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OZET
Bu calismada, halk arasinda {ilser, konstipasyon, hemoroit, romatizma ve menstriial hastaliklar gibi
rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan, yiiksek antioksidan aktiviteye sahip Hypericum scabrum L. bitkisine
ait metanol ekstresinin niikleik asit molekiilii “DNA” ile etkilesimlerinin tayini elektrokimyasal biyosensorler
ile yapilmustir. Etkilesim tayinine yonelik, Diferansiyel Puls Voltametrisi (DPV) ve Doniigiimlii Voltametri
(CV) yontemleri kullanilarak biyosensor sistemleri tasarlanmigtir. Calismada; kalem grafit elektrot, yardime1
elektrot ve referans elektrottan olusan 3’li elektrot sistemi kullanilacaktir. Calismada ilk olarak bitki
ekstresinin elektrokimyasal incelenmesi yapilarak elektroaktivite tayini saglanmustir. ikinci kisimda elektrot
yiizeyine tutturulan tek zincirli (ssDNA) ve ¢ift zincirli (dASDNA) DNA yapilart ile bitkiden hazirlanan metanol
ekstresinin etkilesimi saglanmistir. Ekstrede yer alan biyoaktif maddelerin DNA yapilarina etkisinin tayini
icin, etkilesim Oncesi ve sonrasinda DNA’nin en aktif bazlarindan biri olan ve yaklasik +1,0 V’da
yiikseltgenen guanin bazi sinyallerindeki degisim dikkate alinmustir. Sentetik DNA pargalarinin analizleri
tamamlandiktan sonra H. scabrum metanol ekstresinin DNA iizerine olan etkisi tasarlanan elektrokimyasal
biyosensor ile kisa siirede ve oldukga basit bir sekilde analizlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bitki
iceriginde yer alan biyoaktif maddelerin verdigi yanitlar arasindaki farkliliklar ve guanin bazinin
yiikseltgenme yanitindaki farkliliklar DPV teknigi kullanilarak tayin edilmistir. Tayinde ayrica metanol
ekstresinin yer aldig diisiiniilen flavonoitlerin elektrokimyasal olarak yanitlarinin olup olmadig: (aktif olup
olmadiklar1) elektrokimyasal tayin yontemlerinden doniisimlii voltametri teknigi (CV) kullanilarak
arastirtlmistir. Deneysel parametrelerdeki farkliliklarin (ortam ve pH, madde konsantrasyonu, DNA derisimi
vb.) DPV teknigiyle incelenmesi yapilmistir. Bu incelemeler sonucunda, 2,5 pg/mL Hypericum scabrum L.
metanolik ekstresi ile 20 pg/mL dsDNA ve ssDNA etkilesime sokulmustur. Elde edilen verilere gore, bitki
igeriginde yer alan aktif maddelerin DNA’ya baglanma yetenegi, oksidasyon sinyalleri (yaklasik %70
oraninda azalma) tizerinden ortaya konulmustur.
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ABSTRACT
In this study, a voltammetric sensor was used to determine the interactions of the methanol extract of the plant
Hypericum scabrum L., with the nucleic acid molecule "DNA". Hypericum scabrum L., which has high
antioxidant activity is also used in the treatment of diseases such as ulcers, constipation, hemorrhoids,
rheumatism, and menstrual diseases. Our biosensor system has been designed using differential pulse
voltammetry (DPV) and cyclic voltammetry (CV) methods. In the study; A 3-electrode system consisting of
a pencil graphite electrode, auxiliary electrode, and reference electrode will be used. In the study, firstly, an
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electrochemical analysis of the plant extract was performed and electroactivity was determined. In the second
part, the single-stranded (ssDNA) and double-stranded (dsDNA) DNA structures were attached to the
electrode surface and then, the DNA-modified electrodes were interacted with the methanol extract obtained
from H. scabrum solutions. To determine the effect of the bioactive substances contained in the extract on
DNA structures, the change in guanine oxidation signal, which is one of the most active bases of DNA and is
oxidized at approximately +1.0 V, was measured account before and after the interaction. After the analysis
of synthetic DNA fragments was completed, the effect of the methanol extract obtained from H. scabrum on
DNA was analyzed in a short time and in a very simple way with the designed electrochemical biosensor. As
a result of the studies, the differences between the responses of the bioactive substances contained in the plant
and the differences in the oxidation response of the guanine base were determined using the DPV technique.
In the determination, whether the flavonoids, which are thought to be included in the methanol extract, have
an electrochemical response (whether they are active or not) was investigated using the cyclic voltammetry
technique (CV), one of the electrochemical determination methods. Differences in experimental parameters
(environment and pH, substance concentration, DNA concentration, etc.) were examined with the DPV
technique. As a result of these investigations, 20 pg/mL dsDNA and ssDNA interacted with 2.5 pg/mL
Hypericum scabrum L. methanolic extract. According to the obtained data, the DNA binding ability of the
active substances contained in the plant was revealed through oxidation signals (approximately 70%
reduction).
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1. Giris

Basta bitkiler olmak iizere dogal iiriinlerin tibbi amagla kullanimi1 Siimerliler zamaninda
baglamis ve Hipokrat tarafindan tedavi amaciyla yaklasik 400 farkli bitki kullanilmistir. Gilintimiizde
doganin kaynagina yonelme ve bitkilerle tedavi popiilaritesi giderek artan tamamlayici tip yontemleri
arasinda yer almaktadir. Oldukga etkili olan bir¢ok modern ilag dogal kaynaklardan esinlenerek ortaya
cikmugtir. Son yillarda en ¢ok satilan ilaglarin dogal triinlerden elde edildigi tespit edilmistir [1-3].
Ornegin kanser tedavisinde kullanilan taksol Taxus brevifolia Nutt. bitkisinden, vinkristin Catharanthus
roseus (L.) G. Don bitkisinden, morfin Papaver somniferum L. bitkisinden elde edilmistir [4]. Yapilan
bir caligmada 1983 ve 1994 yillar1 arasinda onay almis 520 ilacin %39 unun dogal {iriinler veya bunlarin
tiirevleri oldugu ayrica antibakteriyel ve antikanser ilaglarin %60-80’inin de dogal orjinli oldugu tespit
edilmistir [5]. 2001 yilinda en ¢ok satilan 30 ilagtan 8’inin dogal iirlinler veya tiirevleri oldugu
belirlenmigtir.

Sentetik yollardan elde edilen ilaglarn her gecen giin ortaya ¢ikan yeni yan etkileri nedeniyle
bitkisel iiriinlere yonelim artmistir. Dolayisiyla daha etkili ve en diisiik yan etkiye sahip, kolay tolere
edilebilir ila¢ molekiillerinin elde edilebilmesi 6nemli beklentiler arasinda yer almaktadir. Bu beklentiler
dogrultusunda arastirmalarimiz, halk arasinda hastaliklarin tedavisinde kullanilan bitkilerin, halk ilaci
olarak hazirlanma ve uygulanma yontemlerinin saptanmasina ve s6z konusu etkilerinin bilimsel olarak
kanitlanmasi ile etkiden sorumlu bilesiklerin tespitine yonelik yapilan ¢aligsmalar1 kapsamaktadir. Kii¢iik
molekiillerin biyoaktivite derecelerinin test edilmesi amaciyla pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (in vitro/in
vivo) [6-8]. DNA biyosensorleri, basta ilag molekiilleri olmak iizere pek ¢ok aktif maddenin hem DNA
lizerine etkisinin arastirilmasina hem de kantitatif analiz saglayarak etkin madde miktarlarinin tespitine
olanak saglamaktadir. Biyosensorler, sahip oldugu biyolojik tanima yiizeyi ile nano boyut diizeyinde
etkilesimin tayin edildigi, kantitatif ve in vitro analiz saglayan kiiglik cihazlardir [9, 10].

Incelenen Hypericaceae familyasina ait olan Hypericum scabrum L. bitkisinden daha &nceki
caligmalarda tanenler, floroglusinoller, fenilpropanlar, flavonoitler ve proantosiyaninler gibi ¢esitli
bilesikler izole edilmis ve tanimlanmustir [11]. Geleneksel tedavide H. scabrum peptik iilser, gastrit,
hemoroit, romatizma, kabizlik ve sarilik tedavisinde kullanilmaktadir [12, 13]. Ilhan ve ark tarafindan
yapilan ¢alismada H. scabrum bitkisinin toprak istii kisimlarindan hazirlanan metanol ekstresinin
yapilan LC-MS/MS ¢alismalar1 sonucunda flavonoitler bakimindan zengin oldugu tespit edilmistir [14].
Ozellikle flavonoitler olmak iizere bitkinin icerdigi maddelerin, literatiir taramalarinda elektrokimyasal
olarak incelenmeye uygun oldugu tespit edilmistir [12, 15]. Yapilan literatiir caligmalar1 sonucunda H.
scabrum bitkisine ait yapilmis bir biyosensor ¢alismasi bulunmamaktadir. Bu da bitkiden hazirlanan
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ekstre ile DNA etkilesiminin ilk defa analizinin yapildigini1 géstermektedir. Bu ¢alismada, halk arasinda
hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir bitki tiiriiniin, mikromolar diizeyde analizi gerceklestirilmistir.
Amag, bitkide yer alan biyoaktif maddelerin saflastirma basmagina gerek kalmaksizin aktivitelerinin
tayinini saglamaktir. Boylelikle, tedavi edici 6zellikleri kanitlandiktan sonra saflastirma prosediirii
uygulanabilir. Bu y6nde c¢aligsma ilkler arasinda yer almaktadir.

Bu ¢alismada, benzer ¢alismalarina siklikla rastlanmayan; geleneksel tedavide kullanimi olan
H. scabrum bitkisinden hazirlanan metanol ekstresi hazirlandiktan sonra, bu ekstreden hazirlanan sulu
cozeltilerin niikleik asit molekiili “DNA” ile olan etkilesimleri “elektrokimyasal biyosensor
teknolojileri” kullanilarak incelenmistir. Tasarimi yapilan elektrokimyasal biyosensorde, tek
kullanimlik (kullan-at) 6zellikteki kalem grafit elektrot (PGE) cevirici olarak kullanilmistir. Elektrot
ylizeyine tutturulan guanin bazlarini igeren sentetik DNA’lar ile oksidasyon sinyali incelenmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Kullanilan Cihazlar

Voltametrik ¢aligmalar, elektrokimyasal analiz cihazi Autolab tip III (GPES 4.9 yazilim paketi
(EcoChemie, Hollanda)) ile gerceklestirildi. Elde edilen yalin voltamogramlara, ‘Savitzky ve Golay’
yazilim programi kullanilarak zemin diizeltmesi yapilmistir. Referans elektrot olarak MF 2012, BAS
kodlu Ag/AgCl, yardimct elektrot olarak MW 1032, BAS kodlu platin tel elektrot kullanilmigtir. 4
mililitrelik elektrokimyasal cam deney hiicreleri (ii¢ elektrot girisli) kullanilmistir. Diizenegin alt
kismina manyetik karistirict yerlestirilmisti. WTW, inolab pH 720 ile ¢ozeltilerin pH odlglimleri
yapilmustir.

2.2. Kimyasal materyal

Calismada kullanilan baglica kimyasallar, di-sodyum hidrojen fosfat (Na;HPO4), sodyum di-
hidrojen fosfat di-hidrat (NaH,PQ4.2H,0), dietanolamin (C4H11NO,, DEA), sodyum kloriir (NaCl),
potasyum kloriir (KCl), magnezyum kloriir heksahidrat (MgCl,.6H,0) Sigma-Aldrich'ten elde edildi.
pH 2-10 arasindaki 0,1 M Britton-Robinson (BR) tamponu destek elektroliti olarak kullanildi. Tiim
tampon, stok ve destek tampon ¢o6zeltilerinin hazirlanmasinda ultra saf su kullanildi VAN
(ReagentPlus®, 9%99). Cift sarmalli balik sperm DNA's1 Serva'dan (Almanya) alindi. Sonrasinda,
dsDNA stok soliisyonlar1 yliksek konsantrasyonda (1000 ng/mL gibi) hazirlanarak -200C'de saklandi.

2.3. Bitkinin Toplanmasi ve Metanol Ekstresinin hazirlanisi

H. scabrum bitkisi Van Baskale il¢esi Giizeldere mevkiinden toplanmig, Dog. Dr. Hiiseyin
Eroglu tarafindan teshis edilmis ve herbaryum 6rnegi Van Yiiziincii Y1l Universitesi Herbaryumu’nda
muhafaza edilmektedir (VANF165216). H. scabrum bitkisinden metanol ekstresi, Ilhan ve ark
tarafindan kullanilan yontem kullanilarak hazirlanmistir [14].

2.4. Ekstre karakterizasyonu

[k olarak bitkiden hazirlanan metanol ekstresinde elektroaktif madde tayini i¢in doniisiimlii
voltametri (CV) yontemiyle tarama yapilir.
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2.5. CV yontemi

Doniistimlii voltametri (CV) de belirli potansiyel araliginda potansiyel taramasi yapilarak olusan
akim o6l¢iiliir ve analizlenecek maddenin hangi potansiyelde nasil davranig gosterdigi hakkinda bilgi
verir. Elde edilen bilgiler dogrultusunda maddenin en iyi yanit1 verdigi bolge (potansiyel) bulunur.

Olgiim: Calismada kullamlan kalem grafit elektrot: asetat tamponu igerisinde 1.4V’ta 1 dk
tutularak aktive edilmistir. Bitkiden hazirlanan metanol ekstresi aktive elektrota adsorbsiyon yoluyla
immobilize edilmistir. Doniisiimlii voltametride ile (-0,05)-(+1,15)-(-0,05) V araliginda 120 mV/s, hizda
8 mV adim gerilimi ile elektrokimyasal 6l¢lim saglanmustir.

2.6. pH Tarama

H. scabrum metanol ekstresinden 25 pg/mL derisiminde ¢6zelti hazirlanmistir. Elektrot
yiizeyine 50 pl hacminde 45 dk adsorbsiyon yoluyla immobilize edilmistir. Olgiim esnasinda destek
¢ozeltisi olarak BR tamponuna ait pH 2-9 araliginda ¢ozeltiler kullanilmistir. Olgiim: DPV ile +0,0V
dan +1,40 V’a kadar, 15 mV/sn tarama hizinda, 50 mV amplitiit ve 8 mV adim potansiyeli uygulanarak
Olciim saglanmustir.

2.7. Konsantrasyon Calismasi

Artan derisimlere sahip (1-2,5-5-7,5-10 pg/mL) metanol ekstresine ait ¢ozeltiler hazirlanmistir.
Elektrot yiizeyine 50 ul hacminde 45 dk adsorbsiyon yoluyla immobilize edilmistir. Olgiim: DPV ile
+0,0V dan +1,40 V’a kadar, 15 mV/sn tarama hizinda, 50 mV amplitiit ve 8 mV adim potansiyeli
uygulanarak 6l¢iim saglanmistir.

2.8. Biyomolekiiler Etkilesim

Sunulan c¢alismada hazirlanan H. scabrum metanol ekstresinin dsDNA ve ssDNA ile
etkilesimleri elektrot ylizeyinde tayin edilmistir. Yontemlere ait islem gemasi asagida verilmistir.
Caligma iki basamakta gergeklestirilmistir:

i. DNA Immobilizasyonu: 100’er pL olacak sekilde PCR tiiplerine dagitilan 5 pg/mL
konsantrasyonunda PBS’de hazirlanmig ssDNA/dsDNA c¢ozeltilerine, aktive edilmis elektrotlar 20 dk
siireyle daldirilarak, adsorbsiyon yoluyla DNA tutturulmasi saglanmistir. Baglanmadan sonra, yiizey 1
kez bos PBS ¢ozeltisinde yikanarak elektrot yiizeyine baglanmayan DNA dizileri uzaklastirilmistir.

ii. Bitkiden hazirlanan metanol ekstresi ile etkilesim: DNA immobilize elektrotlar 100’er pL
olacak sekilde PCR tiiplerine dagitilan 10 pg/mL konsantrasyonunda bitki ekstresiyle belirli siirelerde
etkilestirilir. Bu islemden sonra, yiizey 1 kez bos PBS ¢6zeltisinde yikanir.

Olgiim: DPV yoéntemiyle, bitki ekstresi-DNA etkilesimi tayini: DPV ile +0,0V dan +1,40 V’a
kadar, 15 mV/sn tarama hizinda, 50 mV amplitiit ve 8 mV adim potansiyeli uygulanarak etkilesim oncesi
ve sonrasinda elde edilen guanin yiikseltgenme sinyalleri Olgiilmiistiir. Elde edilen ham egriler,
potansiyostattaki GPES yazilim sistemi ile tanimlanabilir pikler haline doniistiiriilerek pik yiikseklikleri
degerlendirilmistir.

3. Sonuclar ve Tartisma
3.1. H. scabrum Metanol Ekstresinin CV ile Tayini

Deneyde 25 ng/mL konsantrasyonunda metanol ekstresi i¢eren ¢ozeltiler hazirlanmig ve KGE
yilizeyine uygulanmistir. Caligmanin bu bdliimiinde, biosensdrle hazirlik asamasina gegmeden 6nce
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metanol ekstresinin optimum elektrokimyasal ol¢iim sartlar1 arastirilmistir. Ik olarak metanol
ekstresinde elektroaktivite tespiti amaciyla CV tarama calismasi yapilmistir. Burada anodik ve katodik
(yikseltgenme ve indirgenme) bdlgelerinde ayri taramalar yapilmistir. Ekstre iceriginin elektroaktif
olmasi ¢alismada ¢ok 6nemlidir. Clinkii DNA ile etkilesimde kendine ait elektroaktif sinyalin degisimi,
caligmanin yorumlanmasinda temel analiz noktalarindan olmustur.

3.2. H. scabrum Bitki Ekstrelerinin CV Tarama Hizi1 Calismalari

H. scabrum metanol ekstresinden hazirlanan su bazli ¢ozeltinin (25 pg/mL) elektrokimyasal
analizi sirasinda KGE elektrot yiizeyinde gergeklesen reaksiyonu aydinlatmak amaciyla tarama hizi
calismalar1 yapilmistir. Bu amagla pH 5 BR tamponu igerisinde 25 pg/mL H. scabrum metanol
ekstresinin 0,1-0,8 V potansiyel araliginda 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ve 300 mV/s tarama hizlarinda
doniisiimlii voltamogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 2). Her tarama hizinda {i¢ 6l¢iim alinmis ve ortalama
degerler kullanilmistir. Elde edilen voltamogramlar 0,41 V ve 0,55 V civari elde edilen ekstreye ait iki
elektroaktif nokta lizerinden degerlendirilmistir.
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Sekil 1. 25 ug/mL H. scabrum metanol ekstresinin 0.1 M BR tamponu (pH=5,0) igerisinde KG elektrot
ile farkli hizlarda alinan dontisiimlii voltamogramlart (1: 25, 2: 50, 3: 75, 4: 100, 5: 150, 6: 200, 7: 300
mV/s).

-0.174>a(6_51

H. scabrum metanol ekstresinden hazirlanan 25 pg/mL konsantrasyondaki ¢ozeltisi, aktive
edilmis elektrotlara 100 uL hacminde viallerde 20 dk immobilize edildikten sonra CV teknigi ile 0.1 M
BR tamponu (pH=5,0) icerisinde 1 dakika tutulduktan sonra yapildi. Ekstre elektroaktif olarak belirgin
olarak iki farkli noktada (anodik) sinyal vermektedir (Sekil 1).

H. scabrum metanol ekstresine ait 25- 300 mV/s arasinda alinan doniisimlii voltamogramlar
incelendiginde, tarama hizlarimin artmasiyla pik potansiyellerinde ve pik akimlarinda dogrusal bir artis
gbzlenmistir. Elektrot yiizeyinde gerceklesen reaksiyon mekanizmasinin daha anlasilabilir olmasi
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amactyla, tarama hizi ve tarama hizinin karekokiine karsilik pik akimlari grafiksel olarak ifade
edildiginde tarama hizinin karekdkii ile pik akimlar1 arasinda dogrusal bir iligki elde edilmistir ve elde
edilen grafik Sekil 2 A/B’de verilmistir.
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Sekil 2. 25 pg/mL H. scabrum metanol ekstresinin 0.1 M BR tamponu (pH=5.0) ortaminda 0.41 V civari
elde edilen oksidasyon pikine ait tarama hizi sonuglart (25 — 300 mV/s tarama hizinda CV ile alinan
voltamogramlar, A) tarama hiz1 karekokiine karsi, pik akimi degisimini gdsteren grafik, B) tarama
hizlarinin logaritmasina karsi, pik akimlar1 logaritmasi grafigi).

Elde edilen grafikler ile, bitki iceriginde yer alan elektroaktif flavonoit oldugu diisiiniilen
maddelerin elektrot ylizeyine taginma mekanizmasi aydinlatilabilir. Bunun i¢in Sekil 3 A ve B’de elde
edilen esitlikler ve egim degerleri kullanilmaktadir [16, 17]. Elektrot ylizeyine madde tasmimu,
adsorbsiyon veya difiizyon kontrollii yapilmaktadir. KGE elektrot yiizeyinde adsorpsiyon kontroliinden
s0z edebilmek i¢in grafiginin dogrusal ve egiminin 0,5 degerinden daha biiyiik bir degerde olmasi
gerekir. Ancak 0,5’ten daha kii¢iik bir egim degeri olmasi durumunda reaksiyon difiizyon kontrollii
olarak gergeklestigi bilinmektedir [18, 19]. Tarama hizinin karekokiine karsi pik akimlar1 grafiginde
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(Sekil 3 A) ve tarama hizlarinin logaritmasina karsi, pik akimlari logaritmasi grafiklerinde (Sekil 3 B)
elde edilen esitlikler asagida verilmistir:

ip(1A)=0,3508v¥2(mv/s)-0,9072 (n=3, R=0,9916) (0,41 V, Sekil 3A)
log ip(uA)= 0,59610g v (MV/s)-0,3405 (n=3, R=0,9979) (0,41 V, Sekil 3B)

Teorik olarak elektrot yiizeyine kiitle tasiniminda; elde edilen egim 0,5’ten kiigiik veya esitse
diffiizyon kontrollii, 0,5’ten biiyiik ise adsorbsiyon kontrollii bir yiik taginimi gergeklestirilir [18, 20,
22]. Elde edilen R? degerlerinin 1,0'e yakin bir deger olmasi ve egim degerlerinin 0,5 degerine yakin
olmasi nedeniyle KGE, yiizeyinde gerceklesen elektrokimyasal reaksiyonun difiizyon kontrollii bir
reaksiyon oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, artan tarama hiz1 degerleriyle bir logv—logl grafigi
olusturulmus ve bu denklemden dogrusal bir grafik elde edilmistir (Sekil 3B). Bu denkleme karsilik
gelen egim degerlerinin teorik deger olan 0,5’e yakin olmasi, elektrokimyasal reaksiyonun difiizyon
kontrollii bir islemle gerceklestigini kanitlamistir. Bu sebeple DNA modifiye sensor yiizeyindeki
ektraktlara ait etkilesim ¢aligmalar difiizyon yoluyla gergeklestirilmistir.

3.3. H. scabrum Metanol Ekstresinden Elde Edilen Su Bazh Cozeltilere pH Etkisinin
Incelenmesi

Calismada BR tamponu kullanilmigtir. H. scabrum metanol ekstresi 25 pg/mL
konsantrasyonunda su ile ¢ozelti hazirlanarak pH 3-10 arasinda 6l¢iim saglanmistir (Sekil 4).

0.117x10*;

0.092x10*;

0.067x10*4

AKIM (UA)

0.042x10*;

0.017x10*;

4
-0.008x107 %> 0.058 0.308 0.558 0.808

POTANSIYEL (V)

Sekil 3. BR tamponunda (pH:2-9) 25 pg/mL H. scabrum metanol ekstresinin DPV voltammogramlari.
(Olgiim parametreleri: tarama araligi (-0,20 V dan +0,82 V’a), 15 mV/sn tarama hizinda, 50 mV amplitiit
ve 8 mV adim potansiyeli)
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Degisen pH degerlerine bitki ekstresinin verdigi cevaplar sekil 4’de goriilmektedir. Sinyaller
pH degisimine gore degisim ve kayma gostermistir. Buna gore asidik ortamda sinyaller yiiksek iken pH
7’den sonra sinyallerin belirgin bir farklilik (diisiik sinyal) gosterdigi goriilmektedir. En yiiksek
elektrokimyasal sinyali veren ekstresi pH degeri 5 olarak bulunmustur (Sekil 4). Elde edilen verilere
gore, H. scabrum metanol ekstresinde bulunan maddelerin oksidasyonu pH bagimlidir. Ayrica ¢ozelti
pH'inin yiikseltilmesi ekstreye ait pikin, tepe potansiyelinde negatif yonde bir kayma saglamistir. pH
degisimi ile tepe potansiyelleri arasindaki iligski agagidaki dogrusal regresyon denklemiyle ifade edilir.
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Sekil 4. H. scabrum metanol ekstresi (25 pg/mL) BR tamponu ile pH 2-9 arasinda tarama ile analizine
ait histogram.

Ep (V) =—0,0556 pH + 0,6092, R? = 0,9954.

Sekil 5'de ¢ozeltinin degisen pH'1 ve H. scabrum metanol ekstresinden elde edilen pik potansiyel
noktalar1 arasindaki baglanti degerlendirildi. Bu denklemde grafikteki egim degeri kullanilmstir.
Grafikten egim, - 55,6 mV/pH birimi olarak bulunmus olup, bu deger -59 mV'lik teorik degere (Nernst
denkleminde verilen deger) yakindir, bu da elektrot reaksiyonunda yani oksidasyon sirasinda alinan ve
verilen elektron ve proton sayisinin birbirine esit oldugunu gostermektedir [22]. Ote yandan H. scabrum
metanol ekstresinin flavonoit yapisindaki bilesikleri icerdigi ve elde edilen bu egim degerinin aslinda
flavonoitlerin davranisina benzer oldugu bilinmektedir [23, 24]. Bagka bir deyisle bu deger ekstrede en
az bir flavonoit bilesiginin varligin1 kanitlamaktadir.

3.4. H. scabrum Metanol Ekstresine Ait En Uygun Ekstre Derisiminin Bulunmasi

DNA ile etkilesimden 6nce en uygun ekstre derigiminin tayini igin, 01-0,5-0,75-1-2,5-5-7,5-10
ug/mL derisiminde ¢ozeltiler BR (pH: 5,00) tamponunda hazirlanarak 100 uL viallerde 30 dakika KGE
ylizeyine immobilizasyonu saglanmistir. Daha sonra yikanan elektrotlar metot kisminda verilen 6lgiim
parametrelerine uygun olarak DPV yontemiyle 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 5. H. scabrum metanol ekstresine ait derisim ¢alismasi sonrasi dlglilen 0,41 V’ta yer alan
oksidasyon sinyallerine ait degisimleri igeren histogram.

Sekil 5’de H. scabrum metanol ekstresine ait artan derisimlerde ¢ozeltiler kullanilarak en uygun
derigimin saptanmasi amaglanmistir. Elde edilen verilerde, derisim galigmasindan, artan derigsime bagl

olarak oksidasyon sinyallerinde de lineer bir artis oldugu gozlenmektedir. DNA ile etkilesim
caligsmasinda kullanilacak en uygun konsantrasyon 2,5 pg/mL olarak belirlenmistir.

3.5. H. scabrum Metanol Ekstresinin Biyomolekiiler Etkilesimi

Derisim ¢alismasi sonrasi belirlenen optimum konsantrasyon (2,5ug/mL) ile ssDNA/dsDNA
(20 pg/mL) biyomolekiiler etkilesim saglanmistir.
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3.5.1. H. scabrum metanol ekstresinin ssDNA ile biyomolekiiler etkilesimi

ekstre sinyali

A

0.117x10°>;
ssDNA ve ekstre sinyali
0.092x10°] / A
<::3 c
S 0.067x10° a b
%
<
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0.017x10°>;

-

A 5) . . . ¥ r . r v T
0'008)(1%.237 0.337 0.437 0.537 0.637 0.737 0.837 0.937 1.037 1.137
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Sekil 6. H. scabrum metanol ekstresinden elde edilen belli konsantrasyondaki (ssDNA: 20 pg/mL, H.
scabrum metanol ekstresi: 2,5 ug/mL) ¢ozeltilerin DNA {izerine etkisinin elektrokimyasal 6l¢timiine ait
voltamogrami. a: H. scabrum metanol ekstresi (yalin), b: DNA (yalin), c: DNA+ H. scabrum metanol
ekstresi.

Elektroaktif igerige sahip oldugu daha Onceki c¢aligmalarla belirlenen H. scabrum metanol
ekstresinin, DNA iizerine etkisi bu boliimde incelendi. Kullanilan ssDNA biyolojik materyali, yaklasik
olarak 1V’ta guanin oksidasyonundan kaynakli olusan anodik sinyal vermektedir. H. scabrum metanol
ekstresi ile etkilesim Oncesi ve sonrasi, guanin oksidasyon sinyali 6l¢iilmiistiir. Diger yandan, ekstre
iceriginden kaynakli oksidasyon sonucu 0,4 V ve yaklasik olarak 1V’ta meydana gelen iki anodik pik
incelenmistir. Sekil 7°de yer alan voltamogramda ekstre ve DNA kaynakli1 oksidasyon pikleri, metanol
ekstresi ile etkilesimden dnce ve sonra elde edilen degisimlere yer verilmistir. Yapilan deneyde DNA’ya
ait guanin bazinda meydana gelen oksidasyon sonucu 1V civari olusan sinyal incelenmistir. Buna gore
ekstrede yer alan aktif maddelerin etkisi guanin oksidasyon sinyalinde meydana gelen degisimler
Olciilerek degerlendirilmistir (b). Ciinkii deneyde ayni sartlar altinda ekstre etkisi (¢) incelenmigtir. DNA
iizerinde etkisi olan tek degisken ekstre oldugu i¢in bu degerlendirme yapilmistir. Degerlendirmede 0,4
V ve 1V civari elde edilen ekstreye ait ki elektroaktif noktanin DNA ile etkilesiminde nasil tepki verdigi
ile ilgilidir. Sekil 7 de yer alan voltamogramda 1 V civari tek basina metanol ekstresi (a), DNA (b) ve
DNA-metanol ekstresi (c) sinyalinde olusan degisimler tek tek degerlendirilmistir. Ekstreye ait oldugu
diisiiniilen 0,4 V’ta yer alan oksidasyon sinyali etkilesim 6ncesi yaklasik 1,15 pA (RSD: 0,5, n:3) olarak
Olciiliirken, DNA ile etkilesimden sonra 0,45 pA (RSD: 0,25, n:3) olarak Sl¢iilmiistiir. Ote yandan,
ekstrenin bir diger oksidasyon sinyali (1V’ta yer alan) etkilesim oncesi yaklasik 0,675 pA (RSD: 0,5,
n:3) olarak 6lgiiliirken, DNA ile etkilesimden sonra guanin sinyali ile birleserek yaklasik 0,1 V kayma
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gostererek guanin oksidasyon bolgesinde 0,72 pA (RSD: 0,33, n:3) olarak olgiilmiistiir. Ekstre ile
etkilesim oncesi ssDNA sinyali 1,1 V’ta 0,52 pA (RSD: 0,33, n:3) olarak 6l¢iildii. Ekstre ile etkilesim
sonrasi, ssDNA sinyali potansiyel noktasi degismeden bir miktar sinyal artis1 ile 0,72 pA (RSD: 0,33,
n:3) olarak Sl¢iildii. Sonuglar goz 6niine alindiginda; metanol ekstresine ait sinyalin ssDNA ile etkilesim
sonras1 degisime ugradigi net bir sekilde gorilmektedir. Diger bir yandan DNA sinyalinin bir artis
gosterdigi belirlenmistir.

3.5.2. H. scabrum metanol ekstresinin dsDNA ile biyomolekiiler etkilesimi

ekstre sinyali

A

dsDNA ve ekstre sinyali
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Sekil 7. H. scabrum metanol ekstresinden elde edilen belli konsantrasyondaki (dsDNA: 20 ug/mL, H.
scabrum metanol ekstresi: 2,5 ug/mL) ¢ozeltilerin DNA {izerine etkisinin elektrokimyasal 6l¢iimiine ait
voltamogrami. a: H. scabrum metanol ekstresi (yalin), b: DNA (yalin), c: DNA+ H. scabrum metanol
ekstresi.

Ekstre igeriginde yer alan biyoaktif bilesenlerin DNA ile etkilesim sonuglart bu bolimde
dsDNA kullanilarak incelenmistir. Bir 6nceki ¢alismaya benzer sekilde ekstre ve dsSDNA oksidasyon
sinyalleri, etkilesim Oncesi ve sonrasi tek tek incelenmistir. Metanol ekstresi iki farkli (0,4, 1V) noktada
oksidasyon sinyaline sahiptir. Biyomolekiiler etkilesimden sonra, 0,4 V’ta yer alan oksidasyon sinyali
yaklasik %70 azalma gostererek 0,35 uA (RSD: 0,33, n:3) olarak 6l¢tilmistiir. Ekstre oksidasyon sinyali
dsDNA ile etkilesimden sonra 1V’ta yer alan bélgede 0.1 V kayma gostererek guanin bolgesinde 0,85
pA (RSD: 0,30, n:3) olarak 6l¢iilmiistiir. Diger yandan, dsDNA metanol ekstresi ile etkilesim sonrasi
yaklasik %50 artis gostererek 0,85 pA (RSD: 0,30, n:3) olarak ol¢lilmiistiir.
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DNA ile biyomolekiiler etkilesim incelendiginde metanol ektresinin, ssDNA ve dsDNA’y1
oksidasyon sinyalleri degisimleri géz Oniine alinarak etkiledigi tespit edilmistir. Bir karsilastirma
yapilirsa, dsDNA ile etkilesim ve sinyal degisim oranlarinin, ssDNA ile olan etkilesime oranla farkli
oldugu belirgin olarak fark edilmektedir. Buna gore DNA’ya baglanma sekillerine gére siniflandirilan
(interkalatorler, kimyasal baglanan materyaller vs.) gibi yapilarina gore icerik yorumlamasi yapilabilir.
Ekstre igerigindeki biyoaktif igeriklerin dsDNA ¢ift zincir yapisina afinitesi oldugu Sekil 8’de yer alan
oksidasyon sinyal degisimleri ile iligkili olarak yorumlanabilmektedir. Bunun yani sira, ssDNA ile
etkilesiminin oldugu verilen voltamogramlar ile desteklenmektedir. Bu sonuclara dayanarak, ekstre
iceriginin DNA omurgasina baglanabildigi diisiiniilmektedir.

4. Sonuc¢

Bu ¢alismada, H. scabrum metanol ekstresi ve DNA etkilesiminin tespiti i¢in tek kullanimlik
kalem grafit elektrot bazli, etiketsiz, basit, dogrudan ve hassas bir elektrokimyasal DNA biyosensorii
tasarlanmustir. Kullanilan yontem, olasi ekstre bilesenleri (flavonoitler) ile ssDNA/dsDNA arasindaki
etkilesimi, indikator kullamim1 veya etiketleme, nanomateryal modifikasyonu veya kendi kendine bir
araya getirilmis bir yap1 olusturma gibi herhangi bir ekstra deneysel protokol olmadan 45 dakikalik bir
etkilesim siiresinde analiz edilmesini sagladi. Literatiir taramasinda H. scabrum metanol ekstresinin
DNA ile etkilesiminin tespiti i¢in su ana kadar kullanilan bu kadar basit ve dogrudan bir voltametrik
teknik bulunmamaktadir. Yaklasik 2,5 pg/mL ekstre ve 20 pg/mL ssDNA/dsDNA kullanilarak elde
edilen 50 pL reaksiyon hacmindeki 26 ng'lik saptama siniri, DNA-H. scabrum metanol ekstresi
etkilesiminin tespiti igin yeterince diisiik ve tatmin edicidir. Onerdigimiz biyosensériin kolay kullanimls,
ekonomik, tek kullanimlik ve taginabilir olmas1 gibi avantajlari da bulunmaktadir. Tiim bu 6zellikler
biyosensor tasarim teknolojileri agisindan 6nem tasimaktadir. H. scabrum metanol ekstresinin DNA ile
biyomolekiiler etkilesiminin belirlenmesi i¢in tasarlanan bu ¢ok basit elektrokimyasal teknigin, diger
ekstreler-DNA etkilesimlerinin analizi i¢in de uygun olacagini Ongdriiyoruz. Deneyimlerimiz
dogrultusunda metodoloji, sahada (bitki yetistirilen tarla vb.) veya herhangi bir laboratuvar ortaminda
hizl1 teshis test sistemlerinde de kolaylikla uyarlanip kullanilabilir.
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