilmaktadir (Mehrotra, 2016). Biyosensorlerin yaygin olarak

kullanildig: alanlar Sekil 2.20°de sematize edilmistir.
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Kanser tanisi ve takibi

Patojen = » Q @.r &
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NG, Biyosensorlerin
Gida kalite )/7)& 7 R y Toksin
kontrol 7 Kullanim analizi
Alanlan
Su analizi - Q\d_;g)b i  llag kesfi

Cevresel kirleticilerin analizi

Sekil 2.20. Biyosensorlerin kullanim alanlari

2.3. Validasyon

Validasyon, bir sistemin belirlenmis sartlar altinda siirekli ve tekrarlanabilir bigimde

istenen kalite 6zelliklerini sagladiginin bilimsel olarak kanitlanmasidir.
2.3.1. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, analizlerde kullanilan bir yontemin dogru, kesin ve
giivenilir sonuglar verdiginin bilimsel olarak kanitlanmasi siirecidir. Bu siirecte analitik

yontem, planlanan kullanim amacina uygunluguna, kullanilan analitik teknolojiye ve

belirlenen performans 6zelliklerine bakilarak degerlendirilir (Chavan ve Desai, 2022).
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2.3.2. Validasyon Parametreleri

Yontem validasyonu igin degerlendirilen temel parametreler asagidaki gibi

siralanabilir;
e Dogruluk
o Kesinlik

e Secicilik

e Dogrusallik

e (Calisma aralig1
e Teshis sinir

e Tayin alt sinir1
e Duyarlik

e Saglamlik

e Tutarhilik

e Stabilite

2.3.2.1. Dogruluk

Dogruluk, analitik yontemin 6l¢iim sonucunun gercek sonuca ne kadar yakin
oldugunu gosterir. Yontemin analiti dogru sekilde Olcebilme yetenegini ifade eder.
Dogruluk parametresi referans standart ile karsilastirma, kor matriks ortaminda analizi
yapilan maddeyi ilave etme ve analizi yapilan maddeye bulundugu ortamda standart
ekleme yontemi ile saf madde ilavesi olmak {izere {i¢ farkli yaklasimla
belirlenebilmektedir. Elde edilen bulgular, geri kazanim yiizdesi (%) olarak hesaplanir.
Yiiksek dogruluk yontemin sistematik hatalardan armdirildigini ve giivenilir 6lgiimler
sundugunu gosterir (International Council for Harmonisation, 2023). % geri kazanim

asagidaki formiille hesaplanir;

% Geri kazanim = (Pratik deger / Teorik deger) x 100
2.3.2.2. Kesinlik
Kesinlik, ayni numunenin tekrarli 6l¢iim sonuglarinin tekrarlanabilirliginin ve
birbirlerine yakinliginin dl¢iisiidiir. Bu parametre, tekrarlanabilirlik, orta kesinlik ve tekrar

elde edilebilirlik olmak {izere ii¢ farkli sekilde degerlendirilmektedir. Yontemin rastgele
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hatalara kars1 tutarliligini ortaya koyar ve genellikle ylizde bagil standart sapma (%BSS)
veya ylizde varyasyon katsayisi (%VK) ile ifade edilir ve standart sapma degerinin (o)
ortalama degere (X) boliiniip 100 ile carpilmasiyla elde edilir (Sushila Dagadu vd., 2022).
% BSS asagidaki formiille hesaplanir;

% BSS= (5 / X) x 100

2.3.2.3. Secicilik

Secicilik, analitik yontemin numune igerisinde bulunabilecek diger bilesenlerin
varliginda analiti kesin ve dogru sekilde tayin edebilme yetenegini ifade eder. Yardimci
maddelerin, safsizliklarin veya bozunma {iriinlerinin analit sinyalini etkilememesi beklenir.
Validasyon parametreleri icinde ilk bakilacak olan parametredir. Stabilite tayini
kapsaminda mutlaka incelenmesi gereken parametredir (International Council for

Harmonisation, 2023).

2.3.2.4. Dogrusalik

Dogrusallik, analitik sinyal ile analit derisimi arasindaki iligkinin belirli bir aralikta
dogru orantili olup olmadigini gosterir. Bu parametre, farkli derisimlerde hazirlanan
cozeltilerin dl¢ililmesiyle degerlendirilir. Elde edilen veriler genellikle kalibrasyon egrisi ve
korelasyon katsayisi (r) lizerinden yorumlanir. Kalibrasyon egrisinin egimi, analitik
yontemin duyarliligini yansitan 6nemli bir parametredir. Bu nedenle, yontemin dogrusalligi

degerlendirilirken duyarlilik da ayn1 anda belirlenmis olur (Araujo, 2009).

2.3.2.5. Calisma Arahg

Calisma araligi, kabul edilebilir dogruluk, kesinlik ve dogrusalligin saglandigi
analitik yontemin alt ve {ist derisim siirlarimi ifade eder. Genellikle dogrusal caligsma
araligina dayanarak belirlenir ve yontemin hangi derisim araliginda giivenle
kullanilabilecegini gosterir. Yontemin uygulama amaci bu aralikta degisiklik gosterebilir
(Rao, 2018).

41



2.3.2.6. Teshis Sinir1

Teshis sinir1 (TS), bir analitin numune igerisinde varliginin teshis edilebildigi ancak
dogru ve kesin olarak tayin edilemedigi en diisik derisim miktarimi ifade eder. Tayin
sinirlart igerisine girmeyen derisimdir. Analitin derigimi cinsinden ifade edilir. TS degeri,
kullanilan analitik yonteme ve cihazin hassasiyetine bagli olarak degisebilir. Genellikle,
miktar1 bilinen numuneler azalan derisimlerde analiz edilir ve sinyalin kayboldugu noktaya
kadar 6l¢iim yapilir. Sinyal/giiriiltii oran1 3 olarak alinir. TS ye yakin ya da kor ¢ozeltiden
elde edilen sinyalin, kesisim noktasinin veya kalibrasyon egrisindeki en diisiik derisim
diizeyinde bulunan analite ait yanitin en az ii¢ tekrarli 6l¢limiinden elde edilen o degeri ile

kalibrasyon denklemine ait egim degeri (m) ile kullanilarak asagidaki formiil ile hesaplanir;

TS=33%Xc/m

2.3.2.7. Tayin Alt Sinir

Tayin alt sinir1 (TAS), bir analitin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlik diizeyinde
nicel olarak olgiilebildigi en diisiik derisimdir. TAS yontemin alt sinirda ne kadar glivenilir
dlgiim yapabildiginin gostergesidir. Ozellikle safsizlik ve bozunma iiriinlerinin
analizlerinde kritik 6neme sahiptir. Analitin derisimi cinsinden ifade edilir. Sinyal/giirtiltii
orani 10 olarak alinir (Sushila Dagadu vd., 2022). TS hesaplamasinda da kullanilan ¢ ve m

degerleri baz alinarak asagidaki formiil ile hesaplanir;

TAS=10%Xo6/m
2.3.2.8. Duyarhhk
Duyarlilik, dogrusalligin belirlendigi derisim araliginda elde edilen kalibrasyon
dogrusunun egimi ile ifade edilir. Egimin yiiksek olmasi, analit derisimindeki kiiglik
degisimlerin dl¢lim yanitinda belirgin farkliliklar olusturdugunu ve yontemin daha duyarh
oldugunu gosterir (Antignac vd., 2003).

2.3.2.9. Saglamhk

Saglamlik (kararlilik), analitik yontemin kiicliik degisimlerden etkilenmeden

kalabilme yetenegini ifade eder. Mobil faz bilesimi, pH, akis hizi, iyonik gii¢ veya sicaklik
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gibi parametreler kromatografik yontemlerde karsilasilan degisimlere &rnek olarak

verilebilir. Bu parametre yontemin normal kullanimindaki giivenilirliginin Ol¢iisiinii

gosterir (Sharma vd., 2018).

2.3.2.10. Tutarhhk

Tutarlilik, ayni numunenin farkli analistler tarafindan, farkli cihazlar, farkli giinler,

farkli laboratuvarlar veya farkli reaktifler kullanilarak analiz edilmesi durumunda elde

edilen sonuglarin tekrarlanabilirlik derecesini ifade eder. Bu parametre, yontemin cevresel

ve sistemsel degiskenlerden etkilenmedigini belirtir (Vander Heyden vd., 2001).

2.3.2.11. Stabilite

Stabilite, analiz sirasinda kullanilan numune ve standart ¢ozeltilerin sicaklik, pH

degisimi, oksidatif ve fotolitik kosullar altinda belirli bir siire boyunca kimyasal ve fiziksel

Ozelliklerini koruyup korumadigini ifade eder. Saklama siiresinin sonunda stabilite, taze ve

uygun sekilde hazirlanmig stok ¢ozeltisi ile karsilastirma yapilarak belirlenir. Bu parametre,

yontemin rutin analizlerde kullanilabilmesi ig¢in 6nemli ve tamamlayic1 bir validasyon

kriteri olarak kabul edilir (Bakshi ve Singh, 2002).

2.4. Kullanilan Ekipmanlar

2.4.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Elektrokimyasal o6lgiimlerin yapilabilmesi igin deneylerde kullanilan arag ve

gerecler, modelleri ve markalariyla Cizelge 2.3 te verilmistir.

Cizelge 2.3. Deneylerde kullanilan arag ve geregler

Arag ve Geregler

Model ve Marka

Deney hiicresi

Calisma elektrotlari

Yardimci elektrot
Referans elektrot

Potantiyostat cihazi

Tek bolmeli cam elektrokimyasal hiicre

Camsi karbon elektrot (CKE) (3.0 mm) (BASI MF 2012)

Kenar diizlemli pirolitk grafit elektrot (KDPGE) (3.0 mm) (BASi
EF 1368)

Bor katkili elmas elektrot (BKEE) (3.0 mm) (BioLogic M-BDD-
3)

Platin tel elektrot (BASI MW 1032)

Ag/AgCl elektrot (3 M NaCl) (BASI MF 2052)
AUTOLAB-PGSTAT302N (GPES, siiriim 2.1.6; Eco Chemie,
Hollanda)
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Cizelhe 2.3. Devam. Deneylerde kullanilan arag ve geregler

Arag ve Gerecler Model ve Marka

Analitik terazi Shimadzu ATX-224R (Shimadzu, Japonya)

pH Metre HANNA HI2002-02 Edge® (Hanna instruments, ABD)
Karistirict ISOLAB Vorteks Standart 3000 rpm (interlab, Tiirkiye)
Parlatma pedi BASI MW 1040

Manyetik karistirict Velp MST Manyetik Karistirict (Velp Scientifica, italya)
Ultrasonik Su Banyosu JP Selecta (Isvicre)

Vakumlu firin EV 018 (Niive, Tiirkiye)

Manyetik karistirict Poligonal sekilli, PTFE kapli manyetik balik

Farkli hacimlerde otomatik
mikropipetler

Farkl1 hacimlerde kapakli cam balon
jojeler

Farkl1 hacimlerde beherler Isolab, Tiirkiye
Farkl1 ha01m1'er(.ie"(1,5 ml ve 15 ml) Nest Scientific, ABD
kapakli santrifuj tiipleri

Otomatik mikropipetlere uygun pipet
uglari

eppendorf, Almanya

Isolab, Tiirkiye

Interlab, Tirkiye ve Nest Scientific, ABD

2.4.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel siiregte ¢ozelti hazirlamasinda kullanilan kimyasallar Cizelge 2.4’te

verilmistir.

Cizelge 2.4. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Maddeler Kimyasal Formiili Marka
Glasiyel asetik asit CH;COOH Isolab
Sodyum asetat trihidrat CH;COONa.3H,0  TIsolab
Silfiirik asit H,SO, Sigma
Fosforik asit H;PO, Sigma
Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat NaH,P0,.2H,0 Isolab
Disodyum hidrojen fosfat Na,HPO, Sigma
Etanol absoli CH;CH,0OH Emsure
Dana timus kaynakli deoksiriboniikleik asit sodyum tuzu (dsDNA) - Sigma

Deneylerde kullanilan standart madde iiretici firma tarafindan sentezlenmistir.

Madde ile ilgili bilgiler Cizelge 2.5’te verilmistir.

Cizelge 2.5. Deneylerde kullanilan standart maddeye ait bilgiler

Ozellikler Bilgiler

Standart madde Gliocladium fimbriatum kaynakli Gliotoksin
Uretici firma Apollo Scientific

CAS No 67-99-2

Yizde saflik %99,42

Erime derecesi 204°C

Fiziksel form Beyaz toz
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2.5. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanislar:

Deneylerde asetat tamponu, fosfat tamponu, H,SO,, gliotoksin ve dsDNA stok ¢ozeltileri

kullanilmusgtir.

2.5.1. Destek Elektrolit Cozeltileri

Destek elektrolit ¢ozeltileri, elektrokimyasal analizlerde ortamin iletkenligini
artirmaya yardimeci olan ve migrasyonu azaltarak daha kararli 6l¢iimler elde edilmesini
saglayan inert elektrolit i¢eren ¢ozeltilerdir. Deneylerde asetat, fosfat tampon ¢6zeltileri ve

0,1 M H,SO, ¢ozeltisi destek elektrolitleri olarak kullanilmistir.

Tampon c¢ozeltiler, ortama az miktarda asit veya baz eklendiginde ya da ¢ozelti
seyreltildiginde dahi pH degisimine karsi direng gosteren ¢ozeltilerdir. Elektrokimyasal

Olciimlerde ortamin pH degerini sabit tutarak analitin 6l¢iilmesine olanak saglar.

Deneylerde kullanilan tampon ¢6zeltilerin pH degerleri 2,36; 2,91; 3,62; 4,66; 5,69;
5,91; 7,05; 8,19 olarak olgiilmiistiir. Hazirlanan tampon ¢ozeltilerinde kullanilan kimyasal

maddeler ve miktarlar1 Cizelge 2.6’da verilmistir.

Cizelge 2.6. Deneylerde kullanilan destek elektrolitleri ve igerikleri

Tl e
€)) 2 1) (2) Degeri
200 Egi?fi:fl"mpo” Fosforikasit oo M AN o376 mL 1569 236
3,00 Egi?fi:fl"mpo” Fosforikasit oo SO oosgmL 1569 201
370 ?;;;ﬁti:?mpon Asetik asit fr?%‘;';? asetal g a5mL 034y 362
470 SRR Asetikcasit SOMUMAERL  s7omL 1369 466
570 Lot Asetikasit SOMUMAERL o 1;amL 3409 569
oo oM Dloun | SOMNOR 010, gy s
700 o o fostat fosftcinigrat 14209 0949 708
8,00 Fosfat tampon Disodyum Sodyum dihidrojen 22709 0164 8.19

¢ozeltisi hidrojen fosfat fosfat dihidrat

45



Fosfat ve asetat tampon ¢ozeltileri, Cizelge 2.6’da belirtilen miktarlarda maddeler

kullanilip hacmi 100 mL’lik balon jojede ultra saf su ile tamamlanarak hazirlanmistir.

0,1 M H,SO, (stlfiirik asit) ¢ozeltisi i¢in derisik siilfiirik asitten 0,544 mL alinmig

ve hacim 100 mL’lik balon jojede ultra saf su ile tamamlanarak hazirlanmustir.

Hazirlanan ¢ozeltilerin pH degerleri HANNA HI2002-02 Edge® pH metre cihazi

kullanilarak Ol¢iilmiistiir.

2.5.2. Gliotoksin Stok Cozeltisi

Glitoksin ana stok ¢ozeltisi 5 mg kati maddenin bulundugu vida kapakli vial
igerisine 3,5 mL absolii etanol ilave edilip ultrasonik su banyosunda ¢ozdiiriilmesiyle

hazirlanmustir.

Hazirlanan gliotoksin stok ¢ozeltisinin derisimi 4,40 x 10 M’dir.

2.5.3. dsDNA Stok Cozeltisi

dsDNA stok ¢ozeltisi i¢in 3 mg dsDNA analitik terazide tartilmig ve 6 mL ultra saf
su ile ¢ozdiiriilmiistiir. Cozeltinin homojenligi, +4 °C’de 1 giin bekletilmesinin ardindan
ISOLAB Vorteks Standart 3000 rpm (Interlab, Tiirkiye) karistirma cihazi kullanilarak 1 dk
siireyle karistirtlmasiyla saglanmigtir. dsDNA stok c¢ozeltisinin derisimi, 260 nm’de
ultraviyole-goriintir spektroskopisi ile Olgiilen absorbans degeri ve molar absorpsiyon

katsayisinim 6600 M™* cm™ olarak kullanilmasiyla hesaplanmistir (Shahzad vd., 2019).

Hazirlanan dsDNA stok ¢ozeltisinin derisimi 1,85 x 10™ M’dir.

2.6. Deneylerde Kullanilan Voltametrik Yontemler

Gliotoksinin elektrokimyasal davraniginin incelenmesi ve optimal ¢alisma
kosullarinin  belirlenmesi amaciyla bos CKE ile DV, DPV ve KDV yontemleri
kullanilmustr.

Her elektrokimyasal ol¢iim oncesinde bos CKE yiizeyi mekanik olarak
temizlenmistir. Bu amagcla elektrot yiizeyi nemlendirilmis, {izerine 0,01 pm aliiminyum

oksit silispansiyonu uygulanmig parlatma pedi kullanilarak parlatma islemi
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gerceklestirilmistir. Ardindan elektrot ultra saf su ile yikanmig ve Olgiime hazir duruma

getirilmistir.

Bos CKE ile yapilan DV, DPV ve KDV yontemlerine ait olglimler belirlenen
parametrelerle gergeklestirilmistir. DV yontemi ile 0,1 V/s tarama hiz1 kullanilmistir. DPV
Ol¢timleri 0,01 V/s tarama hizinda ve 0,05 V/s puls genliginde; KDV &lgtimleri ise 0,01 V/s
tarama hizinda, 0,25 V/s puls genliginde ve 5 Hz frekansta yapilmistir. Tiim Sl¢timler O ile
+1,60 V potansiyel araliginda gergeklestirilmistir.

DNA biyosensoriiniin gelistirilmesine yonelik deneylerde ise yiiksek hassasiyete
sahip olmasi1 ve yontemin literatiirde daha dnce optimize edilen calismalara dayanmasi
nedeniyle DPV yontemi tercih edilmistir (Cheraghi vd., 2023; Orhan vd., 2025; Yildiz vd.,
2025).

2.6.1. dsDNA Sinyali icin Optimum Sartlarin Belirlenmesi

dsDNA’nin CKE vyiizeyine immobilizasyonu ve ¢ozelti ortaminda gliotoksin ile
etkilesiminin arastirilmasinda kullanilan prosediir, literatiirde daha once rapor edilen
(Cheraghi vd., 2023; Orhan vd., 2025; Yildiz vd., 2025) caligmalar dikkate alinarak,

asagida verilen adimlar dogrultusunda deneyler yiiriitilmiistiir.

2.6.2. Farkl Derisimlerdeki Gliotoksinin CKE Yiizeyine Immobilize Edilen

dsDNA’nin Yiikseltgenme Sinyallerine Etkisinin incelenmesi

CKE yiizeyinin temizlenmesi: CKE yiizeyi, dsSDNA ile modifikasyon isleminden
once mekanik olarak temizlenmistir. Mekanik 6n islemde CKE, 1slatilmig ve yiizeyine 0,01
pum aliiminyum oksit damlatilmig bir parlatma pedi yardimiyla temizlenmistir. Sonrasinda
elektrot ultra saf su ile durulanip 35 °C’de kurutulmustur ve dsDNA immobilizasyonu igin

elektrot hazir hale getirilmistir.

CKE yiizeyine dsDNA immobilizasyonu: Temizlenmis ve kurutulmus CKE
yiizeyi, 1,85 x 10° M derisiminde dsDNA igeren ¢dzeltinin her seferinde 5 ul’nin elektrot
yiizeyine damlatilmasi ve her katman sonrasi 35 °C’de kurutulmasiyla ii¢ katman halinde

dsDNA ile modifiye edilmistir.

Gliotoksinin dsDNA ile etkilesimi: dsDNA immobilize edilmis CKE, pH 4,66
asetat tamponu igerisinde %20 etanol varliginda 1,55 x 10° M — 4,60 x 10 M arasindaki
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degisen derisimlerde hazirlanan gliotoksin ile 15 ve 60 dk siireyle karisan ortamda

etkilestirildi. Yikama islemi pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisi ile ger¢eklestirildi.

Olciim: Elektrokimyasal odlciimler asetat tampon cozeltisi (pH 4,66) icinde
gerceklestirilmistir. 0 V ile +1,60 V potansiyel araliginda, 0,005 V/s tarama hizinda ve 0,05
V/s puls genliginde optimize edilen DPV yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Gliotoksinin dsDNA etkilesimi sirasiyla yaklasik +0,95 V ve +1,23 V civarinda gézlenen
deoksiguanozin (dGuo) ve deoksiadenozine (dAdo) ait yiikseltgenme sinyallerinde

meydana gelen degisimler iizerinden degerlendirilmistir.

Her elektrokimyasal 6l¢iimden Once elektrot yiizeyi yukarida belirtilen modifikasyon

prosediirii uygulanarak yeniden hazirlanmistir.

2.6.3. Gliotoksinin dsDNA Yiikseltgenme Sinyallerinde Zamana Bagh

Olusturdugu Degisimlerin Incelenmesi

CKE yiizeyinin temizlenmesi: CKE yiizeyi, dsDNA ile modifikasyon isleminden
once mekanik olarak temizlenmistir. Mekanik 6n islemde CKE, islatilmig ve yiizeyine 0,01
pum aliiminyum oksit damlatilmig bir parlatma pedi yardimiyla temizlenmistir. Sonrasinda
elektrot ultra saf su ile durulanip 35 °C’de kurutulmustur ve dsDNA immobilizasyonu igin

elektrot hazir hale getirilmistir.

CKE yiizeyine dsDNA immobilizasyonu: Temizlenmis ve kurutulmus CKE
yiizeyi, 1,85 x 10 M derisiminde dsDNA igeren ¢ozeltinin her seferinde 5 ul’nin elektrot
yiizeyine damlatilmasi ve her katman sonrasi 35 °C’de kurutulmasiyla ii¢ katman halinde

dsDNA ile modifiye edilmistir.

Gliotoksinin dsDNA ile etkilesimi: dsSDNA immobilize edilmis CKE, pH 4,66
asetat tamponu ierisinde %20 etanol varliginda hazirlanan 1,85 x 10 M gliotoksin ile 5
sn — 120 dk siirelerle karisan ortamda etkilestirildi. Yikama islemi pH 4,66 asetat tampon
cozeltisi ile gergeklestirildi.

Olgiim: Elektrokimyasal olgiimler asetat tampon ¢ozeltisi (pH 4,66) iginde
gerceklestirilmistir. 0 V ile +1,60 V potansiyel araliginda, 0,005 V/s tarama hizinda ve 0,05
V/s puls genliginde optimize edilen DPV yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Gliotoksinin dsDNA etkilesimi sirasiyla yaklasik +0,95 V ve +1,23 V civarinda gbzlenen
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deoksiguanozin (dGuo) ve deoksiadenozine (dAdo) ait yiikseltgenme sinyallerinde

meydana gelen degisimler iizerinden degerlendirilmistir.

Her elektrokimyasal 6l¢iimden Once elektrot yiizeyi yukarida belirtilen modifikasyon

prosediirii uygulanarak yeniden hazirlanmstir.

2.6.4. Cozelti Ortaminda Hazirlanan Farkh Derisimlerdeki Gliotoksinin

dsDNA Yiikseltgenme Sinyalleri Uzerindeki Etkisinin Incelenmesi

CKE yiizeyinin temizlenmesi: dsSDNA immobilizasyonu oncesinde CKE yiizeyi
mekanik olarak temizlenmistir. Bu iglem i¢in elektrot yiizeyi, 0,01 pm aliiminyum oksit
igeren ve Onceden 1slatilmig bir parlatma pedi kullanilarak parlatilmistir. Parlatma isleminin

ardindan elektrot ultra saf su ile durulanmig ve 35 °C’de kurutularak hazir hale getirilmistir.

Ol¢iim: Olgiim ¢ozeltileri pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisi igerisinde %20 etanol
varliginda 6,20 x 10® M — 1,85 x 10™ M derisim araliginda degisen gliotoksin ¢ézeltileri
ile 3,70 x 10° M derisimindeki dsDNA ¢ézeltisinin 480 dk’ye kadar elektrokimyasal hiicre
icerisinde karistirilmasiyla hazirlanmistir. Gliotoksin-dsDNA etilesimi kontrol ¢ozeltileri
baz alinarak yorumlanmustir. Kontrol ¢ozeltileri tek basina ayni derisim araligindaki pH
4,66 asetat tampon ¢dzeltisi i¢erisinde %20 etanol ile hazirlanan gliotoksin ¢gozeltilerini ve
pH 4,66 asetat tampon ¢dzeltisi igerisinde hazirlanan tek basma 3,70 x 10° M dsDNA

¢ozeltisini kapsamaktadir.

Hazirlanan karigimlar ve kontrol ¢ozeltileri oda sicakliginda ayni siirelerde
inkiibasyona birakilmistir. Elektrokimyasal dl¢ciimler dsDNA biyosensoriinde kullanilan
DPV  parametreleri  kullanilarak ve bos CKE’nin ¢o6zeltiye daldirilmasiyla
gerceklestirilmistir. Yaklasik +0,93 V ve +1,18 V civarinda gozlenen yiikseltgenme
sinyallerindeki degisimler incelenmis ve farkli derisimlerde hazirlanan gliotoksinin dsDNA

etkilesimi bu sinyalde meydana gelen degisimler lizerinden degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Calisma Elektrotlarinin Pik akimi Uzerindeki Etkisi

Elektrokimyasal deneyler cam hiicre igerisinde {iglii elektrot sistemi yardimiyla
gergeklestirilmistir. Calisma elektrotlar1 olarak bos CKE, BKEE ve KDPGE, referans
elektrot olarak Ag/AgCl (3M NaCl) ve yardimci elektrot olarak platin elektrot
kullanilmigtir. Deneyler AUTOLAB-PGSTAT302N model potansiyostat/galvanostat cihazi

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Calisma elektrotlarinin pik akimi {izerindeki etkisi, DPV yontemi kullanilarak
karsilastirilmustir. Olgiimler 4,60 x 10 M gliotoksin derisiminde ve pH 2,36 fosfat tampon
coOzeltisi ortaminda gerceklestirilmistir.  Voltametrik sinyaller karsilastirildiginda,
gliotoksine ait en yiiksek ve tekrarlanabilir pik akimlarinin CKE ile elde edildigi
belirlenmistir. Farkli elektrotlarla yapilan Ol¢iimlere ait voltamogramlar Sekil 3.1°de
gosterilirken, pik akimi ve pik potansiyeli degerleri Cizelge 3.1’de detayli olarak
verilmistir. Calismanin devam eden deneylerinde daha yiiksek duyarlilik ve daha iyi

analitik performans saglamasi nedeniyle CKE, caligma elektrodu olarak tercih edilmistir.

1,2x1078
— CKE
e BKEE
e KDPGE
1,0x1076
8,0x1077
< 6,0x107
€
X
<
4,0x1077
2,0x1077
0,0
T T T T T T T 1
0,8 0,9 1,0 11 1.2 1,3 1,4 15 1,6
Potansiyel (V)

Sekil 3.1. 4,60 x 10° M gliotoksinin DPV yontemi ile CKE, BKEE ve KDPGE ile elde edilen
voltamogramlari
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Cizelge 3.1. 4,60 x 10”° M gliotoksinin DPV yéntemi ile CKE, BKEE ve KDPGE ile elde edilen
pik akimi ve pik potansiyeli degerleri

Cahsma Elektrodu Akim (nA) Potansiyel (V)
CKE 1,127 1,204
KDPGE 0,525 1,183
BKEE 0,078 1,334

3.2. Gliotoksin Maddesinin Bos CKE ile Voltametrik Yontemlerle incelenmesi

Gliotoksinin elektrokimyasal davramisi1 farkli pH degerlerinde destek elektrolitleri

kullanilarak DV, DPV ve KDV yontemleriyle incelenmistir.

Gliotoksinin yiikseltgenme davranisi, pH degerleri sirasiyla 3,62; 4,66; 5,69 olan
asetat ve 2,36; 2,91; 5,91; 7,05; 8,19 olan fosfat tampon c¢ozeltileri ile 0,1 M H,SO,
cozeltisi kullanilarak 4,40 x 10° M gliotoksin stok ¢ozeltisinden hazirlanan 4,60 x 10° M

Ol¢lim ¢ozeltileri ile incelenmistir.

Bos CKE ile yapilan elektrokimyasal deneyler sonucunda en yiiksek ve tekrar
edilebilir pik akiminin elde edildigi ¢alisma ortami pH 2,91 fosfat tampon ¢ozeltisi olarak

belirlenmistir.

Gliotoksinin pH 2,91 fosfat tampon c¢ozeltisindeki yiikseltgenme davranisi, pH
taramasinda kullanilan derisimde hazirlanmis olglim ¢dzeltilerinde, 0,005 — 0,5 V/s

araligindaki tarama hizlarinda DV yontemiyle incelenmistir.
3.2.1. Gliotoksinin DV Yontemi ile incelenmesi
DV yontemi ile farkli destek elektrolitleri ile elde edilen voltamogramlar Sekil 3.2,

Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’te gosterilmistir. Pik akimi ve pik potansiyeli degerleri Cizelge 3.2,
Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’te verilmistir.
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0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 14 15 1,6
Potansiyel (V)

Sekil 3.2. 4,60 x 10°M gliotoksinin pH 3,62; 4,66; 5,69 asetat tampon ¢ozeltileri ile DV ile elde
edilen voltamogramlari

Cizelge 3.2. 4,60 x 10®° M gliotoksinin DV yontemi ile asetat tampon ¢ozeltileri ile elde edilen pik
akimi ve pik potansiyeli degerleri

pH Akim (pnA) Potansiyel (V)
3,62 0,621 1,295
4,66 0,746 1,279
5,69 0,707 1,272
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A)

~

Akim

. : : . . ; . . .
0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6
Potansiyel (V)

Sekil 3.3. 4,60 x 10°M gliotoksinin pH 2,36; 2,91; 5,91; 7,05; 8,19 fosfat tampon ¢ozeltileri ile
DV ile elde edilen voltamogramlar:

Cizelge 3.3. 4,60 x 10™° M gliotoksinin DV yontemi ile fosfat tampon ¢ozeltileri ile elde edilen pik
akimi ve pik potansiyeli degerleri

pH Akim (pnA) Potansiyel (V)
2,36 0,937 1,276
2,91 1,147 1,248
5,91 0,756 1,217
7,05 0,565 1,215
8,19 0,239 1,215
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1,4x1075

1,2x107

1,0x1075

8,0x1076 -
<
£ 6.0x10°
<

4,0x107°

2,0x107°

0,0

. —
0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4 15 1,6
Potansiyel (V)

Sekil 3.4. 4,60 x 10™° M gliotoksinin 0,1 M H,SO, ¢6zeltisi ile DV ile elde edilen voltamogrami

Cizelge 3.4. 4,60 x 10™° M gliotoksinin DV yontemi ile 0,1 M H,SO, ¢ozeltisi ile elde edilen pik
akimi ve pik potansiyeli degerleri

pH Akim (pnA) Potansiyel (V)

1,00 0,812 1,263

3.2.2. Gliotoksinin KDV Yéntemi ile Incelenmesi
Farkl1 destek elektrolitleri kullanilarak KDV ile elde edilen voltammogramlar Sekil

3.5, Sekil 3.6 ve Sekil 3.7°de gosterilmistir. Olgiimler sonucunda elde edilen pik akimi ve
pik potansiyeli degerleri Cizelge 3.5, Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7°de verilmistir.
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4,0x1077

= pH 3,62
= pH 4,66
3,5x1077 — pH 5,69

3,0x1077

2,5x107 A

2,0x1077 A

Akim (A)

1,5x1077 |

1,0x1077 A

5,0x1078

0,0

. . r . . .
0,7 0,8 0,9 1,0 11 1,2 1,3
Potansiyel (V)

Sekil 3.5. 4,60 x 10° M gliotoksinin pH 3,62; 4,66; 5,69 asetat tampon ¢ozeltileri ile elde edilen
KD voltamogramlari

Cizelge 3.5. 4,60 x 10° M gliotoksinin KDV yéntemi ile asetat tampon ¢ézeltileri ile elde edilen
pik akimi ve pik potansiyeli degerleri

pH AKim (pA) Potansiyel (V)
3,62 0,365 1,024
4,66 0,337 1,016
5,69 0,316 1,008
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5,00x1077

3,75x1077

< 2,50x107

Akim

1,25x1077

0,00

0,7

0,8

0,9

Potansiyel (V)

1,0

11 12

Sekil 3.6. 4,60 x 10° M gliotoksinin pH 2,36; 2,91; 5,91; 7,05; 8,19 fosfat tampon ¢ozeltileri ile
elde edilen KD voltamogramlari

Cizelge 3.6. 4,60 x 10° M gliotoksinin KDV yéntemi ile fosfat tampon ¢ézeltileri ile elde edilen
pik akimi ve pik potansiyeli degerleri

pH AKim (pA) Potansiyel (V)
2,36 0,489 0,978
2,91 0,497 0,970
5,91 0,381 0,958
7,05 0,240 0,942
8,19 0,119 0,942
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4x1077

1x107

0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4
Potansiyel (V)

Sekil 3.7. 4,60 x 10™° M gliotoksinin 0,1 M H,SO, ¢6zeltisi ile elde edilen KD voltamogrami

Cizelge 3.7. 4,60 x 10" M gliotoksinin KDV yéntemi ile 0,1 M H,SO, ¢ozeltisi ile elde edilen pik
akimi ve pik potansiyeli degerleri

pH Akim (nA) Potansiyel (V)

1,00 0,437 0,987

3.2.3. Gliotoksinin DPV Yontemi ile incelenmesi

Farkli destek elektrolitleri kullanilarak DPV  yontemi ile elde edilen
voltammogramlar Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10 ve Sekil 3.11°de verilmistir. Elde edilen
pik akimi ve pik potansiyeli degerleri Cizelge 3.8, Cizelge 3.9 ve Cizelge 3.10°da
gosterilmistir. pH’ i pik akimu {izerindeki etkisini gosteren nokta grafigi Sekil 3.12°de

verilmistir.
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1x107°
e DH 3,62
e H 4,66
pH 5,69
8x1077
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X -7 _|
= 4x10
2x1077
0
T T T T a T T T T T T 1
0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5
Potansiyel (V)

Sekil 3.8. 4,60 x 10° M gliotoksinin pH 3,62; 4,66; 5,69 asetat tampon ¢dzeltileri ile elde edilen
DP voltamogramlar1

Cizelge 3.8. 4,60 x 10 M gliotoksinin DPV yontemi ile asetat tampon ¢ozeltileri ile elde edilen
pik akimi ve pik potansiyeli degerleri

pH Akim (pnA) Potansiyel (V)
3,62 0,764 1,224
4,66 0,855 1,214
5,69 0,859 1,209
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e H 2,91
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s H 8,19
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< 6,0x107
S
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<
4,0x1077
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0,0 e
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0,8 0,9 1,0 11 1,2 1,3 1,4 15
Potansiyel (V)

Sekil 3.9. 4,60 x 10°° M gliotoksinin pH 2,36; 2,91; 5,91; 7,05; 8,19 fosfat tampon ¢ozeltileri ile

elde edilen DP voltamogramlar1

Cizelge 3.9. 4,60 x 10 M gliotoksinin DPV yontemi ile fosfat tampon ¢ozeltileri ile elde edilen
pik akimi ve pik potansiyeli degerleri

pH Akim (nA) Potansiyel (V)
2,36 1,127 1,204
2,91 1,183 1,188
5,91 0,961 1,168
7,05 0,614 1,168
8,19 0,450 1,168
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1,2x1078
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< 6,0x107 -

Akim

4,0x1077 1

2,0x1077

0,0
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0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4 15 1,6
Potansiyel (V)

Sekil 3.10. 4,60 x 10 M gliotoksinin 0,1 M H,S0, ¢ozeltisi ile elde edilen DP voltamogrami

Cizelge 3.10. 4,60 x 10” M gliotoksinin DPV yontemi ile 0,1 M H,SO, ¢ozeltisi ile elde edilen pik
akimi ve pik potansiyeli degerleri

pH Akim (pnA) Potansiyel (V)

1,00 1,003 1,209
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1,2x107° ~ —
0,1 M H,SO, ¢ozeltisi
= nH 2,36 fosfat tampon ¢ozeltisi
= pH 3,62 asetat tampon ¢ozeltisi
6 = pH 5,69 asetat tampon ¢ozeltisi
1,0x107° mm pH 7,05 fosfat tampon gozeltisi
pH 8,19 fosfat tampon ¢ozeltisi
8,0x1077
< 6,0x107 -
E
X
<
4,0x1077
2,0x1077
0,0 r——
T T ’ T T T T T T T T 1
0,9 1,0 11 1,2 1,3 1,4 15
Potansiyel (V)

Sekil 3.11. 4,60 x 10™ M gliotokisinin 0,1 M H,SO, ¢ozeltisi; pH 2,36 fosfat; pH 3,62 asetat; pH
5,69 asetat; pH 7,05 fosfat pH 8,19 fosfat tampon ¢ozeltileri ile elde edilen DP voltamogramlari

1,3 4

M 0,1 MH,SO, ¢cozeltisi

i @ Fosfat tampon ¢ozeltisi
1,2 £EHS
[ A Asetat tampon gozeltisi

1,14
104 @

~0,9 [

Akim (pA
o
oo
1

0,6 +

0,5+

0,4 +

1 2 3 4 5 6 7 8 9
pH

Sekil 3.12. Farkli pH degerlerinin DPV yontemi ile 4,60 x 10° M derisimdeki gliotoksinin pik
akimi iizerindeki etkisi
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pH taramasi sonucu elde edilen veriler, gliotoksinin pik akimimin asidik ortamlarda
daha ytiksek oldugunu gostermistir. Bos CKE ile yiiksek ve tekrar edilebilir gliotoksin pik
akimi pH 2,91 fosfat tampon ¢ozeltisi ortaminda DPV yontemi kullanilarak elde edilmistir.

3.2.4. Gliotoksinin DV Yontemi ile Hiz Taramas1 Calismalari

Hiz taramasi ¢aligmalarinda Sl¢timler DV yontemi ile 4,60 x 10° M derisimde pH
2,91 fosfat tampon ¢ozeltisi igerisinde hazirlanan gliotoksin Ol¢iim ¢ozeltileri ile
yapilmistir. Elde edilen voltamogramlar ve veriler Sekil 3.13 ve Cizelge 3.11°de sirasiyla

verilmistir.

4x107

m— (.500 V/s

0,250 /5
s 0,100 V/5
e 0,075 Vs
e 0,050 Vs
0,025 Vis
3x1075 - 0,010 Vis
0,005 Vs

2x1075 +

Akim (A)

1x107° A

. . . . ; . ; . . .
0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4 15 1,6
Potansiyel (V)

Sekil 3.13. 4,60 x 10° M gliotoksinin pH 2,91 fosfat tampon ¢ozeltisi ile elde edilen hiz taramasi
voltamogramlari
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Cizelge 3.11. 4,60 x 10”° M gliotoksin ¢ézeltisinin pH 2,91 fosfat tampon ¢ézeltisi ile elde edilen
hiz taramasi degerleri

12

v (VIs) v log v ip (nA) log i, E, (V)
0,500 0,707 -0,301 1,947 0,289 1,302
0,250 0,500 -0,602 1,819 0,260 1,278
0,100 0,316 -1,000 1,220 0,086 1,262
0,075 0,274 -1,125 1,170 0,068 1,255
0,050 0,224 -1,301 1,008 0,003 1,251
0,025 0,158 -1,602 0,693 -0,159 1,239
0,010 0,100 -2,000 0,406 -0,391 1,225
0,005 0,071 -2,301 0,275 -0,561 1,215

Cizelge 3.11°de verilen degerlere gore v — iy, v ' — iy, log v — log i, ve log v — E,
grafikleri Sekil 3.14, Sekil 3.15, Sekil 3.16 ve Sekil 3.17°de sirastyla verilmistir.

2,2
2,0 1

1,8

0,4 m
T
0,2 -

— :
0,00 0,05

: —
0,25 0,30

v (V/s)

—
0,35

—
0,40

—
0,45

T
0,50

0,55

Sekil 3.14. 4,60 x 10° M gliotoksinin pH 2,91 fosfat tampon ¢6zeltisindeki v — ip grafigi
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p (1)

0,2

T T T T T T T T T T T T T 4 T T T
0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50
v Y2 (v/s)

Sekil 3.15. 4,60 x 10®° M gliotoksinin pH 2,91 fosfat tampon ¢6zeltisindeki v vz_ ip grafigi

Hizin karekokiiniin ve pik akiminin dogrusal degisim gosterdigi 0,005 — 0,250 V/s

arasindaki hiz taramasindan elde edilen dogrunun denklemi;

ip (WA) =3,582 v (V/s) + 0,101 r: 0,990 (n:7)

0,3

0,2

0,1

T
-2,25

T T T T T T T T
-2,00 -1,75 1,25 -1,00 -0,75

--0,1

10g iy (1A)

I -0,2
I -0,3
ey
I -05

log v (V/s) --0,6

Sekil 3.16. 4,60 x 10”° M gliotoksinin pH 2,91 fosfat tampon ¢ézeltisindeki log v— log ip grafigi
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pH 2,91 fosfat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan 4,60 x 10° M gliotoksinin 0,005 —

0,250 V/s arasindaki hiz taramasindan elde edilen log v — log i, dogrusunun denklemi;
log ip (LA) =0,488 log v (V/s) + 0,593 r:0,994 (n:7)

Log i, — log v grafiginden elde edilen dogrunun egim degerinin 0,5’e yakin olmasi,

gliotoksinin pH’1 2,91 fosfat tampon ¢ozeltisinde CKE yiizeyine difiizyon hareketiyle
tasindigin1 gostermektedir (Gosser, 1993).

1,28
[

- 1,27

- 1,26
[ |
-1,25
S
- 1,24 i
-1,23
-1,22
-1,21
T T T T T T T T T T T T T T
-2,4 -2,2 -2,0 -1,8 -1,6 -1,4 -1,2 -1,0 -0,8 -0,6
log v (V/s)

Sekil 3.17. 4,60 x 10° M gliotoksinin pH 2,91 fosfat tampon ¢6zeltisindeki log v— E, grafigi

0,005 — 0,250 V/s arasindaki hiz taramasindan elde edilen log v — E, dogrusunun
denklemi;

E, (V) = 0,037 log v (V/s) + 1,299

rr0,998 (n:7)

Log v — E, grafiginin dogrusallik gostermesi, pik potansiyelinin tarama hizina bagh

olarak degistigini ve gliotoksinin elektrokimyasal siirecinin geri doniisiimsiiz olarak
gergeklestigini gostermektedir (Jain vd., 2007).
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3.3. Gliotoksin-dsDNA Etkilesiminin DPV Yéntemi ile incelenmesi

3.3.1. Gliotoksin Derisimine Bagh Olarak dsDNA/CKE Biyosensoriiniin

Yiikseltgenme Sinyallerindeki Degisimlerinin incelenmesi

6,20 x 10® M — 4,60 x 10" M araliginda hazirlanan gliotoksin 6l¢iim ¢ozeltileri
dsDNA ile immobilize edilmis CKE ile 250 rpm’de 15 dk etkilestirilmistir. Etkilesim
sonucu elde edilen voltamogramlar Sekil 3.18’de gosterilmistir. Sekil 3.18’de goriildigii
gibi, 1,85 x 10~ * M gliotoksin derisimi itibartyla dGuo ve dAdo pik akimlarinda belirgin
bir diisiis meydana gelirken, dGuo pik potansiyelinin daha pozitif degerlere kaydigi ve pik
seklinde belirgin degisimlerin olustugu gozlenmistir. Farkli derisimlerdeki gliotoksin
gozeltilerinin dSDNA biyosensorii ile etkilesimi sonucu elde edilen dGuo ve dAdo’ya ait
pik akimi ve pik potansiyeli degerlerindeki degisiklikler Cizelge 3.12 ve Cizelge 3.13’te,
dGuo ve dAdo pik akim ile gliotoksin derisimi arasindaki iliskiyi gosteren grafikler ise

Sekil 3.19 ve Sekil 3.20°de sirastyla verilmistir.

s _
9x10 e Asetat ile etkilesim
6,20 X 106 M
ax108 [==310x10°M
e 1,85 X 104 M
e 2,76 X 104 M
7x1078 4 3,70x10* M
4,60 x 10* M
6x1078
__5x107°
<
€ -8
< 4x107°
<
3x1078
2x1078
1x1078 A »
] 7
0 I e i SSSN— S BEITS ST
T T T T T T T T T T 1
0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4
Potansiyel (V)

Sekil 3.18. pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan 6,20 x 10° M — 4,60 x 10* M
gliotoksinin dsDNA biyosensorii ile 15 dk siire etkilesimine ait voltamogramlar. dsDNA
biyosensoriiniin gliotoksin ile etkilesiminden 6nce 15 dk siireyle etanol/asetat tampon ¢ozeltisi
icinde elde edilen voltamogramu (siyah)
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Cizelge 3.12. %20 etanollii pH 4,66 asetat tampon ¢dzeltisinde hazirlanan 6,20 x 10° M — 4,60 x
10 gliotoksin ile 15 dk siireyle etkilesen dsDNA biyosensériiniin dGuo sinyaline ait pik akimi ve

pik potansiyeli verileri

Derisim (M) Akim (pA) Potansiyel (V)
dGuo sinyali 0 0,021 0,947
%20 etanol + pH 4,66 asetat tampon
¢Ozeltisi ile etkilesim 0 0,021 0,953
(15 dk)
6,20 x 10°® 0,020 0,957
3,10 x 107 0,022 0,955
-4
Gliotoksin ile etkilesim 1,85 10 0,017 0,959
(15 dk) 276 x 10 0,016 0,961
3,70 x 10™ 0,012 0,973
4,60 x 10™ 0,013 0,997

Cizelge 3.13. %20 etanollii pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan 6,20 x 10° M — 4,60 x
10 gliotoksin ile 15 dk siireyle etkilesen dsDNA biyosensoriiniin dAdo sinyaline ait pik akimi ve

pik potansiyeli verileri

Derisim (M) Akim (nA) Potansiyel (V)
dAdo sinyali 0 0,078 1,231
%20 etanol + pH 4,66 asetat tampon
¢oOzeltisi ile etkilesim 0 0,076 1,229
(15 dk)
6,20 x 10°® 0,076 1,231
3,10 x 107 0,076 1,231
-4
Gliotoksin ile etkilesim 1,85>10 0,063 1,231
(15 dk) 2,76 x 10 0,062 1,235
3,70 x 107 0,054 1,237
4,60 x 10™ 0,053 1,237
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Sekil 3.19. dsDNA biyosensoriiniin gliotoksin ile etkilesiminden once etanol/asetat tampon
¢ozeltisi iginde elde edilen dGuo’ya ait pik akimi degeri ile pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde
hazirlanan 6,20 x 10° M — 4,60 x 10 M gliotoksinin dsDNA biyosensérii ile 15 dk siireyle
etkilesimi sonucu elde edilen dGuo’ya ait pik akim1 degerleri
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Sekil 3.20. dsDNA biyosensoriiniin gliotoksin ile etkilesiminden Once etanol/asetat tampon
¢oOzeltisi iginde elde edilen dAdo’ya ait pik akimi degeri ile pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde
hazirlanan 6,20 x 10° M — 4,60 x 10* M gliotoksinin dsDNA biyosensérii ile 15 dk siireyle
etkilesimi sonucu elde edilen dAdo’ya ait pik akimi1 degerleri
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3.3.2. dsDNA/CKE Biyosensoriinde Gliotoksin—-DNA Siire Etkilesiminin
dsDNA Yiikseltgenme Sinyalleri Uzerinden Degerlendirilmesi

1,85 x 10* M derisimde hazirlanan gliotoksin 6lgiim ¢ozeltileri, dsDNA ile
immobilize edilmis CKE ile 250 rpm’de 5 saniye (sn) ile 120 dKk arasinda degisen siirelerle
etkilestirilmistir. Ozellikle 15 dk’lik etkilesim siiresinden sonra dGuo pik akiminda belirgin
degisimler gozlenmistir. 15. dk’den sonraki etkilesimlerde dGuo pik potansiyelinin daha
pozitif degerlere kaydigi ve pik akiminda Once disiis, sonra artts meydana geldigi
belirlenmistir. Farkli siirelerdeki etkilesimlere ait voltamogramlar Sekil 3.21 ve Sekil
3.22’de gosterilmistir. Farkli siirelerdeki gliotoksin-dSDNA etkilesimi sonucu elde edilen
dGuo ve dAdo’ya ait pik akimi ve pik potansiyeli degerleri Cizelge 3.14 ve Cizelge
3.15’te, dGuo ve dAdo pik akimu ile etkilesim siiresi arasindaki iligkiyi gosteren grafikler
ise Sekil 3.23 ve Sekil 3.24’te sirasiyla verilmistir.

8x1078 4
m— Asetat ile etkilegim
— 5 sn
7x1078 4 10 SN
— ] Kk
w3 K
6x10°¢ 15 dk
5x1078
< 4x1078
=
X
<
3x1078
2x1078
o A
0 -"-':.:.z....:':ﬁ;./ ; NS e S st Seatenee
T T T T T 1
0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4
Potansiyel (V)

Sekil 3.21. pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan 1,85 x 10* M gliotoksinin dsDNA
biyosensorii ile 5 sn — 15 dk siirelerle etkilesimine ait voltamogramlar. dsSDNA biyosensoriiniin
gliotoksin ile etkilesiminden dnce 15 dk siireyle etanol/asetat tampon ¢dzeltisi icinde elde edilen
voltamogrami (siyah)
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Sekil 3.22. pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan 1,85 x 10 M gliotoksinin dsDNA
biyosensorii ile 15 dk — 120 dk siirelerle etkilesimine ait voltamogramlar. dsSDNA biyosensoriiniin
gliotoksin ile etkilesiminden 6nce 15 dk siireyle etanol/asetat tampon ¢ozeltisi i¢inde elde edilen
voltamogramu (turuncu)

Cizelge 3.14. %20 etanollii pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan 1,85 x 10™ M gliotoksin
ile 5 sn — 120 dk siirelerle etkilesen dsDNA biyosensoriiniin dGuo sinyaline ait pik akimi ve pik
potansiyeli verileri

Etkilesim siiresi

(sn/dk) Akim (nA) Potansiyel (V)
dGuo sinyali 0 0,021 0,947
coveh e st 150K 0021 0953
5sn 0,010 0,945
10 sn 0,008 0,943
1dk 0,007 0,943
3dk 0,012 0,945
1,85 x 10 M gliotoksin ile etkilesim 15 dk 0,014 0,961
30 dk 0,018 0,979
60 dk 0,021 0,983
90 dk 0,020 0,993
120 dk 0,027 1,000
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Cizelge 3.15. %20 etanollii pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan 1,85 x 10™ M gliotoksin
ile 5 sn — 120 dk siirelerle etkilesen dsDNA biyosensoriiniin dAdo sinyaline ait pik akimi ve pik
potansiyeli verileri

Derisim (M) Akim (pA) Potansiyel (V)
dAdo sinyali 0 0,078 1,231
)
/?20 eﬁa_npl + pH 4.,66 asetat tampon 15 dk 0,076 1,229
¢ozeltisi ile etkilesim
5sn 0,050 1,221
10 sn 0,042 1,227
1dk 0,048 1,235
3dk 0,067 1,225
1,85 x 10* M gliotoksin ile etkilesim 15 dk 0,061 1,227
30 dk 0,062 1,231
60 dk 0,055 1,227
90 dk 0,049 1,227
120 dk 0,048 1,227
0,030 -
0,025 - }
00204 "
: :
€
< 0,015 }
L]
0,010 =
0,005
OYOOO T T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Etkilesim siresi (dk)

Sekil 3.23. dsDNA biyosensoriiniin gliotoksin ile etkilesiminden once etanol/asetat tampon
¢ozeltisi iginde elde edilen dGuo’ya ait pik akimi degeri ile pH 4,66 asetat tampon ¢dzeltisinde
hazirlanan 1,85 x 10 M gliotoksinin dsDNA biyosensorii ile 5 sn — 120 dk siirelerle etkilesimi

sonucu elde edilen dGuo’ya ait pik akimi degerleri
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Sekil 3.24. dsDNA biyosensoriiniin gliotoksin ile etkilesiminden Once etanol/asetat tampon
¢ozeltisi iginde elde edilen dAdo’ya ait pik akimi degeri ile pH 4,66 asetat tampon ¢6zeltisinde
hazirlanan 1,85 x 10 M gliotoksinin dsDNA biyosensérii ile 5 sn — 120 dk siirelerle etkilesimi
sonucu elde edilen dAdo’ya ait pik akim1 degerleri

Gliotoksin-dsDNA etkilesiminin derisime bagh etkisi, 1,55 x 10° M — 1,85 x 10™ M
derisim araliginda hazirlanan gliotoksin 6l¢tim ¢ozeltilerinin 250 rpm’de 60 dk boyunca
dsDNA ile etkilestirilmesiyle de arastirlmistir. Sonuglar incelendiginde, 1,55 x 10° M —
9,20 x 10° M derisim araliginda yapilan olgiimlerde dGuo pik akiminda azalma
gbzlenmistir. 1,85 x 10 M gliotoksin ile etkilesimde dGuo pik akiminda belirgin bir artis
ve pik potansiyelinde daha pozitif potansiyel degerlerine kayma gozlemlenmistir. Ayrica,
ayni derisimde +0,465 V potansiyelde yeni bir pik olusumu goriilmiistir (Banciu vd.,
2024). 1,55 x 10° M — 1,85 x 10™* M derisim araligindaki gliotoksinin dsDNA biyosensorii
ile etkilesimi sonucu elde edilen voltamogramlar Sekil 3.25°te, dGuo ve dAdo’ya ait pik
akim1 ve pik potansiyeli degerlerindeki degisimler Cizelge 3.16 ve Cizelge 3.17°de
strasiyla verilmistir. dGuo ve dAdo pik akimu ile gliotoksin derisimi arasindaki iliskiyi

gosteren grafikler ise Sekil 3.26 ve Sekil 3.27°de gosterilmistir.
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Sekil 3.25. pH 4,66 asetat tampon ¢dzeltisinde hazirlanan 1,55 x 10° M — 1,85 x 10* M
gliotoksinin dsDNA biyosensorii ile 60 dk siireyle etkilesimine ait voltamogramlar. dsSDNA
biyosensoriiniin gliotoksin ile etkilesiminden 6nce 60 dk siireyle etanol/asetat tampon ¢ozeltisi

iginde elde edilen voltamogram (Siyah)

Cizelge 3.16. %20 etanollii pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan 1,55 x 10° M — 1,85 x
10" M gliotoksin ile 60 dk siireyle etkilesen dsSDNA biyosensoriiniin dGuo sinyaline ait pik akimi

ve pik potansiyeli verileri

Derisim (M) Akim (nA) Potansiyel (V)
dGuo sinyali 0 0,021 0,957
%20 etanol + pH 4,66 asetat tampon
¢Ozeltisi ile etkilesim 0 0,022 0,969
(60 dk)

1,55 x10° 0,015 0,961

-5

Gliotoksin ile etkilesim 4,60 x 10 0,015 0,963
(60 dk) 9,20 x 10 0,013 0,964

1,85 x 10" 0,022 0,981




Cizelge 3.17. %20 etanollii pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan 1,55 x 10° M - 1,85 x
10™ M gliotoksin ile 60 dk siireyle etkilesen dsSDNA biyosensoriiniin dAdo sinyaline ait pik akimi

ve pik potansiyeli verileri

Derisim (M) Akim (pA) Potansiyel (V)
dAdo sinyali 0 0,072 1,233
%20 etanol + pH 4,66 asetat tampon
¢Ozeltisi ile etkilesim 0 0,076 1,231
(60 dk)
1,55 x 10° 0,067 1,231
-5
Gliotoksin ile etkilesim 4,60 < 10 0,056 1,233
(60 dk) 9,20 x 107 0,063 1,229
1,85 x 10* 0,070 1,231
0,024
0,022 - E ﬁ
0,020
0,018

SRR
|
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o
o
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T T T T T T T T T 1
00  2,0x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x107° 1,0x10™* 1,2x10™ 1,4x107* 1,6x10™* 1,8x10™* 2,0x10™

Sekil 3.26. dsDNA biyosensoriiniin gliotoksin ile etkilesiminden &nce etanol/asetat tampon
¢ozeltisi iginde elde edilen dGuo’ya ait pik akimi degeri ile pH 4,66 asetat tampon ¢dzeltisinde
hazirlanan 1,55 x 10° M — 1,85 x 10™ M gliotoksinin dsDNA biyosensorii ile 60 dk siireyle
etkilesimi sonucu elde edilen dGuo’ya ait pik akimi degerleri
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Sekil 3.27. dsDNA biyosensoriiniin gliotoksin ile etkilesiminden once etanol/asetat tampon
¢ozeltisi iginde elde edilen dAdo’ya ait pik akimi degeri ile pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde
hazirlanan 1,55 x 10° M — 1,85 x 10* M gliotoksinin dsDNA biyosensérii ile 60 dk siireyle
etkilesimi sonucu elde edilen dAdo’ya ait pik akimi degerleri

%20 etanol igeren pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan 1,85 x 10 M
gliotoksinin dsDNA/CKE biyosensorii ve bos CKE ile 60 dk siireyle etkilesimi sonucu elde
edilen voltamogramlar Sekil 3.28’de karsilastirmali olarak verilmistir. Elde edilen pik
akimi ve pik potansiyeli degerleri Cizelge 3.18 ve Cizelge 3.19'da ayrintili olarak

verilmistir.

Gliotoksinin bos CKE ile elde edilen 1,207 V’daki pik potansiyeli ile dSSDNA/CKE
sensorii kullanilarak 1,231 V’da gozlenen dAdo’ya ait pik potansiyelinin birbirine yakin
bolgelerde olmasi nedeniyle, dAdo’ya ait pik akimi degerleri iizerinden net bir

degerlendirme yapilamamustir.
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Sekil 3.28. %20 etanollii pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan 1,85 x 10 M gliotoksinin
bos CKE (mavi) ve dsDNA/CKE biyosensorii (turuncu) ile 60 dk siire etkilesimine ait
voltamogramlar. dsDNA biyosensoriiniin gliotoksin ile etkilesiminden 6nce asetat tampon ¢ozeltisi
icinde elde edilen voltamogramu (yesil), dsSDNA biyosensoriiniin gliotoksin ile etkilesiminden 6nce
60 dk siireyle etanol/asetat tampon ¢ozeltisi iginde elde edilen voltamogrami (siyah)

Cizelge 3.18. %20 etanollii pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde hazirlanan 1,85 x 10™ M
gliotoksinin dsDNA/CKE biyosensorii ile 60 dk siire etkilesimine ait dGuo ve dAdo’ya ait pik
akimi ve pik potansiyeli verileri

dGuo dAdo

Derisim (M) Akim (nA) Potansiyel (V) Akim (nA) Potansiyel (V)

dsDNA Biyosensorii 0 0,020 0,960 0,075 1,225
%20 etanol + pH 4,66

asetat tampon ¢ozeltisi 0 0,022 0,969 0,076 1,231
ile etkilesim (60 dk)

Gliotoksin ile dsDNA

-4
etkilesimi (60 dk) 1,85 x 10 0,022 0,981 0,070 1,231

Cizelge 3.19. %20 etanolli pH 4,66 asetat tampon ¢dzeltisinde hazirlanan 1,85 x 10* M
gliotoksinin bos CKE ile 60 dk siire etkilesimine ait dGuo ve dAdo’ya ait pik akimi ve pik
potansiyeli verileri

Derisim (M) Akim (pA) Potansiyel (V)

Gliotoksinin bog CKE ile etkilesimi

-4
(60 dk) 1,85 x 10 0,833 1,207
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3.3.3. Cozelti Ortaminda Gerceklestirilen Gliotoksin—dsDNA Etkilesiminin

dsDNA Yiikseltgenme Sinyalleri ile Incelenmesi

Gliotoksin-dsDNA etkilesimi, ¢Ozelti ortaminda DPV yontemiyle incelenmistir.
dsDNA ve gliotoksin kontrol ¢ozeltileri ile dsSDNA'nin farkli gliotoksin derisimlerindeki
karisim ¢ozeltileri hazirlanarak belirli siirelerde bekletildikten sonra DPV yontemiyle

Olctim yapilmustir.

Gliotoksin—dsDNA’nmin  ¢Ozelti ortamindaki etkilesimi iki farkli asamada
incelenmistir. ilk asamada, 3,70 x 10 M derisimindeki kontrol dsDNA ¢ozeltisi ile 1,55 x
10° M — 1,85 x 10™* M derisim araliginda hazirlanan kontrol gliotoksin ¢ozeltileri ve bu
cozeltilerin karigimlarina ait elektrokimyasal sinyaller, etkilesimin baglangicinda (0. dk)
Olciilmiistiir. Boylece, gliotoksin ve dsDNA’nin tek basina ve birlikte bulunduklari

ortamlardaki baslangi¢ elektrokimyasal davraniglar: degerlendirilmistir.

ikinci asamada ise, 6,20 x 10° M — 3,10 x 10° M derisim araliginda gliotoksin
iceren cozeltiler ile 3,70 x 10° M dsDNA ¢ozeltisi karistirilarak hazirlanan 6l¢iim
¢Ozeltileri, 30 — 480 dk siirelerle etkilesime birakilmistir. Belirlenen siirelerin sonunda elde
edilen karigimlar, ayni derisimlerde hazirlanan kontrol ¢dézeltileriyle karsilastirilmis;
zamana bagl gliotoksin—dsDNA etkilesiminin elektrokimyasal sinyaller iizerindeki etkisi
arastirilmigtir. Gliotoksine ait pik potansiyelinin dAdo’nun pik potansiyeline yakin olmasi
nedeniyle, ¢o6zelti ortaminda yapilan etkilesimlerde dAdo pik akimindaki degisim
degerlendirilememistir. Bu nedenle gliotoksin-dsDNA etkilesiminin degerlendirilmesinde

dGuo pik akimi dikkate alinmistir.

Gliotoksin-dsDNA etkilesiminin ¢ozelti ortaminda 0. dk’de yapilan deneylerinde
dGuo sinyali igin 1,55 x 10° M ve 4,60 x 10° M gliotoksin derisimlerinde belirgin diisiis
gbzlemlenmis olup 9,20 x 10° M ve 1,85x 10 M gliotoksin derisimlerinde ise pik akimi
elde edilmemistir (Sekil 3.29).
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Sekil 3.29. 1,55 x 10° M — 1,85 x 10 M derisim arah@mndaki gliotoksin ile 3,70 x 10° M
dsDNA’nin 0. dk ¢ozelti ortamindaki etkilesimi sonucu elde edilen voltamogramlar. pH 4,66
tampon ¢ozeltisi iginde hazirlanan 3,70 x 10° M dsDNAya ait voltamogram (siyah)

Gliotoksin—dsDNA etkilesiminin ¢6zelti ortaminda zamana bagli olarak incelendigi
deneylerde, 6,20 x 10° M, 1,55 x 10°> M ve 3,10 x 10° M gliotoksinin, 3,70 x 10> M
dsDNA ile 30, 210, 360 ve 480 dk boyunca etkilesimi degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglar, gliotoksin—dsDNA etkilesiminin dGuo yiikseltgenme sinyalini belirgin bigimde
etkiledigini ortaya koymaktadir. Ozellikle etkilesimin 30. dk’de dsDNA’ya ait dGuo pik
akiminin yaklasik yar1 yariya azalmasi, gliotoksinin dsDNA ile kisa siirede etkilesime
girerek guanin bazlarinin elektrokimyasal sinyalini azalttigin1 gostermektedir. Etkilesim
stiresinin 210, 360 ve 480 dk’ye uzatilmasiyla birlikte dGuo pik akiminda, 30. dk’de
gozlenen diisiise gére daha sinirli degisimler meydana gelmistir. dGuo’ya ait pik akiminin

zamana ve derisime bagli degisimi Sekil 3.30’da siitun grafigi olarak verilmistir.
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Sekil 3.30. 6,20 x 10° M (yesil), 1,55 x 10° M (mor) ve 3,10 x 10° M (sar1) derisimlerde
hazirlanan gliotoksin ile 3,70 x 10° M dsDNA’nm 30 — 480 dk siirelerle ¢ozelti ortamindaki
etkilesimi sonucu dGuo’ya ait siitun grafikleri. pH 4,66 tampon ¢ozeltisi i¢inde hazirlanan sadece
3,70 x 10° M dsDNA’nin dGuo sinyaline ait siitun grafikleri (turuncu)

Gliotoksin—dsDNA etkilesiminin ¢ozelti ortaminda sabit secilen gliotoksin derisimi
ile zamana bagl olarak incelendigi deneylerde, 6,20 x 10° M gliotoksin ve 3,70 x 10° M
dsDNA’nin  ¢ozelti ortaminda 210 — 480 dk siirelerle etkilesimi sonucu elde edilen
voltamogramlar Sekil 3.31°de 6,20 x 10° M gliotoksinin pH 4,66 asetat tampon
cozeltisinde 30 dk siireyle etkilesimi sonucu elde edilen gliotoksine ait pik akimi ve pik
potansiyeli degerleri Cizelge 3.20°de ve 6,20 x 10° M gliotoksin ve 3,70 x 10° M
dsDNA’ni 210 — 480 dk siirelerde etkilesimi sonrast dGuo ve dAdo’ya ait pik akimi ve
pik potansiyeli degerleri Cizelge 3.21’de verilmistir.
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Sekil 3.31. 6,20 x 10° M gliotoksin ve 3,70 x 10° M dsDNA’nin ¢dzelti ortaminda 210 — 480 dk
siirelerle etkilesimi sonucu elde edilen voltamogramlar. Sadece 3,70 x 10° M dsDNA’nin pH 4,66
tampon ¢ozeltisi iginde 30 dk siireyle etkilesimine ait voltamogram (mor), sadece 6,20 x 10°M
gliotoksinin %20 etanollii pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde 30 dk siireyle etkilesimine ait
voltamogram (siyah)

Cizelge 3.20. 6,20 x 10° M gliotoksinin pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisi ile 30 dk siire
etkilesimine ait gliotoksine ait pik akim1 ve pik potansiyeli verileri

AKim (nA) Potansiyel (V)

6,20 x 10° M Gliotoksin + pH 4,66 asetat tampon ¢dzeltisi ile
etkilesim 0,067 1,164
30dk

Cizelge 3.21. pH 4,66 tampon ¢ozeltisi ile 30 dk siireyle etkilesimi sonucu sadece 3,70 x 10° M
dsDNA’ya ait dGuo ve dAdo verileri ile 6,20 x 10° M gliotoksin ve 3,70 x 10° M dsDNA’nin
¢ozelti ortaminda 210 — 480 dk siirelerle etkilesimi sonucu dGuo ve dAdo’ya ait pik akimi ve pik
potansiyeli verileri

dGuo dAdo

Akim (nA) Potansiyel (V) Akim (uA) Potansiyel (V)

3,70 x 10° M dsDNA + pH
4,66 asetat tampon

e L 0,047 0,926 0,094 1,193
¢oOzeltisi ile etkilesim
30dk
Karisim 210 dk 0,025 0,924 0,117 1,166
Karisim 360 dk 0,021 0,926 0,112 1,166
Karisim 480 dk 0,015 0,926 0,121 1,164
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Gliotoksin—dsDNA etkilesiminin ¢6zelti ortaminda sabit secilen gliotoksin derigimi
ile zamana bagli olarak incelendigi deneylerde, 1,55 x 10 M gliotoksin ve 3,70 x 10° M
dsDNA’nin  ¢ozelti ortamuinda 30 — 480 dk siirelerle etkilesimi sonucu elde edilen
voltamogramlar Sekil 3.32’de 1,55 x 10° M gliotoksinin pH 4,66 asetat tampon
cozeltisinde 30 dk siireyle etkilesimi sonucu elde edilen gliotoksine ait pik akimi ve pik
potansiyeli degerleri Cizelge 3.22°de ve 1,55 x 10° M gliotoksin ve 3,70 x 10° M
dsDNA’nin 30 — 480 dk siirelerde etkilesimi sonras1t dGuo ve dAdo’ya ait pik akimi ve pik

potansiyeli degerleri Cizelge 3.23’te verilmistir.
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Sekil 3.32. 1,55 x 10° M gliotoksin ve 3,70 x 10°M dsDNA’nin ¢dzelti ortamimda 30 — 480 dk
stirelerle etkilesimi sonucu elde edilen voltamogramlar. Sadece 3,70 x 10°M dsDNA’nin pH 4,66
tampon ¢ozeltisi iginde 30 dk siireyle etkilesimine ait voltamogram (mor), sadece 1,55 x 10° M
gliotoksinin %20 etanollii pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde 30 dk siireyle etkilesimine ait
voltamogram (siyah)
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Cizelge 3.22. 1,55 x 10° M gliotoksinin pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisi ile 30 dk siire
etkilesimine ait gliotoksine ait pik akimi ve pik potansiyeli verileri

AKim (nA) Potansiyel (V)

1,55 x 10 M Gliotoksin + pH 4,66 asetat tampon ¢ézeltisi ile
etkilesim 0,183 1,172
30dk

Cizelge 3.23. pH 4,66 tampon ¢ozeltisi ile 30 dk siireyle etkilesimi sonucu sadece 3,70 x 10 M
dsDNA’ya ait dGuo ve dAdo verileri ile 1,55 x 10° M gliotoksin ve 3,70 x 10° M dsDNA’nin
¢ozelti ortaminda 30 — 480 dk siirelerle etkilesimi sonucu dGuo ve dAdo’ya ait pik akimi ve pik
potansiyeli verileri

dGuo dAdo
Akim (nA) Potansiyel (V) Akim (uA) Potansiyel (V)
3,70 x 10° M dsDNA + pH
ieC At gy 0,047 0,926 0,004 1,193
¢ozeltisi ile etkilesim
30dk
Karisim 30 dk 0,019 0,922 0,221 1,166
Karisim 210 dk 0,020 0,926 0,238 1,158
Karigim 360 dk 0,020 0,922 0,236 1,160
Karisim 480 dk 0,015 0,926 0,241 1,166

Gliotoksin—dsDNA etkilesiminin ¢6zelti ortaminda sabit secilen gliotoksin derigimi
ile zamana bagli olarak incelendigi deneylerde, 3,10 x 10 M gliotoksin ve 3,70 x 10° M
dsDNA’nin  ¢ozelti ortaminda 30 — 480 dk siirelerle etkilesimi sonucu elde edilen
voltamogramlar Sekil 3.33°te 3,10 x 10° M gliotoksinin pH 4,66 asetat tampon
cozeltisinde 30 dk siireyle etkilesimi sonucu elde edilen gliotoksine ait pik akimi ve pik
potansiyeli degerleri Cizelge 3.24°te ve 3,10 x 10° M gliotoksin ve 3,70 x 10° M
dsDNA’nin 30 — 480 dk siirelerde etkilesimi sonrasi dGuo ve dAdo’ya ait pik akimi ve pik

potansiyeli degerleri Cizelge 3.25te verilmistir.
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Sekil 3.33. 3,10 x 10 M gliotoksin ve 3,70 x 10° M dsDNA’mn ¢bzelti ortamunda 30 — 480 dk
siirelerle etkilesimi sonucu elde edilen voltamogramlar. Sadece 3,70 x 10° M dsDNA’nin pH 4,66
tampon ¢ozeltisi i¢inde 30 dk siireyle etkilesimine ait voltamogram (mor), sadece 3,10 x 10° M
gliotoksinin %20 etanollii pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisinde 30 dk siireyle etkilesimine ait
voltamogram (siyah)

Cizelge 3.24. 3,10 x 10° M gliotoksinin pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisi ile 30 dk siire
etkilesimine ait gliotoksine ait pik akimi ve pik potansiyeli verileri

Akim (nA) Potansiyel (V)

3,10 x 10 M Gliotoksin + pH 4,66 asetat tampon ¢dzeltisi ile
etkilesim 0,318 1,180
30dk

Cizelge 3.25. pH 4,66 tampon ¢ozeltisi ile 30 dk siireyle etkilesim sonucu sadece 3,70 x 10° M
dsDNA’ya ait dGuo ve dAdo verileri ile 3,10 x 10° M gliotoksin ve 3,70 x 10° M dsDNA’nin
¢ozelti ortaminda 30 — 480 dK siirelerle etkilesimi sonucu dGuo ve dAdo’ya ait pik akimi ve pik
potansiyeli verileri

dGuo dAdo
Akim (nA) Potansiyel (V)  Akim (nA) Potansiyel (V)
3,70 x 10° M dsDNA +
PH 4,66 asetat tampon , ,,, 0,926 0,094 1,193
¢oOzeltisi ile etkilesim
30dk
Karisim 30 dk 0,019 0,926 0,337 1,166
Karisim 360 dk 0,015 0,922 0,360 1,158
Karisim 480 dk 0,013 0,920 0,340 1,154
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Gliotoksin—dsDNA etkilesiminin ¢6zelti ortaminda sabit segilen siirelerde degisen

gliotoksin derisimine bagli olarak incelendigi deneylerde, 6,20 x 10® — 3,10 x 10° M

derisim araligindaki gliotoksin ve 3,70 x 10° M dsDNA’nmn ¢ozelti ortaminda 210 dk

stireyle etkilesimi sonucu elde edilen voltamogramlar Sekil 3.34’te ve etkilesim sonrast

dGuo ve dAdo’ya ait pik akimi ve pik potansiyeli verileri Cizelge 3.26°da verilmistir.
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Sekil 3.34. 6,20 x 10°— 3,10 x 10®° M derisim arahgindaki gliotoksin ve 3,70 x 10°M dsDNA’nin
¢ozelti ortaminda 210 dk siireyle etkilesimi sonucu elde edilen voltamogramlar. Sadece 3,70 x 10
M dsDNA’nin pH 4,66 tampon ¢ozeltisi iginde 210 dk siireyle etkilesimine ait voltamogram (mor)

Cizelge 3.26. pH 4,66 tampon ¢ozeltisi ile 210 dk siireyle etkilesimi sonucu sadece 3,70 x 10° M
dsDNA’ya ait dGuo ve dAdo verileri ile 6,20 x 10° — 3,10 x 10° M derisim araligindaki
gliotoksin ve 3,70 x 10°M dsDNA’nin ¢ézelti ortamida 210 dk siireyle etkilesimi sonucu dGuo
ve dAdo’ya ait pik akimi1 ve pik potansiyeli verileri

dGuo dAdo

Akim (nA) Potansiyel (V) Akim (uA) Potansiyel (V)
3,70 x 10° M dsDNA + pH
4,66 asetat tampon
¢Ozeltisi ile etkilesim 0,041 0,918 0,075 1,193
210dk
6,20 x 10 M Gliotoksin
ve 3,70 x 10°M dsDNA 0,025 0,924 0,117 1,166
1,55 x 10 M Gliotoksin
ve 3,70 x 10°M dsDNA 0,020 0,926 0,238 1,158

-5 . -

3,10 x 10 M Gliotoksin 0,014 0,022 0,363 1158

ve 3,70 x 10° M dsDNA
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Gliotoksin—dsDNA etkilesiminin ¢6zelti ortaminda sabit secilen siirelerde degisen
gliotoksin derisimine bagli olarak incelendigi deneylerde, 6,20 x 10° — 3,10 x 10° M
derisim arahgindaki gliotoksin ve 3,70 x 10°> M dsDNA’nin ¢6zelti ortaminda 360 dk
siireyle etkilesimi sonucu elde edilen voltamogramlar Sekil 3.35’te ve etkilesim sonrasi

dGuo ve dAdo’ya ait pik akimi ve pik potansiyeli degerleri Cizelge 3.27°de verilmistir.
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Sekil 3.35. 6,20 x 10°— 3,10 x 10° M derisim araligindaki gliotoksin ve 3,70 x 10°M dsDNA’nin
¢ozelti ortaminda 360 dk siireyle etkilesimi sonucu elde edilen voltamogramlar. Sadece 3,70 x 10
M dsDNA’nin pH 4,66 tampon ¢ozeltisi iginde 360 dk siireyle etkilesimine ait voltamogram (mor)

Cizelge 3.27. pH 4,66 tampon ¢ozeltisi ile 360 dk siireyle etkilesimi sonucu sadece 3,70 x 10° M
dsDNA’ya ait dGuo ve dAdo verileri ile 6,20 x 10° — 3,10 x 10° M derisim araligindaki
gliotoksin ve 3,70 x 10°M dsDNA’nin ¢ézelti ortaminda 360 dk siireyle etkilesimi sonucu dGuo
ve dAdo’ya ait pik akimi1 ve pik potansiyeli verileri

dGuo dAdo

Akim (nA) Potansiyel (V) Akim (nA) Potansiyel (V)

3,70 x 10° M dsDNA + pH

4,66 asetat tampon

¢Ozeltisi ile etkilesim 0,034 0,922 0,061 1,195
360dk

6,20 x 10" M Gliotoksin
ve 3,70 x 10°M dsDNA 0,021 0,926 0,122 1,166

1,55 x 10 M Gliotoksin
ve 3,70 x 10°M dsDNA 0,020 0,922 0,236 1,160

3,10 x 10° M Gliotoksin

ve 3.70 x 10° M dsDNA 0,015 0,922 0,360 1,158
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Gliotoksin—dsDNA etkilesiminin ¢6zelti ortaminda sabit secilen siirelerde degisen

gliotoksin derisimine bagli olarak incelendigi deneylerde, 6,20 x 10° — 3,10 x 10° M

derisim arahgindaki gliotoksin ve 3,70 x 10° M dsDNA’nin ¢6zelti ortaminda 210 dk

stireyle etkilesimi sonucu elde edilen voltamogramlar Sekil 3.36°da ve etkilesim sonrasi

dGuo ve dAdo’ya ait pik akimi ve pik potansiyeli degerleri Cizelge 3.28’de verilmistir.
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Sekil 3.36. 6,20 x 10°— 3,10 x 10° M derisim araligindaki gliotoksin ve 3,70 x 10°M dsDNA’nin
¢ozelti ortaminda 480 dk siireyle etkilesimi sonucu elde edilen voltamogramlar. Sadece 3,70 x 10
M dsDNA’nin pH 4,66 tampon ¢ozeltisi iginde 480 dk siireyle etkilesimine ait voltamogram (mor)

Cizelge 3.28. pH 4,66 tampon ¢ozeltisi ile 480 dk siireyle etkilesimi sonucu sadece 3,70 x 10° M
dsDNA’ya ait dGuo ve dAdo verileri ile 6,20 x 10° — 3,10 x 10° M derisim araligindaki
gliotoksin ve 3,70 x 10°M dsDNA’nin ¢ézelti ortaminda 480 dk siireyle etkilesimi sonucu dGuo
ve dAdo’ya ait pik akimi1 ve pik potansiyeli verileri

dGuo dAdo

Akim (nA) Potansiyel (V) Akim (nA) Potansiyel (V)
3,70 x 10° M dsDNA + pH
4,66 asetat tampon
¢Ozeltisi ile etkilesim 0,032 0,924 0,056 1,191
480dk
6,20 x 10 M Gliotoksin
ve 3,70 x 10°M dsDNA 0,015 0,926 0,121 1,164
1,55 x 10 M Gliotoksin
ve 3,70 x 10°M dsDNA 0,015 0,926 0,241 1,166

_5 - -

3,10 x 10 M Gliotoksin 0,013 0,920 0,340 1,154

ve 3,70 x 10° M dsDNA
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4. TARTISMA

Bu tez calismasinda, ETP sinifina ait bir mikotoksin olan gliotoksinin bagisiklik
sistemi lizerinde baskilayici etki gdsteren, oksidatif stres, DNA hasari ve apoptoza yol
acarak hiicre ve doku hasarina neden olan etkilerinin agiklanmasi i¢in uygun, hassas ve
giivenilir elektrokimyasal yontemlerin gelistirilmesi ve gliotoksinin dsDNA ile olan

etkilesiminin agiklanmasi amag¢lanmistir.

Literatlirde rapor edilen ¢aligsmalara gore, gliotoksinin elektrokimyasal davraniginin
bos CKE kullanilarak incelendigi bir calismaya rastlanmamistir. Ayrica, literatiirde
gliotoksin—dsDNA etkilesiminin CKE tabanli bir dsDNA biyosensorii kullanilarak
incelendigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmamig olmasi, bu tez ¢aligmasinin 6zgiinliigiinii

ortaya koymaktadir.

Yontem gelistirme ¢aligmalarindan 6nce, stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda ve tim
analizlerde kullanilacak gliotoksin maddesinin safligi, temin edildigi Apollo Scientific

firmasi tarafindan saglanan sertifika ile dogrulanmistir.

Bos CKE, BKEE ve KDPGE madde 2.6.’da anlatildig1 gibi mekanik bir 6n islem ile
temizlenmistir. Farkli elektrotlarla elde edilen sinyallerin karsilagtirilmasi sonucunda, CKE
ile gozlenen daha yiiksek ve tekrarlanabilir pik akimlari, bu elektrodun gliotoksinin

elektrokimyasal tayini i¢cin daha uygun bir ¢alisma elektrodu oldugunu gdstermistir.

Gliotoksinin elektrokimyasal davranisi, bos CKE iizerinde DV, DPV ve KDV
yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Olgiim kosullar1 madde 2.6’da verilen parametreler
kullanilarak gergeklestirilmistir. dSDNA/CKE biyosensorii ve dsDNA ile gliotoksinin
cozelti ortamindaki etkilesim caligsmalarinda ise DPV yontemi tercih edilmis olup, yontem

parametreleri madde 2.6.1°de verilmistir.

Gliotoksinin yiikseltgenme davranisi, pH degerleri 3,62; 4,66 ve 5,69 olan asetat
tampon ¢ozeltisi; 2,36; 2,91; 591; 7,05 ve 8,19 pH degerlerine sahip fosfat tampon
¢ozeltisi ve 0,1 M H,SO, ¢ozeltisi ortaminda bos CKE kullanilarak arastirilmistir. pH’1n
pik akimi iizerindeki etkisi incelendiginde, gliotoksinin asidik ortamlarda daha yiiksek ve
tekrarlanabilir sinyaller verdigi; en yiiksek pik akiminin ise pH 2,91 fosfat tampon ¢ozeltisi

ortaminda DPV yontemi ile elde edildigi belirlenmistir.
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Hiz taramasi deneyleri, pH 2,91 fosfat tampon ¢ozeltisi ortaminda 4,60 x 10° M
gliotoksin ¢ozeltisi kullanilarak DV yontemiyle gerceklestirilmistir. Deneylerde 0,005 —
0,500 V/s araligindaki tarama hizlarn uygulanmig ve madde taginma mekanizmasi

degerlendirilmistir.
Hiz taramas: verilerinden elde edilen dogrularin denklemleri;
ip (LA) = 3,582 v (V/s) + 0,101 r:0,990 (n:7)
log ip (LA) = 0,488 log v (V/s) + 0,593 r0,994 (n:7)
Ep (V) = 0,037 log v (V/s) + 1,299 r:0,998 (n:7) seklindedir.

Tarama hizinin artmasiyla pik potansiyelinin daha pozitif degerlere kaymas1 ve log v
— E; grafiginin dogrusal olmasi, elektrokimyasal siirecin kinetik olarak kontrol edildigini ve
geri doniisimsiiz bir mekanizma ile gerceklestigini gostermektedir. Log i, — log v
grafiginden elde edilen egim degerinin 0,5°e yakin olmasi ve i, — v Y2 orafiginin dogrusal
olmasi, gliotoksinin CKE yiizeyine ¢ozeltiden difiizyon yoluyla tasindigin1 géstermektedir
(Aoki ve Chen, 2018).

Gliotoksinin bos CKE iizerindeki elektrokimyasal davranisinin belirlenmesinin
ardindan, gliotoksin-dsDNA etkilesimi hem dsDNA biyosensorii kullanilarak hem de
¢ozelti ortaminda gerceklestirilen etkilesim ¢alismalariyla incelenmistir. dSDNA/CKE
biyosensorii ile 15 dk’lik etkilesim siiresinde gergeklestirilen derigim taramasi sonuglarina
gore, diisiik gliotoksin derisimlerinde dGuo ve dAdo pik akimlarinda anlamli bir degisim
gbzlenmemistir. 1,85 x 10 M gliotoksin derisiminden itibaren daha yiiksek derisimlerde
dGuo pik akiminda belirgin diisiisler gézlenmistir. Bu durum, belirli bir derisimin tizerinde
gliotoksinin dsDNA yapisiyla daha giiglii etkilesime girerek dGuo’da yapisal degisikliklere

neden oldugunu gostermektedir.

1,85 x 10™* M gliotoksin derisiminde 5 sn — 120 dk arasinda gerceklestirilen siire
taramas1 deneylerinde, 60. dk’den itibaren Ozellikle dGuo pik akiminda artig ve pik
potansiyelinde pozitif yone kayma gozlenmistir. 90 ve 120. dk’de elde edilen sonuglarin

60. dk ile benzer olmasi nedeniyle, optimal etkilesim siiresi 60 dk olarak segilmistir.

Ozellikle dGuo pikinde gozlenen degisimler, gliotoksin-dsDNA etkilesiminin
guanin bazlarinin yapisinda degisiklige neden oldugunu gostermektedir. dGuo pik

akimindaki azalmayla birlikte pik potansiyelinin daha pozitif degerlere kaymasi ve simetrik
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pik formunun bozulmasi, gliotoksin ile guanin bazlar1 arasinda gii¢lii bir etkilesim

gerceklestigine isaret etmektedir.

Gliotoksin ile dsDNA arasindaki etkilesim, gliotoksinin disiilfit kdpriisiiniin redoks
aktif yapisi nedeniyle DNA iizerinde oksidatif hasara yol acabilme potansiyeli izerinden
degerlendirilmistir (Eichners vd., 1988). Elde edilen deneysel sonuglar neticesinde
oksidatif DNA hasarinin biyobelirtecinin meydana geldigi gézlenmistir. 1,85 x 10 M
gliotoksinin dsDNA biyosensorii ile 60 dk etkilesimine ait voltamogramlar incelendiginde
(Sekil 3.25) +0,465 V’da elde edilen yeni pikin 8-oksoguanine (8-0xoG) ait oldugu (Abreu
vd., 2002; Golden vd., 1998; Oliveira Brett, 2000) ve gliotoksin-dsDNA etkilesimi sonucu

olustugu diistiniilmektedir.

Bos ve dsDNA immobilize CKE kullanilarak elde edilen voltamogramlarin
karsilastirilmas1  (Sekil 3.28), dGuo pik akiminda go6zlenen degisimlerin dogrudan
gliotoksin-dsDNA etkilesiminden kaynaklandigini ortaya koymaktadir. Gliotoksinin pH
4,66 asetat tampon ¢o6zeltisinde bos CKE ile 60 dk etkilesimi sonucu 1,207 V’da elde
edilen ylikseltgenme piki, dsSDNA varliginda gozlenen dGuo pik sinyali ile potansiyel
acisindan cakigmamaktadir. Bu durum, dGuo pik akimindaki degisimlerin gliotoksinin
kendi yiikseltgenme sinyalinden kaynaklanan bir girisimden ziyade, gliotoksinin dsDNA
ile etkilesimi sonucu dsDNA yapisinda meydana gelen degisikliklerden kaynaklandigini

gostermektedir.

dsDNA biyosensoriinde, 1,85 x 10™ M ve iizerindeki gliotoksin derisimlerinde ve
artan etkilesim siirelerinde dGuo pik potansiyelinin daha pozitif degerlere kaymasi
gliotoksin-dsDNA etkilesiminin interkalatif baglanma mekanizmasiyla
gerceklesebilecegini diisiindiirmektedir (Guzhan Kaya vd., 2025). Ozellikle dGuo pik
potansiyelinin daha pozitif degerlere kaymasi, guanin bazlarin yiikseltgenmesi igin
elektron transfer siirecinin zorlastigin1 gostermektedir. Pik formundaki bozulma ile
degerlendirildiginde, gliotoksinin 6zellikle guanin agisindan zengin bolgelerde baz ciftleri
arasina yerleserek dsSDNA’nin yapisinda degisiklikler olusabilecegi, bu nedenle, gliotoksin-
dsDNA etkilesiminde guanin bazlar1 iizerinden gozlenen sinyal degisimlerinin

interkalasyon mekanizmasiyla uyumlu olabilecegi diisiiniilmektedir.

dsDNA/CKE biyosensorii ile elde edilen verilere gore, dAdo pik akiminda gozlenen
diistislerin diizenli olmadig1 sonucuna varilmistir, bu durumun gliotoksinin dAdo sinyali ile

ayni yerde pik vermesinden kaynaklandig diisiiniilmektedir.
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Cozelti ortaminda yapilan 0. dk’de gliotoksin-dsDNA etkilesimine ait deney
sonuglarinda, dGuo pik akiminin 1,55 x 10° M ve 4,60 x 10®° M gliotoksin derisimlerinde
belirgin sekilde azaldigi, daha yiiksek gliotoksin derisimlerinde ise pik akiminin tamamen

kayboldugu gézlemlenmistir.

pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisi igerisinde %20 etanol varliginda hazirlanan 6,20 X
10° M, 1,55 x 10° M ve 3,10 x 10 M derisimlerdeki gliotoksin ¢ozeltilerinin, 3,70 x 10~
M derisimindeki dsDNA ile ¢ozelti ortaminda 30 dk etkilesimi sonucunda elde edilen dGuo
pik akimlari; pH 4,66 asetat tampon ¢ozeltisi icerisinde hazirlanan yalmzca 3,70 x 10° M
dsDNA igeren %100 kabul edilen kontrol ¢ozeltisine gore sirasiyla %48,94, %40,43 ve
%40,43 olarak elde edilmistir. Bu durum, gliotoksinin dsDNA’ya guanin bazilarinin
iizerinden baslangicta hizli bir sekilde baglandigini, daha uzun inkiibasyon siirelerinde ise

sistemin doygunluga ulagtigin1 gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda, ETP sinifina ait 6nemli bir mikotoksin olan gliotoksinin
elektrokimyasal davranist ayrintili olarak incelenmis ve gliotoksinin dsDNA ile

etkilesimini belirlemeye yonelik CKE tabanli bir dSSDNA biyosensorii gelistirilmistir.

Farkli c¢alisma elektrotlariin  karsilastirilmasi  sonucunda, en yiiksek ve
tekrarlanabilir sinyallerin CKE ile elde edilmesi nedeniyle gliotoksinin tayininde uygun
calisma elektrodu olarak CKE secilmistir. Gliotoksinin yiikseltgenme pik akiminin,
Ozellikle asidik ortamda daha yiiksek oldugu; en yiiksek pik akiminin elde edildigi destek
elektrolit ortaminin ise pH 2,91 fosfat tampon ¢6zeltisi oldugu belirlenmistir. Tarama hizi
calismalari, gliotoksinin elektrokimyasal yiikseltgenmesinin geri doniisiimsiiz ve difiizyon

kontrollii bir mekanizma ile gerceklestigini gostermistir.

Gelistirilen dSDNA/CKE biyosensorii ile yapilan etkilesim ¢aligmalarinda,
gliotoksin-dsDNA etkilesimi i¢in optimum kosullarin pH 4,66 asetat tampon ¢6zeltisinde
hazirlanan 1,85 x 10* M gliotoksin derisimi ve 60 dk etkilesim siiresi oldugu
belirlenmistir. Bu kosullarda 6zellikle dGuo sinyalinde gozlenen degisimler, gliotoksinin
dsDNA ile etkilesiminde guanin bazinin yapisim degistirdigini gostermistir. dAdo

sinyalindeki degisimlerin ise diizenli bir degisim gostermedigi belirlenmistir.

Voltametrik bulgular, gliotoksinin dsDNA {izerinde yalnizca baglanma degil, ayn
zamanda oksidatif hasar olusturabildigini de gostermistir. +0,465 V’ta gozlenen yeni pik,
8-0x0G olusumu ile iliskilendirilmis ve gliotoksinin 6zellikle guanin bazinda oksidasyona
neden olabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica dGuo pik potansiyelindeki pozitif kayma ve
pik formundaki bozulmalarin gliotoksin-dsDNA etkilesiminin interkalatif baglanma

mekanizmasiyla gerceklesebilecegini gostermistir.

Bu caligma ile literatiirde ilk kez bos CKE iizerinde gliotoksinin elektrokimyasal
davranisi incelenmis ve yalnizca dsDNA kullanilarak gelistirilen CKE tabanli bir
biyosensoriin gliotoksin ile etkilesimi agiklanmaya ¢alisilmigtir. Bu yoniiyle ¢alisma 6zgiin
nitelik tasimaktadir. Ayrica gelistirilen sensoriin gelecekte gliotoksinin toksikolojik ve gida
analizlerinde hizli ve diisiik maliyetli bir tayin yontemi olarak kullanilabilecegi

disiiniilmektedir.
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