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Oz

Bu calismada, potansiyel bir kanser ilaci olan 2-tiyourasil (2-TU) ilaci ile balik sperminden elde edilen ¢ift
zincirli deoksiriboniikleik asit (dsSDNA) molekiilii arasindaki etkilesim incelenmis ve bu etkilesime dayali olarak
ilacin elektrokimyasal tayini ger¢eklestirilmistir. Bunun i¢in, camsi karbon elektrot (GCE) yiizeyi, bromokrezol
moru (BCP) monomerinin elektrokimyasal polimerizasyonu ile modifiye edilmis ve bu elektrot (GCE/P(BCP))
ylizeyine, dsDNA elektrokimyasal olarak immobilize edilmistir (GCE/P(BCP)/dsDNA). dsDNA ile 2-TU
arasindaki etkilesim mekanizmasi diferansiyel puls voltametri yontemiyle aragtirilmistir. Bu etkilesim sonrasi
guaninin yiikseltgenme pik akiminda azalma gézlenmis ve bu azalmaya bagli olarak 2-TU’in elektrokimyasal
tayini indirekt yontemle gerceklestirilmistir. 2-TU icin dogrusal calisma araligi 0,1-50 mg L™! ve gdzlenebilme
sinir1 0,033 mg Lt olarak bulunmustur. 2-TU—-dsDNA etkilesim mekanizmasi1 UV-Goriiniir bdlge molekiiler
absorpsiyon spektroskopi yontemiyle de incelenmistir. Hazirlanan DNA biyosensoriine bozucu etki yapabilecek
tirlerin etkisi arastiritlmig ve ayrica 2-TU ilacinin idrar numunesinde tayini gerceklestirilmistir. Deneysel
calismalardan elde edilen sonuglara gore, 2-TU ve dsDNA arasindaki baslica etkilesim modunun interkalasyon
oldugu belirlenmistir.
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Development of Electrochemical DNA Sensor Based on Poly
(Bromocresol purple) Modified Glassy Carbon Electrode for the
Determination of 2-Thiouracil

ABSTRACT

In this study, the interaction between 2-thiouracil (2-TU), a potential cancer drug, and double chain
deoxyribonucleic acid (dsDNA) molecule obtained from fish sperm was investigated and electrochemical
determination of the drug was performed. For this, the glassy carbon electrode (GCE) surface was modified by
electrochemical polymerization of the bromocresol purple (BCP) monomer and dsDNA was electrochemically
immobilized (GCE/P(BCP)/dsDNA) onto the surface of this electrode (GCE/P(BCP)). The interaction
mechanism between dsDNA and 2-TU was investigated by differential pulse voltammetry method. After this
interaction, a decrease in the oxidation peak current of guanine was observed and electrochemical determination
of 2-TU was performed by indirect method due to this decrease. The linear operating range for 2-TU was 0.1-50
mg L~ ! and the detection limit was 0.033 mg L. The interaction mechanism of 2-TU — dsDNA was also
investigated by UV-Visible molecular absorption spectroscopy. The effect of the species that may cause
disruptive effect on the DNA biosensor was investigated and 2-TU drug was determined in the urine sample.
According to the results obtained from experimental studies, the main mode of interaction between 2-TU and
dsDNA is intercalation.

Keywords- 2-Thiouracil, DNA Sensor, Poly(Bromocresol Purple), DNA-Drug Interaction
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. GIRIS

Urasillerin tiyo tiirevleri, etkili neoplastijen, tiimorojen, karsinojen ve teratojen ajanlar olarak bilinirler.
Bunlardan 2-Tiyourasil (4-Hidroksi-2-merkaptopirimidin, 2-TU) biyolojik ve farmasotik aktiviteleri nedeniyle
onemlidirler. 2-TU, t-RNA yapisinda tanimlanmigtir ve antiviral ve antikanser aktivite gosterir [1; 2]. Bunun
yaninda yliksek antitiroid aktivitesi nedeniyle hipertiroidizm tedavisinde kullanilir. Ayrica melanom igin spesifik
bir timoér belirtecidir [3-5]. Bu nedenle, 2-TU’yu belirlemek i¢in hizli ve duyarh bir yontemin gelistirilmesi
farmakokinetik ve klinik ¢aligmalar i¢in olduk¢a 6nemlidir. Diger urasil tiirevleri gibi 2-TU’nun tayini ic¢in de
spektrofotometrik, kemiliiminesans, kiitle spektrometri, yiizeyde gii¢lendirilmis Raman spektroskopisi ve
elektrokimyasal analiz gibi yontemler kullanilmaktadir [5-11]. Elektrokimyasal yontemler, farkli potansiyellerde
voltametrik cevap gosteren analit tiirlerinin arastirilmasinda kullanilan yararhi yontemlerdir. Elektrokimyasal
biyosensorler ii¢ elementten olusur: i) biyolojik bilesen; ii) elektrokimyasal transduser; ve iii) sinyal islemcisi.
DNA molekiiliiniin biyolojik bilegsen olarak kullanildig: elektrokimyasal DNA biyosensorleri, 6zellikle, DNA ve
ilag/kemoterapotik ajanlar arasindaki etkilesim mekanizmalarinin g¢aligilmasi i¢in faydali cihazlardir. Son
zamanlarda, elektrokimyasal DNA biyosensorleri ile ilgili aragtirmalar hizla artmistir [12]. Ciinkii bu
biyosensorler, biyolojik etkilesim olaylari i¢in kiigiiltiilebilme, yiiksek hassasiyet, diigiik maliyet ve kisa analiz
sliresi gibi avantajlara sahiptir [12; 13].

Deoksiriboniikleik asidin (DNA) elektrokimyasal incelenmesi biyolojik mekanizmalarin ¢ogunun
aciklanmast icin ¢ok dnemlidir [12]. DNA, ilaglarin pek cogu igin farmakolojik bir hedeftir. Ilaglarin DNA ile
etkilesim mekanizmasinin anlasilmasi, daha etkili ilaglarin tasarlanmasi ve ilaglarin plazma derisimlerinin
belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar [14]. Elektrokimyasal DNA biyosensorleri, niikleik asit molekiilleri ve
potansiyel ilaglar, 6zellikle de antikanser, antibiyotik ve antiviral ilaglar arasindaki etkilesimin c¢alisilmasi igin
etkili bir sekilde kullamilmaktadir. Bu etkilesimler, analiz edilen maddelerin Karsinojen, toksikolojik veya
farmakolojik aktiviteleri ile yakin bir iliskiye sahiptir [12]. Tlaglar, DNA ile pek ¢ok farkli yolla etkilesim igine
girebilir: elektrostatik etkilesim, interkalasyon, biiyiik ve kiiciik oluga baglanma [15; 16]. DNA molekiiliiniin
elektroaktif 6zelligi yapisinda bulunan piirin (Adenin ve Guanin) ve pirimidin (Timin ve Sitozin) bazlarmdan
kaynaklanir. Ancak DNA-ilag mekanizmasinin arastirildigr elektrokimyasal ¢aligmalarda, yaygin olarak guanin
ve adenin yiikseltgenme sinyallerinden yararlanilir [17]. Guanin ve adenin yiikseltgenme sinyallerinin belirgin
bir sekilde gézlenmesini saglayan puls voltametrik teknikler, ekstraksiyon veya on-islem gereksinimi olmadan
analiz imké&n1 saglamasi, kisa analiz siiresine ve yliksek duyarliga sahip olmasi gibi iistiinliikleri nedeniyle ilag-
DNA etkilesimi galismalarinda oldukga sik kullanilmaktadir [18-20].

Bu c¢alismada, antitiroid ilag olarak kullanilan ve antikanser ila¢ potansiyeli bulunan, 2-TU ilacinin,
dsDNA molekiilii ile etkilesim mekanizmasi diferansiyel puls voltametri yontemi ile arastirilmistir. Ilk olarak
camst karbon elektrot (GCE) yiizeyinde bromokrezol moru (BCP) monomerinin elektrokimyasal olarak
polimerizasyonu gergeklestirilmistir GCE/P(BCP). Polimer modifiye elektrot yiizeyine elektrokimyasal olarak
dsDNA immobilizasyonu gergeklestirilmistir (GCE/P(BCP)/dsDNA). Bu elektrot ile 2-TU ilaci etkilestirilmis ve
etkilesim mekanizmasi incelenmistir. Hazirlanan bu DNA biyosensorii kullanilarak, idrar numunesine uygun
miktarda eklenen 2-TU ilacinin tayini gerceklestirilmistir. Ayrica, UV-Goriiniir bolge molekiiler absorpsiyon
spektroskopi teknigi kullanilarak da etkilesim modu arastirilmistir.

Il. MATERYAL VE YONTEM
A. Kimyasallar ve Kullanilan Cézeltiler

Balik spermi dsDNA’s1 Serva Company’den, bromokrezol moru (BCP, Cz1H16Br.0sS, IUPAC ismi:
4,4'-(1,1-Dioksido-3H-2,1-benzoksatiyol-3,3-diil)bis(2-bromo-6-metilfenol) monomeri, 2-Tiyourasil (2-TU,
C4HiN20S), dimetil siilfoksit (C2HeOS), sodyum asetat (CH:COONa), asetik asit (CHsCOOH), siilfiirik asit
(H2SO4), dopamin hidrokloriir (CgH11NO2.HCI) Sigma-Aldrich’ten, sodyum kloriir (NaCl), askorbik asit
(CeHsOg), tirik asit (CsHaN4O3), tire (CH4N20), kreatin (C4HoN30,), potasyum kloriir (KCI), sodyum hidroksit
(NaCl), lityum karbonat (Li2COs), magnezyum kloriir (MgCls), kalsiyum kloriir (CaClz) Merck’ten, di-sodyum
monohidrojenfosfat dihidrat (Nap;HPO..2H,0), sodyum dihidrojenfosfat dihidrat (NaH.PO4.2H,0), etanol
(C2H60) Riedel de Haén’dan temin edilmistir.
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2-TU ¢ozeltisi, derisimi, 100 mg L™ olacak sekilde, dimetil siilfoksit-saf su karisgmda hazirlandi.
Derigimi 100 mg mL™* olan dsDNA stok ¢ozeltisi ultra saf suyla hazirlandi ve —20°C’de saklandi. Diger
derisimdeki dsDNA ¢dzeltileri, 20 mmol L™ NaCl igeren 0,5 mol L™ asetat tampon ¢ozeltisi (ABS, pH 4,8) ile
stok ¢ozelti seyreltilerek hazirlandi. Diger tiim ¢6zeltileri hazirlamak igin analitik saflikta kimyasallar kullanildi.

B. Cihazlar

Elektrokimyasal ¢aligmalar, bilgisayar baglantili Autolab-PGSTAT 204 (Eco Chemie, The Netherlands)
potansiyostat/galvanostat cihazi ve ona bagli BAS marka 3 elektrotlu elektrokimyasal hiicre standi kullanilarak
yapildi. Ug elektrotlu sistem, ¢alisma elektrodu olarak camsi karbon elektrot (BGCE, BAS MF-2012) veya
modifiye GCE, karsit elektrot olarak platin tel (BAS MW-1032) ve referans elektrot olarak Ag/AgCI (3 mol L
NaCl, BAS MF-2052) elektrottan olusmaktadir. Deneysel ¢alismalar donisiimlii voltametri (CV)
kronoamperometri (CA), ve diferansiyel puls voltametri (DPV) teknikleriyle gerceklestirildi. DPV parametreleri:
potansiyel basamagi: 0,003 V; puls genligi: 0,05 V; puls zamani: 0,02 s; zaman araligi: 0,2 s ve tarama hizt:
0,015 V st Elde edilen veriler NOVA 1.10.4 yazilimu ile degerlendirildi. UV-Goriiniir bélge molekiiler
absorpsiyon spektrumlart Shimadzu UV-2550 spektrofotometre cihazinda 1 cm’lik kuvars kiivetler igerisinde
Ol¢iimler yapilarak kaydedildi. Numunelerin absorpsiyon spektrumlari 225-400 nm dalga boyu araliginda
kaydedildi. pH 6l¢iimleri Mettler Toledo FE20 pH metre (Mettler Toledo, China) kullanilarak gergeklestirildi.
Tiim ¢ozeltiler Millipore Synergy (Merck, France) cihazindan elde edilen ultra-saf suyla (18,2 MQ cm)
hazirlandi.

C. DNA Biyosensériiniin Hazirlanmast

Camsi karbon elektrot (GCE) yiizeyi, 0,05 pm aliimina siispansiyonu ile temizleme pedi kullanilarak
temizlendi. Elektrotlar, sirasiyla, saf su ve etanol igerisinde ultrasonikatérde tutuldu ve havada kurutuldu. Daha
sonra calisma elektrodu, 0,50 mol L™ derisimindeki H,SO4 ¢ozeltisinde déniisiimlii voltamogramlar (CV)
almarak elektrokimyasal olarak temizlendi (Potansiyel araligi: (-0,5) — (+1,5) V, tarama hizi: 100 mV s,
Dongii Sayisi: 20).

Temizlenmis GCE yiizeyine, 510 mol L™ BCP monomeri iceren 0,10 mol L™ PBS (pH 6,0)
igerisinde, CV yontemiyle, poli(bromokrezol moru) (P(BCP)), elektropolimerizasyon yoluyla kaplandi.
Elektropolimerizasyon, (-0,4) — (+1,8) V potansiyel araliginda, 100 mV s tarama hizinda, 50 dongii ile
gerceklestirildi [21]. Hazirlanan bu elektrot GCE/P(BCP) olarak gosterildi ve daha sonra oda sicakhiginda
kurutulmaya birakildi.

dsDNA’nin, poli(bromokrezol moru) modifiye galigma elektroduna immobilizasyonu, 30 mg L
dsDNA ve 20 mmol L™ NaCl igeren 0,5 mol L' ABS’de (pH 4,8) 240 saniye siireyle Ag/AgCl’e kars1 +0,5 V
potansiyel uygulanarak kronoamperometri (CA) teknigi ile gerceklestirildi. Bu islem sonrast P(BCP) modifiye
GCE’ye baglanmamig dsDNA molekiillerini uzaklastirmak i¢in ¢alisma elektrodu birkag kez ABS ile yikandi ve
daha sonra kurutuldu. Bu elektrot GCE/P(BCP)/dsDNA olarak adlandirildi.

D. 2-TU ile dsDNA 'nin Etkilesimi

2-TU ve dsDNA arasindaki etkilesim, guanin ylikseltgenme sinyalindeki degisime bagli olarak calisildi.
Bunun i¢in optimize kosullarda (optimum dsDNA miktari, optimum dsDNA immobilizasyon siiresi, ilag-
dsDNA etkilesim siiresi) GC/P(BCP)/dsDNA elektrot, 0,1-50 mg L™ derisimlerdeki cesitli 2-TU ¢ozeltilerinde
bekletildi. Etkilesim sonrasinda 20 mmol L™ NaCl igeren 0,5 mol L™* ABS ¢bzeltisi igerinde, (+0,5 V) — (+1,3
V) (Ag/AgCl’e kars1) potansiyel araliginda diferansiyel puls voltamogramlar1 kaydedildi ve guanin sinyalleri
belirlendi. Daha sonra ila¢ derisimlerine kars1 guanin sinyalleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi elde edildi.
flaglarin dsDNA ile elektrokimyasal etkilesimi sonrasi cizilen kalibrasyon egrileri iizerinden dogrusal calisma
aralig1 ve gozlenebilme sinir1 (LOD) hesaplandi.

E. Idrar Numunesinde 2-TU analizi
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Saglikli bir bireyden alinan 10 mL idrar numunesi 30 dakika 2000 rpm de santrifiijlendi ve siipernatant
stvi almarak Agilent marka 0,45 pm’lik filtre ile siiziildii. Siiziilen kisimda 1,0 mL’lik 6rnekler alinarak
buzdolabinda 4 °C’de depolandi. Idrar 6rnegine belli derisimde olacak sekilde 2-TU ilave edilerek % geri
kazanim ve % bagil standart hata degerleri hesaplandi.

I1l. BULGULAR

2-Tiyourasilin elektrokimyasal tayinini gergeklestirmek ve dsDNA ile etkilesim modunun arastirilmasi
i¢in ilk olarak hazirlanan P(BCP) modifiye GC elektrotlara dsDNA immobilize edildi. Bu asamada immobilize
edilen dsDNA miktar1 ve immobilizasyon siiresi optimize edildi [19]. Buna gore, optimum dsDNA miktar1 ve
optimum immobilizasyon siiresi sirasiyla, 30 mg L ve 240 s olarak alind1. 2-TU ile ilgili yapilan diger deneysel
calismalar asagida sunuldu.

A. 2-TU ile dsDNA Arasindaki Etkilesim Stirenin Belirlenmesi

dsDNA immobilize edilmis modifiye elektrot (GCE/P(BCP)/dsDNA) ile 2-TU ilac1 arasindaki etkilesim
stiresinin belirlenmesi i¢in hazirlanan elektrot, 30-240 saniye siirelerinde 2-TU ¢ozeltisi i¢inde bekletildi.
Etkilesim sonras1 20 mmol L™ NaCl iceren 0,5 mol L™* ABS (pH 4,8) ortaminda (+0,5 V)—(+1,3 V) (Ag/AgCl’e
kars1) potansiyel araliginda DPV’ler alinarak, guanin yiikseltgenme pik akimlar1 belirlendi ve siireye karsi
grafige gecirildi (Sekil 1). Sekil incelendiginde, etkilesim siiresi arttik¢a guanin sinyallerinin azaldigi gorildi.
Bu azalma oranmin neredeyse sabit kaldig1 siire olan 120 saniye 2-TU icin optimum etkilesim siiresi olarak
secildi.

0 50 100 150 200 250
t/s

Sekil 1. GCE/P(BCP)/dsDNA elektrodu ile 2-TU ilacinin farkli etkilesim siireleri igin guanin yiikseltgenme pik akim cevaplari (Hata
cubuklari 3 6l¢iim igin elde edilmistir)

B. 2-TU ile dsDNA Etkilesimi ve Analitik Parametreler

Optimize edilen kosullar kullanilarak, 2-TU ilacinin tasarlanan DNA biyosensorii ile tayin edilip
edilemeyecegi ve ilag-dsDNA arasindaki etkilesim tipi arastirildi. GCE/P(BCP)/dsDNA elektrot, farkli
derisimlerde (0,1-50 mg L) 2-TU igeren ¢ozeltilerde 120 s bekletildi. Etkilesim sonras1 DPV’ler kaydedildi ve
ilag derisiminin artigtyla, guanin yiikseltgenme sinyallerinin azaldig1 goriildii (Sekil 2). Grafik incelendiginde,
guanin yiikseltgenme akimlarinin etkilesim sonrasinda azaldigi ve genel olarak artan 2-TU derisimi ile pik
potansiyellerinin daha pozitif degerlere kaydigi1 goriildi. 2-TU ile dsDNA arasindaki etkilesimin interkalasyon
yoluyla oldugu soylenebilir [22].
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2.0k 2-TU yoklugunda guanm/}ukse]tgenme sinyali
1.5+
<<
=
~ 1,0 |
0,1 mg L' 2-TU
0.5 - l

50 mg L™' 2-TU

O’O 1 1 1
0.6 0,7 0.8 0,9 1,0
E/V vs. Ag/AgCl

Sekil 2. 2-TU ile etkilesim dncesi ve farkli derigimlerde (0,1 mg L™1- 50 mg L) 2-TU ile etkilesim sonrasi elde edilen guanin
yiikseltgenme pik akimlari

Sekil 2’de goriilen 2-TU derisiminin artist ile guanin sinyalindeki azalma, 2-TU tayini i¢in bir gésterge
olarak kullanilmasi diistiniildii ve guanin yiikseltgenme pik akimlari, ilag derisimine kars1 grafige gecirildi (Sekil
3) ve iki dogrusal ¢calisma aralig1 gozlendi. Elde edilen analitik parametreler Tablo 1’°de verildi.

0,8 |
0.6 F y = —0,061x + 0,565
2 _
- R? = 0,980
=
~ 0’4 -
0,2 |
y = —0,0035x + 0,349
R? = 0,987
O’O 1 1 1 1 1 1 1 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
2-TU derisimi / mg L™

Sekil 3. 2-TU’nun kalibrasyon egrisi (GCE/P(BCP)/dsDNA elektrot) (Hata ¢ubuklar1 3 6l¢iim i¢in elde edilmistir)

Tablo 1. 2-TU i¢in elde edilen analitik parametreler

Sonu¢
Parametre
1. dogrusal aralik 2. dogrusal arahk

Dogrusal aralik (mg L™ 0,1—4,0 4,0 —50,0
Gozlenebilme sinir1 ve alt tayin smirt (mg L) 0,033 ve 0,100 -

Egim (uA L mg™) 0,0610 0,0035
Determinasyon katsayist (R?) 0,980 0,987
Kesim noktast (nA) 0,565 0,349
Egimin standart sapmas1 (uA L mg?) 5,05x1073 1,66x107*
Kesim noktasinin standart sapmasi (LA) 8,30x107° 5,00x1078

234



I BSEU Fen Bilimleri Dergisi BSEU Journal of Science
7. Cilt - Milli Miicadele ve TBMM'nin DOI: 10.35193/bseufbd. 642171
I b Acilismin 100. Yili Anisma-100. Yil Ozel

Say1s1
- 229-242, 2020

BILECIK SEYH EDEBALI
UNIVERSITESI

e-ISSN: 2458-7575 (http://dergipark.gov.tr/bseufbd)

GCE/P(BCP)/dsDNA elektrot ile elde edilen ve literatiirde bildirilen sonuglar Tablo 2’de karsilagtirild.
Bu calismada, dsDNA esas alinarak dolayli bir tayin iglemi yapilmig olup literatiirde 2-TU’in elektrokimyasal
yiikseltgenmesini esas alarak dogrudan tayin islemi gergeklestirilmistir. Bu caligmada gelistirilen DNA sensord,
2-TU tayini i¢in disiik gozlenebilme simirina ve genis dogrusal araliga sahiptir ve literatiirdeki ¢alismalarla
kargilagtirilabilir bir performans sergilemistir.

Tablo 2. 2-TU tayini i¢in farkh elektrokimyasal sensorlerin performanslarinin kargilagtirilmasi.

Yontem / Elektrot Dogrusal aralik LOD LOQ Kaynak

Merdiven voltametri / [1]
poli(pirol) film modifiye 0,01 =0,15umol L™t 1,63nmolL*  5,05nmol L*
grafit kalem elektrot

Merdiven voltametri / [1]
poli(anilin) film modifiye 0,01 —0,13 umolL™*  1,81nmolL? 6,30 nmol L
grafit kalem elektrot

DPV / Kobalt ftalosiyanin
ile modifiye edilmis 0,70 —800 mmol L™* 40,0 umol L - [8]
karbon pasta elektrot

DPV / TiO,
. . [10]
nanOpmleklléLi?;dlye altin 0,10 —5,0 umol L™ 1,68 nmol L 5,60 nmol L™
'ézflga]'(gfb‘(’)‘:tg?]ffg t’ 1,00-20gmol L 0,6 gmol L 0,53 umol Lt 23]
E:(Z\rgé r']\';g“a Z‘Igﬁ;‘;gf 010-1,00 gmol L*  210nmol L  690nmol L [24]
Diferansiyel puls
adsorptif styirma
voltametri / Polibenzoin 0,20 -1,20 umol L' 221 nmol L* 7,38 nmol L [25]
modifiye karbon pasta
elektrot
[26]
DPV / Altin elektrot 1,00 -11,0umol L*  20,5nmol L* 68,2 nmol L™
- 0,033 mgL* 0,10mg L
i 1 4 )
DPV/ 0,10 —50,0 mg L Bu
GCE/P(BCP)/dsDNA (0,26 umol (0,79 umol calisma

(0,79 — 394 umol L) LY LY

Elde edilen veriler 15181nda ilacin baglanma sabiti asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi. [27].

DNA +ilag B flag-DNA

ilac-DNA )

I
Iog(i) =logK + Iog(I

ilag DNA ~ lilag-DNA
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K: baglanma sabiti
Iona: immobilize edilmis dsDNA’nin pik akimi,
lilag-ona: lag-dsDNA kompleksinin pik akimi
2-TU baglanma sabiti K = 2,1 x10° L mol™ olarak hesaplandi.

Literatiirde yer alan caligmalar incelendiginde, interkalasyon yolu ile DNA ile etkilesime giren ilaglar
i¢in baglanma sabitleri genel olarak 10-10° olarak bulunmustur [28; 29].

C. Girigim Yapabilecek Tiirlerin Cevap Uzerine Etkisinin Incelenmesi

2-TU tayini i¢in gelistirilen DNA biyosensoriiniin, segiciligini aragtirmak amaciyla, askorbik asit (AA),
iirik asit (UA), dopamin (DA), iire, kreatin gibi molekiiler tiirlerin ve magnezyum (Mg?*), kalsiyum (Ca?*),
potasyum (K*) gibi iyonlarin guanin sinyali lizerine etkisi ¢aligildi. Bunun i¢in 2-TU derisimi 2,0 mg L ve ilgili
tiirlerin derigimi 0,1 mmol L™ olan ¢ozeltide DPV &lgiimleri gergeklestirildi. Elektrodun guanin piki igin akim
degerleri ve standart sapmalar1 Sekil 4’te gosterildi. Bagil hatanin +£%9’un altinda oldugu goriildii. Hazirlanan
elektrokimyasal biyosensoriin 2-TU igin iyi bir segicilige sahip oldugu sdylenebilir.

0,8

Il Guanin pik akimi ve standart sapma degerleri

06

1/ pA

02

0,0 "
dsDNA + 2-TU AA DA UA Ure Kreatin Mg” Ca* K'
Girisim yapabilecek tiirler

Sekil 4. 2-TU i¢in GCE/P(BCP)/dsDNA elektrodun ilgili tiirler varliginda goriilen DPV pik akim degerleri ve standart sapmalari

D. NaCl Etkisinin Incelenmesi

dsDNA ile 2-TU arasindaki etkilesimini daha iyi agiklayabilmek i¢in, GCE/P(BCP)/dsDNA elektrotta
guanin yiikseltgenme sinyaline, iyonik giiciin etkisi arastirildi. Bunun i¢in GCE/P(BCP)/dsDNA (30 mg L)
elektrotlar, 2-TU derisimi 2,0 mg L olacak sekilde ilag ile etkilesime sokuldu. Elektrodun, NaCl derigimi 2,5-
20 mmol L olacak sekilde hazirlanan 0,5 mmol L™ ABS (pH 4,8) tampon igerisinde ayr1 ayr diferansiyel puls
voltamogramlar1 kaydedildi. Voltamogramlardan yararlanilarak NaCl derisimine karsi guanin pik akimlari
grafige gecirildi (Sekil 5).

2-TU igin guanin yiikseltgenme sinyallerinin 10 mmol L™ NaCl derigsimine kadar arttig1 daha sonra ise
onemli bir degisikligin olmadig1 goriildii. Bu sekilde bir davranig diisitk NaCl derisimlerinde ilgili ilaglarin
dsDNA’nin negatif yiikli fosfat gruplarina elektrostatik olarak baglandigini gosterir. Ancak derigim arttik¢a
dsDNA, pozitif yiiklii Na* iyonlari ile daha fazla ¢evrelenir. Bunun sonucunda ilaglarin dsDNA ile elektrostatik
etkilesimi azalir. Bu sebepten yiiksek NaCl derisimlerinde dsDNA-ilag etkilesiminin bagslica interkalasyon
yoluyla oldugu sdylenebilir [27]. dSDNA negatif yiiklerin iyonik koruyucu kalkan olusturmasi sebebiyle iyonik
kuvvet arttik¢a ila¢ molekiilleri dsDNA ¢ift sarmal arasina interkale olurlar.
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NaCl derisimi / mmol L™

Sekil 5.  dsDNA- 2-TU etkilesimi tizerine NaCl derisimin etkisi (Hata ¢ubuklari 3 6l¢iim i¢in elde edilmistir)

E. Tekrarlanabilirlik

dsDNA immobilize edilmis modifiye elektrodun tekrarlanabilirligi, dsDNA ile 2-TU’nun etkilesimi
sonrasi guanin ylikseltgenme sinyaline dayali 6l¢iimler yaparak incelendi. Giin i¢i ve giinler aras1 % BSS degeri
strastyla % 2,6 ve % 2,2 olarak belirlendi.

E. Idrar Orneginde 2-Tiyourasil Tayininin Yapilmast

Hazirlanan DNA biyosensoriiniin idrar Ornegindeki 2-TU tayini igin kullanip kullanilmayacagi
arastirildi. Bunun igin belli miktarlarda stok 2-TU ¢o6zeltisinden 6n muamele edilmis idrar 6rneklerine ilaveler
yapildi ve kalibrasyon grafigi kullanilarak idrar numunesi igerisindeki ilag miktarlar1 bulundu.
GCE/P(BCP)/dsDNA elektrot ile analiz sonucunda bagil standart sapmalar ve % geri kazanim degerleri
hesaplandi (Tablo 3).

Tablo 3. Idrar numunesinde 2-TU analizi (Sonuglar 3 6l¢iim i¢in verilmistir).

idrar Numunesi  GCE/P(BCP)/dsDNA

Idrara eklenen (mg L™?) 2,00
Bulunan miktar (mg L™) 2,21+0,12
Geri kazanim (%) 110,75
BSS (%) 5,40

Idrara eklenen (mg L™) 10,00
Bulunan miktar (mg L) 10,75+0,64
Geri Kazanim (%) 107,50
BSS (%) 5,92
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F. dsDN-2TU Etkilesiminin Spektroskopik Olarak Incelenmesi ve Etkilesim Modunun Belirlenmesi

Baglanma parametrelerinin saptanabilmesi i¢in absorbans ve dalga boyundaki degisimler de
kullanilabilir. Bu sebepten UV-Goriiniir bolge molekiiler absorpsiyon spektroskopisi, dSDNA ile 2-TU ilaci
arasindaki etkilesim modunun aydinlatilmasi i¢in kullanildi. Ligand olarak kullanilan kii¢iik maddeler absorbans
bandinda/dalga boyunda ve absorbans degerlerinde degisiklikler olusturur. Bu degisikleri anlamak i¢in dsDNA -
ilag etkilesimi sonrasi alinan spektrumda en yiiksek absorbansin gézlendigi dalga boyundaki kaymalar incelenir.
DNA'’ya interkalasyon yoluyla baglanan ilaglar genellikle hipokromizme ve batokromizme (kirmizi kayma) yol
acabilir. Ciinkii interkalatif mod DNA’nin baz ¢iftleri ile aromatik kromofor arasindaki istiflenme etkilesimini
icerir. DNA ve ila¢ arasinda elektrostatik etkilesim oldugunda ise hiperkromik etki gdzlenir. Kiiciik molekiillerin
DNA oluklarina baglanmasi halinde ise 6nemli bir kayma gézlenmez [14].

DNA ile diger molekiiller etkilesime gectiginde ¢ift sarmal dsDNA yapisindaki degisiklikler sonucu
izlenen spektral Ozellikler hiperkromizm ve hipokromizm olarak kabul edilir. Hiperkromizm ikincil DNA
yapisinin kopmasi anlamina gelmektedir. Hipokromizm ise elektrostatik etki ile ya da kiigiik molekiillerin
interkalasyon baglanma modunda DNA dubleks stabilizasyonunu ifade eder [30].

Sekil 6°da serbest 2-TU (10 mg L™) ve serbest dsDNA (30 mg L) absorpsiyon spektrumlari

goriilmektedir. Serbest 2-TU igin 275 nm’de maksimum absorbans goézlenirken, dsDNA ig¢in ise 260 nm’de
maksimum absorbans elde edildi.

2,5

2,0 b

(a) 30 mg L' dsDNA
—— (b) 10mg L™ 2-TU

1,5
<
1,0
0,5
0,0 ) ) — n
250 300 350 400
/ nm

Sekil 6.  Serbest 2-TU (10 mg L) ve serbest dsDNA’nin (30 mg L) UV-Gériiniir bdlge molekiiler absorpsiyon spektrumlari

2-TU ile etkilesim oncesi ve sonrasi elde edilen spektrumlar ise Sekil 7°de verildi. Artan derigimlerde 2-
TU ilave edildiginde, yaklagik 260 nm dalga boyundaki dSDNA pik absorbansinin arttigi ve daha uzun dalga
boylarina dogru hafif bir kayma gosterdigi belirlendi. dSSDNA’nin absorpsiyon spektrumundaki degisiklik 2-TU-
dsDNA kompleksinin olusumuna atfedilebilir.
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(@) 0mg L™ 2-TU

1,5
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300 350 400
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250
Sekil 7. dsDNA (30 mg L) ve 2-TU yoklugunda ve varliginda (2-20 mg L) UV-Gériiniir bdlge molekiiler absorpsiyon spektrumlari
UV-Goriiniir bolge molekiiler absorpsiyon spektroskopisi ile elde edilen veriler kullanilarak asagidaki
esitlige gore 2-TU ilacinin baglanma sabiti (K) hesaplanabilir:

A & , & 1

0 = X

AA, _SH-G ene  Klilag]

K: baglanma sabiti, A ve Ao: ilag varliginda ve yoklugunda dsDNA’nin absorbansi, g Ve en-g: dASDNA
ve ilag-dsDNA kompleksinin absorpsiyon katsayisidir.

1/(A-Ao)’a karst 1/K[ilag] grafige gecirilerek, kesim noktasi/egim oranindan baglanma sabiti (K)
bulunabilir. Buna gore, 2,09x10% L mol™ olarak hesaplandi. Bu baglanma sabiti degerinin klasik bir interkalator
olarak bilinen etidiyum bromiiriin baglanma sabiti degerinden (K= 1,23x10° L mol™) ve DPV y&ntemi ile
hesaplanan degerden daha diisiikk oldugu goriildii. dsSDNA’nin immobilize edilmedigi sartlar altinda, 2-TU’nun
dsDNA’ya nispeten daha ilimh baglandig1 seklinde agiklanabilir [31].

4. SONUCLAR

Bu calismada, poli(bromokrezol moru) ile modifiye edilmis camsi karbon elektroda dsDNA
elektrokimyasal yolla immobilize edilerek, 2-tiyourasil (2-TU) tayini i¢in ilk kez bir DNA biyosensorii
hazirlandi. 2-TU ve dsDNA molekiiliiniin etkilestirilmesi sonrasi, guanin sinyalindeki azalma, 2-TU’nun tayini
icin kullanildi. 2-TU igin dogrusal galigma araligi 0,1-50 mg L™! ve gozlenebilme smir1 0,033 mg Lt olarak
belirlendi. Bunun yaninda s6z konusu DNA biyosensorii kullanilarak, 2-TU ve dsDNA arasindaki etkilegimin
tipi aydimlatilmaya calisildi ve baslica baglanma modunun interkalasyon oldugu belirlendi. Benzer sekilde,
etkilesim tipi spektroskopik olarak da galisildi. Cozeltideki 2-TU derisimi arttik¢a, yaklasik 260 nm dalga
boyunda gozlenen dsDNA pik absorbansimin arttigi ve daha uzun dalga boylarina dogru hafif bir kayma
gosterdigi belirlendi. Ayrica, K baglanma sabiti hem DPV hem de UV-Goriiniir bdlge molekiiler absorpsiyon
spektroskopisi yontemiyle hesaplandi. Hazirlanan biyosensor ile ger¢ek numuneye ilave edilen 2-TU’nin tayini
basariyla gerceklestirildi.
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