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OZET

TERS IYONTOFOREZ YONTEMI ILE HOMOSISTEIN MOLEKULUNUN
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Homosistein, kronik kalp rahatsizliklarinda kandaki diizeyi 6nemli bir gosterge
olan, anlik tayini ve izlenmesi onem arz eden bir aminoasittir. Tez ¢aligmasinda,
homosisteinin, ters iyontoforez teknigi uygulanarak ve non-invaziv olarak, doku
stvist ile birlikte deri digina alinmasi ve alinan bu sivida, amperometrik homosistein
biyosensorii kullanilarak tayin edilmesine hizmet eden giyilebilir bir biyosensor
sisteminin gelistirilmesi hedeflenmistir.

Bu amacla, tez calismasi iic asamali olarak yiiriitiilmiis olup ilk asamada, bir
Screen Printed Karbon Elektrodun (SPCE) yiizeyi, kitosan, ferrosen ve karbon Nano
Tiipiin (CNT) belli oranlarini igeren bir karisimla modifiye edilmistir. Bu ylizeye, D-
aminoasit oksidaz enziminin gluteraldehit ile immobilizasyonu saglanarak
amperometrik homosistein biyosensor gelistirilmis olup, kalibrasyon araligi 3-100,
tayin limiti (LOQ) 2,184 uM olarak tespit edilmistir. Literatiirdeki 6rneklerine gore
performansi basarili olup tek kullanim i¢in uygundur. Amperometik homosistein
biyosensoriin dogruluk testi insan serum Ornegi kullanilarak yapilmis olup elde
edilen veriler HPLC sonuglar ile karsilastirilmistir. Ikinci asamada, deri yiizeyinden
doku sivisinin disariya alinmasini simiile eden bir ters iyontoforez hiicresi
hazirlanmistir. Ayirict membran olarak selilloz ester kullanilmistir. Farklhi
homosistein konsantrasyonlarinda, uygulanan akim yogunlugu ve iyontoforez
stiresinin optimizasyonu yapilarak aralarindaki iliski ortaya konulmustur. Elde edilen
verilerin literatiir ile uyumlu oldugu gozlenmistir. Son agsamada, optimize edilen ters
iyontoforez sartlarinda, homosisteinin ekstraksiyonu gerceklestirilmis ve elde edilen
ektraktlarin amperometik homosistein biyosersorii kullanilarak damlatma yontemiyle
tayini gerceklestirilmistir. Viicuttaki homosisteini simiile eden 15-100 uM araliginda
farkli konsantrasyona sahip standart ¢ozeltilerin, 30 uM’mn altindaki degerlerinden
ekstrakte edilen homosistein miktarlar1 biyosensoriin tayin limitinin altinda kaldig:
icin analiz edilememistir. 30 uM’dan daha yiiksek konsantrasyona sahip standart
cozeltilerinden elde edilen ekstraktlardaki homosisteinin ise, amperometirk
homosistein biyosensoriin ¢alisma araligina denk geldigi gbézlenmis ve basar ile
tayini gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimler: Ters iyontoforez, amperometrik homosistein biyosensor,

amperometrik enzim biyosensdr, homosistein, D-Aminosit
enzim biyosensor



ABSTRACT

AN AMPEROMETRIC METHOD FOR NON-INVASIVE DETERMINATION OF
HOMOCYSTEINE MOLECULE BY REVERSE IONTOPHORESIS

Emel EREN
Ondokuz May1s Univercity
Institute of Graduate Studies
Department of Chemistry
Doctorate, June/2021
Supervisor: Prof. Dr. Nihat TINKILIC

Homocysteine is an amino acid whose level in the blood is an important
indicator in chronic heart diseases, and its instantaneous determination and
monitoring are important. In this thesis study, it was aimed to develop a wearable
non-invasive biosensor system that extracts homocysteine out of the skin with
interstitial fluid via reverse iontophoresis technique and detects homocysteine in this
interstitial fluid using an amperometric homocysteine biosensor.

For this purpose, the thesis study was carried out in three phases. In the first
phase, the surface of an Screen Printed Carbon Electrode (SPCE) was modified with
a blend containing certain proportions of chitosan, ferrocene and Carbon Nano Tube
(CNT). On this surface, an amperometric homocysteine biosensor was developed by
immobilizing the D-aminoasit oxidase enzyme with glutaraldehyde. The calibration
range was determined as 3-100 uM, limit of quantification (LOQ) 2.184 uM. Its
performance was successful comparing with the examples in the literature, and it is
suitable for single use. The accuracy test of the amperometric homocysteine
biosensor was performed using a human serum sample, and the obtained biosensor
data were compared with the HPLC results. In the second phase, a reverse
iontophoresis cell was prepared that simulates the extraction of interstitial fluid from
the skin surface. Cellulose ester was used as the separating membrane. At different
homocysteine concentrations, the applied current density and the iontophoresis time
were optimized and the relationship between them was revealed. It was observed that
the obtained data was compatible with the literature. In the last stage, homocysteine
was extracted under optimized reverse iontophoresis conditions and the obtained
extracts were determined by drop method with amperometirc homocysteine
biosensor. Standard solutions with different concentrations in the range of 15-100
uM, simulating homocysteine in the body, was tested with the developed system. It
was determined that the amounts extracted at values below 30 uM was below the
LOQ value of the biosensor. It was observed that the extracts obtained from the
standard solutions with a concentration higher than 30 puM were successfully
determined by remaining above the LOQ level of the developed biosensor and
corresponding to the working range.

Keywords: Reverse iontophore, amperometric homocysteine biosensor,
amperometric enzyme biosensor, D-aminoacid enzym biosensors
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1. GIRIS

Biyosensor teknolojisinde, son zamanlarin en yeni ve dnemli atilimlarindan
birisi, “Wearable Biosensor Tecnology” olarak adlandirilan “Giyilebilir Biyosensor”
sistemleridir. Giyilebilir (Weareble) biyosensorlerin en dikkat c¢eken ozellikleri,
klasik medikal tan1 sistemlerinin yerini alma potansiyeli tasimasidir. Bilindigi iizere
fizyolojik parametreler girisimsel (invasive = in vivo) ve girisimsel olmayan (non-
invasive = in vitro) yontemler olarak iki sekilde tayin edilmektedir. invaziv
yontemler bir enjektor yardimiyla viicuttan kan alinmasini gerektirir. Bu nedenle
stirekli izlemeyi gerektiren diyabet hastalarinda glikoz takibi, oksijen saturasyonu,
sporcularda performansin izlenmesi gibi alanlarda yetersiz kalmaktadir. invaziv
yontemlerin bir diger sakincali yonii, kan alma igleminin her zaman kontaminasyon
riskine acik olmasidir. Bunlara karsin, non-invaziv yontemler, insan ya da
hayvandan, deriyi delerek enjektor ile kan almay1 gerektirmeksizin acisiz bir sekilde
ter, gozyasi, tikkriik ve doku sivisini kullanarak ilgili analitin tayininin yapilmasina
imkan saglayabilir (Mathew vd, 2021).

Giyilebilir biyosensdr uygulamalarinin amaci, hastane ortamindaki hasta
bakiminin, evde yiiriitiilen kisisel saglik hizmetine doniistiiriilmesi ve ayn1 zamanda
bu hizmetin maliyetinin ve siiresinin disiiriilmesidir. Diger taraftan giyilebilir
biyosensor (biyo-izleme) teknolojisi, viicudun fizyolojik durumu ile ilgili anlik (real-
time) bilgi alinmasin saglayarak, saglikli yasam tarzinin benimsenmesinde ve kisisel
farkindalik olugsmasinda 6nemli bir rol oynar. Giiniimiizde giyilebilir sensorler daha
cok fiziksel aktivitelerin takibi i¢in kullanilmaktadir. Zira viicudun kimyasal
dinamikleri ile ilgili molekiiler diizeydeki bilgilerin yakalanmasinda/izlenmesinde
kullanilabilmesi icin daha fazla arastirma ve gelistirme caligmalarina ihtiyag
duyulmaktadir (Parlak vd, 2020; Wang vd, 2020)

Giyilebilir cihazlarin hayatin icinde yaygin uygulama alan1 bulmasinda, bilisim
teknolojilerindeki gelismeler kadar sensor teknolojisindeki ilerlemelerin de payi
biiyiiktiir. Ozelikle spor ve saglik alaninda kullanici dostu yeni tasarimlar hayatin
icinde yerini almis durumdadir. 2019 yilinda, yayimlanan bir pazar aragtirmasi
raporuna gore (Araganam vd, 2019) giyilebilir sensoér teknolojisinin pazardaki

dagilimi Sekil 1.1°de gosterilmistir.
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Endiistri

Sekil 1.1.  Kiiresel ol¢lide giyilebilir sensor teknolojisinin farkli sektérler bazinda
pazardaki dagilimi (Araganam vd, 2019)

Grafikte, “bireysel tiiketici” alanindaki artis goze carpsa da savunma ve
medikal alanindaki giyilebilir teknolojilerin varliginin azimsanmayacak diizeyde
oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, fiziksel aktivitelerin takip edilmesinde
kullanilan sensor sistemlerinin, viicudun kimyasal &zelliklerinin izlenmesinde
kullanilanlara kars1 riistiinii ispatlamis olmasi grafikteki farkin bir baska temel nedeni
olarak da belirtilebilir. Viicudun kimyasal ozelliklerini izlemek icin gelistirlen
biyosensorlerin, diisiik analit konsantrasyonlarina cevap verebilme, mekanik
dayaniklilik, diistiik 6rnek hacimlerinde 6l¢lim alabilme, sensériin biyo-uyumlulugu
gibi ana problemleri ¢6zmesi gerekmektedir. Bu dazbogaz noktalara ragmen, in vitro
sartlarda yapilan test/tan1 sistemlerine alternatif olarak gozyasi, ter, doku sivis1 ve
tiikiirtikte ilgili analiti tayin etmek i¢in yapilan non-invasive ¢aligmalar her gegen giin
hizla artarak devam etmektedir.

Bu tez calismasi, giyilebilir biyosensor teknolojisine hizmet edecek bir
aragtirmay1 hedef almis, girisimsel olmayan yontemleri kullanarak, doku sivis1 esasl
giyilebilir bir amperometrik homosistein biyosensorle, homosisteinin tayini i¢in

kurgulanmis ve ¢alisilmistir.



1.1. Homosistein ve Insan Saghg Acisindan Onemi

Hastaliklar ve yiiksek homosistein seviyeleri arasindaki iliski, ilk olarak 1962
yilinda Carson ve Neil tarafindan bulunmustur.

Plazma homosistein diizeyi, popiilasyonlar arasinda farklilik gostermesine
ragmen, saglikli bir bireyde, 5-16 uM araligindadir. Homosisteinin konsantrasyonu,
16 uM degerinin lstiine c¢iktifinda, hiper homosisteinemia olarak adlandirimakta
olup ii¢ asamal1 olarak tanimlanmaktadir; hafif diizey; 16-30 uM, orta diizey; 30-100
uM, ve siddetli; >100 uM’dir. Plazmadaki homosistein diizeyi, 500 uM seviyesine
ciktiginda ise bu durum homosisteinemia olarak adlandirilmaktadir (Zhang vd,
2006).

Homosistein diizeyi; metabolizmadaki genetik bozukluklar, kronik hastaliklar,
vitamin ve beslenme eksiklikleri, kisisel oOzellikler (yas, cinsiyet vb.) ve bazi
ilaglardan etkilenmektedir. Homosistein diizeyi oOzellikle yasla birlikte artis
gostermekte olup erkeklerde kadinlara goére daha yiiksektir. Artmis plazma
homosistein diizeyi hiperhomosisteinemiye ve dolayisiyla homosisteiniiriye neden
olmaktadir. Viicutta homosistein diizeylerindeki bu artis erken yaslarda gelisen ve
hayat1 tehdit edecek derecede onemli olabilen damar tikanikliklarina (beyin, kalp-
koroner ve periferik) yol agmaktadir. Bu noktada dikkat ¢ekilen 6nemli bir durum,
hafif diizeylerdeki bir homosistein artisinin bile damarlardaki tikayict mekanizmalari
uyarabilmesidir. Bu nedenle bir¢cok hastalik icin risk faktérii olan plazma
homosistein miktarinin belirlenmesi, saglik agisindan biiyiilk onem tasimaktadir
(Carson vd, 1963; Anonim, 2018).

Homosistein, protein yapisinda olmayan siilfiirlii bir aminoasit olup
transsiilfiirasyon veya remetilasyon yollarindan birini kullanarak metabolize olur. Bu
aminoasit, diyetle alman ve endojen proteinlerden sentezlenen esansiyel bir
aminoasit olan metiyoninin metil grubu alinmis bir tiirevidir. Remetilasyon yoluyla

metabolize olma mekanizmasi Sekil 1.2” de verilmistir (Gibson vd, 1963).
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Sekil 1.2. Homosistein’in remetilasyon mekanizmasi (Gibson vd, 1963)

Plazma homesistein diizeyi, agirhikli  olarak Yiiksek Basigli  Sivi
Kromatografisi (HPLC) ya da enzim immiinoassay yontemleri kullanilarak tayin
edilmektedir. Giilhane Askeri Tip Akademisi’nde yapilan bir calismada (Ozkan vd,
2003) homosistein diizeylerinin diger kardiyovaskiiler risk faktorleri ile arasindaki
iligkisinin arastirilmast ve plazma homosistein konsantrasyonlarinin, floresans
detektorli yliksek basingli sivi kromatografisi yontemi ile tayin edilmesi ve Giilhane
Askeri Tip Akademisinde rutin olarak kullanilabilen bir test olarak kurulmasi
planlanmis ve yapilan c¢alismada bu amaca yonelik faaliyetler ylriitiilmistiir.
Maltepe Universitesi Tip Fakiiltesinde yapilan baska bir calismada ise (Sekban vd,
2007) kan Ornekleri, on koldan standart kan alma islemlerine uygun olarak
Etilendiamin tetra asetat (EDTA) igeren tiiplere alinmis ve yontemin gerektirdigi
santrifiijleme islemlerine tabi tutularak plazmalar ayrilmistir. Bu 6rneklerde plazma
homosistein diizeyleri floresan polarizasyon immiinoassay yontemi kullanilarak tayin

edilmistir.



2. TEZ KONUSUYLA ILGILI KULLANILAN
TEKNOLOJILERIN GUNCEL DEGERLENDIRMESI
VE LITERATUR OZETi

Tez ¢aligmasina temel teskil eden literatiir bilgileri, “Giyilebilir Biyosensor
Teknolojisi”, Biyosensdr Teknolojisi” ve “Ters Iyontoforez Teknolojisi” olarak iig
ana baslikta toplanarak incelenmistir. Literatiir 6rnekleri de her boliimiin kendi

i¢erisinde sunulmustur.

2.1. Giyilebilir “Wearable” Elektrokimyasal Sensor Teknolojisi

Kimyasal sensorler ve biyosensorler, saglik sektoriinde, kompleks, pahali ve
biiylik analitik cihazlara alternatif olarak yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Bu
cihazlarin bircogu Ozellikle son yillarda optik, piezoelektrik ve elektrokimyasal
transduser sistemleri ile birlikte kullanilarak insan sagligi agisindan onemli olan
bircok analitin tayini i¢in gelistirilmektedir. Bunlar icerisinde elektrokimyasal
sensorler, yiiksek performanslari, taginabilirlik, basit ve ucuz olmalarindan dolay1
klinik tanida yaygin bir role sahiptir. Elektrokimyasal 6l¢iim teknolojisinin stirekli
gelisiyor olmast metabolitlerin ve elektrolitlerin tayini icin ACCU-CHECK (Seker
hastalarinda kullanilan seker Olglim stripleri-elektrokimyasal sensor) (Roche
Diagnostic, Inc.), iSAT (Abbott, Inc.), ve “Laktat Scout” (Sports Resource Group
nc.) gibi ticari el-tipi analizorlerin de gelistirilmesini saglamistir. Bununla beraber bu
sistemlerin ¢ogu, 1ilgili tayinin yapilmast i¢in kan Orneginin alinmasini
gerektirmektedir. Bu sistemlerin kan almay1 gerektiren dogasi, 6zellikle yeni dogan,
yasli ve kandan korkan hastalardaki uygulamalar i¢in biiylik problem teskil
etmektedir. Ayrica bu sistemlerin kan almayi gerektirmesi, analitin siirekli olarak
izlenmesinin 6zel bir 6neme sahip oldugu farkli biyomedikal uygulamalari i¢in de
kisitlayict bir durumdur. Ornegin, seker hastaligi takibinde, glikozun diizenli
izlenmesi bir zorunluluktur. Benzer sekilde, biyolojik bir sivida (kandan, terden vb.
bir matristen ekstrakte edilmis olan) patojenlerin anlik (real-time) tayin edilmesi,
olas1 hastalik baslangic1 hakkinda kisiyi uyarabilir. Bahsedilen bu konularda, hastalik
teshisinin sik periyotlarda kan alma yoluyla yapilmasi, anlik takip i¢in uygun bir
teknik degildir. Buna alternatif olarak, siirekli izlemeyi gerektiren durumlarda
girisimsel olmayan (non-invaziv) giyilebilir (Wearable)” sensorlerin kullanilabilirligi

giinlimiizde dikkat ¢eken bir alan olarak kendini gostermektedir. Google gibi biiyiik



kiiresel sirketler ve NoviSense, OrSense, Electrozyme gibi birgok kiiciik sirketin,
yeni yeni giyilebilir girisimsel olmayan elektrokimyasal sensor alanina girmesiyle,
bu alanin, yeni inovativ cihazlar ile 6niimiizdeki yillarda tiiketici pazarinda hizli bir
sekilde biiyiimesi beklenmektedir. Girisimsel olmayan bu cihazlar, gozde
katekolaminler ve antioksidanlarin izlenmesi, tiikiiriikte kortizol ve patojenlerin
izlenmesi, terde ve hiicreler arasi sivida aminoasit, kalsiyum ve patojenlerin izlemesi
icin kullanilabilmektedir. Giyilebilir birka¢ kimyasal sensoriin birlestirilmesiyle,
girisimsel olmayan ¢oklu-analit izleme sistemleri de saglanabilir. Ayrica, giyilebilir
kimyasal ve fiziksel sensorler “bluetooth” cihazlar1 ile birlestirilerek, verinin
kablosuz olarak kullanicinin telefon ya da bilgisayarina transferi saglanabilir
(Bandodkar ve Wang, 2014).

Giyilebilir sensorlerin bir siniflandirmasi Sekil 2.1°de, bu sensorlerin viicut ile
entegtasyonunu ise Sekil 2.2’de verilmistir (Jin vd, 2020). Giyilebilir girisimsel
olmayan elektrokimyasal sensorler, gozyasi, ter, hiicreler arast sivi ve tikiiriikte

hedef analiti tayin etmek i¢in kullanilabilmektedir.

(Wearable Biosensors)
|

[ Giyilebilir Biyosensorler }

Girisimsel Olmayan
Yontemler
( Non-Invasive )
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{ Invasive )
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Sekil 2.1. Giyilebilir sensorlerin siniflandirilmasi
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Sekil 2.2. Giyilebilir biyosensorler uygulamalari temsili gosterimi (Jin vd, 2020).

2.1.1. Giyilebilir Ter Sensorleri

Insan teri, insan saghigmin durumu ile ilgili birgok bilgi icermekte olup
girisimsel olmayan kimyasal sensorler icin miikkemmel bir biyolojik stvidir. Ornegin
terdeki sodyum, laktat, amonyum ve kalsiyum seviyeleri, sirasiyla kistik fibrosis,
fiziksel stres, osteoporoz ve kemik minerallerinin eksikligi ve elektrolit dengesizligi
icin bir gostergedir. Belirtilen bu analitlerin anlik tayini, optimum fiziksel denge i¢in
son derece onemli bir durumdur. Teri izlemek i¢in kullanilan girisimsel olmayan
elektrokimyasal sensorler temel olarak iki tipe ayrilabilir. Birincisi kumas/esnek

plastik tabanli, ikincisi de yeni ortaya konulan epidermal temelli sensorlerdir (Jin vd,
2020).



2.1.2. Giyilebilir Tiikiiriik Sensorleri

Tiikiiriik, kanda bulunan bir ¢ok bileseni, iceriginde barindiran kompleks bir
biyolojik sividir. Bu sayede, siyalokimya (tiikiiriik 6rneklerini inceleyen bilim dali),
insan viicudunun duyusal, hormonel, besinsel ve metabolik durumu hakkinda
girigsimsel olmayan miikemmel bir alternatif sunar. Tiikiiriik ayrica, kana gore kolay
ulagilabilir ve analiz i¢in daha az 6n hazirlik gerektirir. Tiikiiriigiin bu avantajlari,
tagimabilir in-vitro teshis aygitlarinin gelistirilmesi i¢in arastirmacilarin dikkatine
cekmektedir. Tiikiiriikte giyilebilir teknolojiye 6rnek olan ilk uygulama, bir takma

dis icerisine sensoriin entegre edilmesiyle gergeklesmistir (Jin vd, 2020).
2.1.3. Giyilebilir Gozyas1 Sensorleri

Gozyasi, girisimsel olmayan teknige uygun bir materyal olup kanda bulunan
birgok protein gdzyasmda da mevcuttur. Ozellikle kanin ve gdzyasmin glikoz diizeyi
korelasyon gdsterdiginden gozyasi, seker hastaligi takibinde kullanilabilir. Gozdeki
aminoasit ve benzeri bilesen analizleri icin laboratuvar Olcekli tani sistemleri
mevcuttur. Ancak toplanan gézyasinin buharlagsmasi, laboratuvara ulastirilmast ve
g6zlin hassas bir organ olmasi, 6rnek toplama konusunda bir takim kisitlamalar
getirmektedir. Dolayisiyla gézyasindaki analizler icin girisimsel olmayan sistemlere
ithtiya¢ duyulmaktadir. Giiniimiizde uzaktan algilama sistemlerinin ve giyilebilir
sensOrlerin  birlestirilmesiyle bu alandaki kisitlamalarin  Oniine gecilebilecegi

ongoriilmektedir (Jin vd, 2020).
2.1.4.Giyilebilir Hiicreler Arasi Sivi Sensorii

Hiicreler arasi sividan, girisimsel olmayan ve siirekli bir sekilde bir¢ok
yasamsal bilgi elde edilebilir. Son 30 yilda arastirmacilar, kalitsal metabolik
hastaliklarin, organ yetmezligi ve ila¢ etkinliginin girisimsel olmayan tanisinda
hiicreler arasi1 sividan faydalanmaktadir. Bununla beraber bu alandaki aktivitelerin
cogu, etkili diyabet yonetimi ile baglantili olan girisimsel olmayan glukoz sensorler
tizerine odaklanmistir. Hiicreler arasi sivi ve kandaki glikoz arasindaki dogrusal
iligki, glikozun girisimsel olmayan sekilde izlenmesi i¢in bir¢ok akademik ve
endiistriyel arastirmaciy1 optik, 1s1 ve elektrokimyasal temelli cihazlarin gelistirilmesi
konusuna yoneltmistir. Bunlardan, ters iyontoforez yoluyla elektrokimyasal bir
biyosensor kullanarak glikozun izlenmesi, tanimlanan en yaygin tekniktir. Bu teknik,

ticari bir giyilebilir girisimsel olmayan elektrokimyasal glikoz izleme cihazi olan
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“GlucoWatch®Automatic Glucose Biographer Manufacturer (Cygnus, Inc.)” un
gelistirilmesini saglamistir. Bununla beraber, cihazi kullanan hastalarin derilerinde
tahris oldugunu bildirmesi iizerine olusan endise, cihazin pazardan geri ¢ekilmesine
neden olmustur. Diger giyilebilir girisimsel olmayan empedans spektroskobisi
temelli glikoz sensor, (Pendra, Pentragon Medical Ltd.) veya optik (C8 Medisensors,
C8 MediSensors, Inc.) transduserler de benzer kadere sahip olup basarili bir sekilde
heniiz ticarilesememistir. Bu gibi gelismeler, siirekli, girisimsel olmayan glikoz
sensOr ile 1ilgili teknik zorluklar1 ve bu kritik problemlere uygun c¢oziimlerin

bulunmasi gerekliligini vurgulamaktadir (Jin vd, 2020).

2.2. Elektrokimyasal Sensor Teknoloji ve Biyosensorler

IUPAC’a gore (Thevenot vd, 1999) elektrokimyasal biyosensor,
elektrokimyasal bir transduser ile direkt olarak birlestirilmis olan biyokimyasal bir
reseptor kullanilarak, analitik bilgileri spesifik olarak kantitatif ya da yar1 kantitatif
bir sekilde sunabilen, herhangi baska bir sistemden bagimsiz cihaz olarak
tanimlanmistir. Teknolojinin gelisim siireci boyunca ucuz, basit ve hizli kullanilan
analitik cihazlara ihtiya¢ duyulmasinin bir sonucu olarak biyokimyasal sensorler,
cevre, klinik, tarim, gida ve savunma amacgli uygulamalarda farkli analitlerin,
kalitatif ve kantitatif tayini i¢in dnemini koruyan ve gelisimini siirdiiren bir teknoloji

olarak ortaya ¢ikmistir (Andreescu ve Sadik, 2004).
2.2.1. Biyosensorlerin Yapisi ve Stmiflandiriimasi

Biyosensorler, bir biyoreseptor ve bir transduser sisteminden olusmaktadir.

Biyosensoriin genel bir yapisi Sekil.2.3’de (Pundir vd, 2018) sunulmustur.

- - . ‘0
D ANAUT , ENZIM 0 ELEKTRON + PROTON {(H') 5% ANYON
sy AMPEROMETIRK —) POTANSIYOMETRIK KONDOKTOMETRIK
[
SINYAL
GORUNTOU
isLEMcI

SINYAL
YOKSELTICI

Sekil 2.3. Bir biyosensoriin genel gdsterimi (Pundir vd, 2018)
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2.2.1.1.Biyoreseptorler

Biyosensorlerin  yapisinda gorev  alan  biyoreseptorler,  biyosensor
teknolojisinde spesifikligin anahtar1 olup analitlerin ilgili kisimlarinin sensére
baglanmasindan sorumludur. Kullanilan ¢ok sayida farkli analit kadar farkl
biyoreseptdor mevcut olup antikor/antijen, enzimler, niikleik asitler/DNA, hiicresel
yapilar/hiicreler olmak {izere siniflandirilabilir. En yaygin kullanilan biyoreseptorler
enzimler ve antikorlardir. Biyosensorler, biyoreseptor tiirline gore, biyokatalitik ve
biyoafinite esasli olmak tizere iki sekilde gruplandirilabilir.

Biyokatalitik esasli biyosensorler, biyosensoriin biyolojik ortaminda bulunan

makro molekiiller tarafindan katalizlenen bir reaksiyonun izlenmesi esasina dayanir.
Boylece sensor ylizeyinde bulunan biyokatalizor sayesinde substratin siirekli bir
tiketimi saglanir. En yaygin kullanilan biyokatalitik biyoreseptorler asagida
verilmistir;
a.  Enzimler (mono veya multi): en yaygm kullanilan ve en iyi bilinen tanima
(recognition) sistemleridir.
b.  Biitlin hiicreler ( bakteri, fungi, 6karyotik hiicreler gibi mikroorganizmalar)
veya hiicre organelleri ya da partikiiller ( mitokondri, hiicre duvari)
c.  Dokular ( hayvan veya insan doku pargalari)
Biyosensorler lizerine yapilan ilk ¢alismalardan bu yana, biyolojik matrislerde
en ¢ok kullanilan, lizerinde en c¢ok calisilan ve en iyi bilinen biyosensdrler, biyo-
katalitik esaslidir (Vo- Dihn ve Cullum, 2000; Thevenot vd, 1999)

Biyoafinite esasli biyosensorler, biyosensoriin biyolojik yapisinda bulunan

makro-molekiiller ile analitin etkilesimi esasina dayanir. Genellikle bir dengeye
ulagilir ve bdylece analit, kendisiyle kompleks olusturan immobilize materyal
tarafindan daha fazla tiiketilemez. Biyoafinite esasli biyosensorlerde en c¢ok
kullanilan biyoreseptorler; antikorlar/antijenler ve reseptor hiicrelerdir. Biyoreseptor
olarak antijen/antikor ¢iftinin kullanildig1 biyosensorler “immiinosensor” olarak da
adlandirilir. Antijen/antikor ¢iftinin kullanildig1 biyosensorlerde, reseptor tabakaya
immobilize edilmis spesifik bir antikora, antijenin (analit) baglanmasiyla immuno
kimyasal bir reaksiyon meydana gelir. Bu reaksiyon son derece spesifik bir reaksiyon
olup genellikle baglanma ve afinite sabiti ¢ok biiyiik oldugundan, bu gibi sistemler
ya tersinir degildir (tek kullanimlik biyosensorler) ya da gerekli tampon ¢ozeltiler

kullanilarak kompleksin ¢éziinmesi yoluyla sistemin tekrar kullanimi saglanabilir.
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2.2.1.2. Transduserler

Transduserler, biyoaktif tabakada meydana gelen reaksiyonu elektriksel bir

sinyale ¢eviren fiziksel bir elementtir. Transduser yiizeyi, reseptdr immobilizasyonu

i¢in uygun olmalidir. idealde, transduser yalniz basina, analiti izlemek igin yeterli

degildir, fakat reaktant konsantrasyonunun azalmasi veya iirlin olusumu gibi

biyokimyasal olaylar1 algilar. Potansiyel degisimi, elektron transferi, 15181n {iriin veya

reaktant tarafindan yayilmasi veya absorbe edilmesi, sicaklik veya kiitle degisimi

gibi olaylar transduser tarafindan belirlenebilir. Tablo 2.1.°de transduserlerin

prensipleri ve biyosensor yapiminda kullanilan uygun sinyal ¢iktilart 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Biyosensor tasariminda kullanilan iletim sistemleri

Transduser Sinyal ¢iktis1
Elektrokimyasal

Amperometri Akim
Potansiyometri Voltaj
Kondiiktometrik/impedimetrik [letkenlik/impedans
Optik

Kolorimetrik Renk
Liiminesans Isik siddeti
Floresans Isik siddeti
Yiizey plazmon rezonans Isik siddeti
Kalorimetrik

Termistor (sicaklik duyarli sensor) Sicaklik

Kiitle
Piezoelektrik

Quartz kristal mikrobalans

Frekans degisimi

Frekans degisim

Manyetik
Paramanyetizm Manyetik alan
Elektrokimyasal  biyosensorler,  potansiyometrik, = amperometrik  ve

kondiiktometrik olarak siniflandirilabilir;

o Potansiyometrik biyosensorlerde, elektrot potansiyelinin belirlenmesi dogrudan

analit konsantrasyonunu tanimlamaktadir. pH veya tek degerli iyonlara duyarh

cam elektrotlar, anyon veya katyonlara duyarli iyon secici elektrotlar

potansiyometrik biyosensorlerde kullanilan temel sensorlerdir.
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. Amperometri genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢limii
esasma dayanir. SO0z konusu akim yogunlugu c¢alisma elektrotunda
yiikseltgenen ya da indirgenen elektro aktif tiirlerin konsantrasyonunun bir
fonksiyonu olarak tanimlanir. Ikinci elektrot, referans elektrot olarak is goriir.
Ilgili tiirlerin konsantrasyonlarinin belirlenmesinde akim yogunluklarindan
yararlanilir.

. Kondiiktometrik biyosensorlerde; elektriksel alanin varhi§inda bir ¢ozeltide
elektrik yiikii, iyonlar tarafindan tasinir. Cozeltinin iletkenligi ¢ozeltideki tiim
iyonik tiirlerin katkisiyla olusur. Bircok enzim reaksiyonu, Ornegin iirenin
par¢alanmasi gibi, mikro elektrotlar kullanilarak kondiiktometrik veya
impedimetrik olarak izlenebilir.

Optik biyosensorler iletici sistem olarak optik lifler tizerine uygun bir yontemle

uygun bir molekiiliin immobilize edilmesiyle hazirlanan aygitlardir. Etkilesim
sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisimin 6l¢iimiinii esas
alir. Ornegin optik lifin iizerine enzim immobilizasyonu ile hazirlanan enzim
sensorleri, absorpsiyon, floresans, biyoliiminesans gibi temel ilkeler cergevesinde is
gorur.

Piezoelektrik sensorler en genel anlamda karakteristik rezonans frekansindaki

fdegisimi belirleyerek bir piezoelektrik kristal yilizeyinde toplanan 6rnegin kiitlesinin
Ol¢iilmesi esasina gore calisan gravimetrik aygitlardir. Sensoriin seciciligi, kristal
yiizeyindeki madde ile spesifik etkilesime sahip analitin birikimiyle iligkilidir. Sensor
yiizeyinde bir madde adsorblandig1 veya biriktigi zaman piezoelektrik kristalin
rezonans frekansindaki degisimin dl¢lilmesiyle sonuca ulasilir.

Termal biyosensdrlerin (kalorimetrik) temel ilkesi, bir enzimatik reaksiyondaki

entalpi degisiminden yararlanarak substrat konsantrasyonunun belirlenmesidir. Genel
olarak enzimatik reaksiyonlarin ekzotermik dogasindan yararlanilir. Enzimatik
reaksiyon sonucu meydana gelen sicaklik degisimi ile substrat konsantrasyonu
arasindaki dogrusal iliskiden sonuca ulasilir (Thevenot vd, 1999; Hou, 2005; Pundir
vd, 2018).
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2.2.2. Amperometri ve Amperometrik Enzim Biyosensorleri

Elektrokimyasal biyosensorler, aminoasitlerin izlenmesinde, en hassas cihazlar
olarak dikkat ¢cekmektedir. Tez ¢caligmasinin konusu olmasi yoniiyle de, amperometri
teknigi ve amperometrik olarak calisan enzim biyosensori bu bagslik altinda daha
detayli incelenmistir. Bir biyosensoriin gelistirilmesinde, transduser sistemindeki
cesitlilik kadar, spesifik sinyalin istenilen dogruluk ve siddette elde edilmesini
saglayan; elektrot sistemleri, elektrotun yiizeyinin gelistirilmesi ve yiizeyin spesifik
hale getirilmesi i¢in kullanilan nano-malzeme, polimerler, karbon nonatiip gibi
materyallerin se¢imi de son derece 6nemlidir.

Amperometri, belirli bir elektro-aktif tiirlin, sabit olarak uygulanan bir
potansiyelde inert bir metal elektrotla indirgenmesini veya yiikseltgenmesini
saglayan spesifik bir elektrokimyasal tekniktir. Belirli elektro-aktif tiirler, bir metal
elektrotla indirgendiginde veya yiikseltgendiginde (redoks reaksiyonlari), elektronlar
calisma elektrotundan analite, ya da elektrottan analite gecis yapmaktadir. Ayrica
amperometrik biyosensorler, kondiiktometrik ve potansiyometrik biyosensdrlerle
karsilagtirildiginda, yiliksek duyarlilik, hizli ve ucuz olma gibi avantajlara sahiptir.

Amperometrik sistemler, bir elektrota, ikinci bir elektrota karsi (karsit elektrot)
sabit potansiyel uygulaniyorken, bu elektrotta bir elektro-aktif bilesenin indirgenmesi
veya yiikseltgenmesiyle olusan akimin dl¢iilmesi temeline dayanir. Tipik bir 6rnek,
bir elektrot yiizeyine immobilize edilen glikoz oksidaz enzimiyle, iiretilen (hidrojen
peroksit) ya da tiiketilen (oksijen) tiirlerin elektrokimyasal tayinini yapmak ig¢in
kullanilan glikoz biyosensordiir. “Horseradish” peroksidaz (HRP), oksidorediiktaz
veya alkalen fosfataz (AP) gibi elektrokimyasal aktif maddeler, amperometrik
biyosensorlerde isaretleyici olarak kullanilabilir (Martin, 2001). Bir elektrokimyasal
reaksiyonda bir¢ok analit (protein) redoks cifti olarak davranamadigindan direkt
duyarlilik i¢in mevcut olan yalmz birka¢ uygulama vardir. Bu ylizden,
elektrokimyasal olarak aktif olan isaretleyicilerin (direkt olarak ya da bir enzim
reaksiyonuyla olan) elektrot duyarlilig i¢in, analitin elektrokimyasal reaksiyonuna
ihtiyag vardir. Oksijen ve H>O; elektrotlar en popiiler olanlaridir. Ilk olarak 1956’da
Clark tarafindan tanimlanan bir oksijen elektrot, -0.7 V’ta polarize olmus olan,
elektrolit bulunan bir ¢emberle, duyarli Pt katodun ve bir Ag/AgCl referans
elektrotun birlestirilmesinden olugmustur. Gaz gecirgen ¢ember, Oz gecirgen bir

membranla cevrilidir.
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Muhtemel katodik reaksiyonlar asagidaki gibidir (Luppa vd, 2001);
0,+2H,0+2¢” = H,0,+20H-

H,0,+2¢” =20H -

Anodik reaksiyonlar;

4Ag + 4Cl => 4AgCl + 4e

Biitiin biyosensorler igerisinde iizerinde en ¢ok c¢aligilan amperometrik glikoz
sensordiir. Benzer olarak amperometrik yaklasim, hastaliklarin belirlenmesi ve
teshisi i¢in antijenlerin ve niikleik asitlerin tayininde de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Amperometrik iletimin muhtemel sinirlamasi, bazen yanlis
okumalara sebep olabilen elektro aktif bilesenlerden kaynaklanan girisim etkileridir.
Bununla beraber, bu problemler, farkli polimerlerle kapli -elektrotlarin
kullanilmastyla biiyiik oranda bertaraf edilebilir (Parkinson ve Pejcic, 2005).

Elektrokimyasal ol¢iimlerde kullanilan elektrotlar genellikle teflon gibi bir
malzemenin igine, bir baglanti teliyle yerlestirilmis olan inert bir malzemeden
yapilmis cubuga preslenerek tutturulmus kiigiik iletken disklerdir. iletken disk
seklindeki bu malzeme, platin ya da altin gibi inert bir malzeme, prolitik ya da cams1
karbon, kalay oksit ya da indiyum oksit gibi bir yar iletken veya bir civa filmi ile
kaplanmis bir metal olabilir. Civa elektrotlari, elektrokimyasal 6l¢glimlerde en yaygin
kullanilan elektrotlardir (Skoog vd, 2004). Son zamanlarda, 6zellikle 1990 yilindan
sonra, dikkat ¢eken elektrot materyali olarak Screen Printed Elektrot (SPE) mikro-
elektronik sensor teknolojisine adapte olmaya baglamistir. Seri iiretime uygun
olmasi, mikkemmel stabilite saglamasi, yiiksek tekrarlanabilirlik  gibi
ustiinliiklerinden oOte, hassas bir sekilde yiizey kaplama imkani sunmasi bu
teknolojinin yaygin bir sekilde kullanilmasint saglamistir. Sekil 2.4’de goriildiigii
gibi bir SPE, (a) bir ¢alisma elektrotu, (b), bir referans elektrot, (c) bir karsit elektrot
(d) inert bir kat1 kasnak, (e) inert bir yalitim tabakasi ve belirtilen ii¢ elektrot ile
baglantili iletken yollar1 icermektedir. SPE’ler genellikle 3x1x0,05 cm boyutlarinda
tiretilebilirken 20-100 uM, mikro hacimli 6rneklerle ¢alisma imkani sunabilmektedir.
3’1i elektrot sisteminin kompakt bir sistem olarak sunulmasi, kii¢lik boyutlarda seri
bir sekilde iiretilebilir ve kiiciik hacimlerle calisilabilir olmasi, SPE’lere bircok
bilesen ve sistemle entegre calismasinda {istlin bir Ozellik ve islevsellik

saglamaktadir.
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Sekil 2.4. Screen Printed Elektrot ve Bilesenleri (Counto vd, 2016).

SPE’lerin ¢alisma elektrotu bolgesinin bir ¢ok farkli nanopartikiille ve bir¢cok
materyalle (grafen, karbon nano-tlip, altin ve giimiis nano partikiil) modifiye
edilmeye uygun olmasi, sagladigi avantajlarin bir bagka yoniidiir. Bu sayede,
elektrokimyasal 6l¢iimlerde sik kullanilan (klasik camsi karbon elektrotlarda yasanan
biriktirme ve polarizasyondan dolay:1 gerekli olan) 6n sartlandirma islemine gerek
kalmadan miikemmel bir analiz ortam1 saglanmaktadir.

Karbon malzemeler, kolay yenilenebilir yiizey, diisikk akim degerleri, genis
potansiyel aralifi gibi 6zelliklerinden dolayr SPE’lerin yapiminda en ¢ok tercih
edilen malzemelerdir. Bunun yaninda nispeten ucuz, kimyasal olarak inert ve ¢ok
yonlii olmalarindan dolayr da kullanildigi sisteme bir¢ok avantaj saglar. Karbon
temelli SPE’ler (SPCE), herhangi bir modifikasyona ihtiya¢ duymaksizin “bare
form” uygulamalarda kullanilabilirken, grafen, grafit veya karbon nanotiipler ile
modifiye edilerek de kullanilabilir. Sunulan bu tez c¢alismasinda da, bir SPCE
elektrot, karbon nano tiip (CNT) ile modifiye edilerek kullanilmistir (Counto vd,
2016). Diger taraftan, piyasada, hem modifiye edilmemis, hem de belirtilen tiirlerle
modifiye edilerek satilan SPE’ler mevcut olup, ihtiyaca uygun olarak temin
edilebilmektedir (Anonymous, 2021).

Nanopartikiiller (NP’ler), biyosensorlerin analitik performansini gelistirmek
i¢in gii¢lii ve yaygin bir uygulama malzemesi olarak ortaya ¢ikmistir. Caplari, 1-100

nm oldugundan, bu nanopartikiiller, hizli tan1 testleri i¢in amaclanan biyosensorlerin
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gelistirilmesinde ve tasariminda yeni ve biiyiik bir yapisal edinim saglamistir. Nano
seviyedeki malzemeler, sadece elektrokimyasal reaksiyonlari ilerletmek i¢in elektrot
ylizeyine enzimlerin dogrudan baglanmasini saglamakla kalmayip, biyo-tanima
olaymin sinyal giiclinii arttirmak i¢in de yeni imkanlar sunmaktadir. Nano-
partikiiller, yliiksek mekanik mukavemet, oksijen iyonu iletkenligi, biyo-uyumluluk
ve biyolojik aktivitelerdeki muhafazasi gibi benzersiz 6zelliklerinden dolay1 da ilgi
cekmektedir. Ayrica, NP’ler, elektron transferinde bir artis ve enzimin yiiklenecegi
elektro aktif ylizey alaninin arttirilmasini da saglamaktadirlar. Nano-partikiillerin bu
Ozellikleri, biyosensorlerin, biyo-uyumlu, segici, dogru ve minyatiirizasyona
uygunluk acisindan gelismis bir performansla {iretilmesini saglamaktadir. Altin nano-
partikiiller (AuNPs), Karbon Nano Tiipler (CNT), karbon nano-fiberler, manyetik
nano-partikiiller, ve kuantum dotlar gibi farkli tiirdeki nano-malzemeler,
biyosensorlerin segicilik ve dogruluklarina 6nemli derecede katki saglayan benzersiz
fiziksel, kimyasal, mekanik, manyetik ve optik 6zelliklerinden dolay1 biyosensdrlere
uygulanabilmektedir. Ilk olarak 1991°de ortaya ¢ikan, CNT’ler, giiglii elektro-
katalitik aktivite ve minimum yiizey kirliligi saglama kabiliyetlerinden dolayi,
elektrokimyasal biyosensorlerin gelistirilmesinde kullanilabilmektedir (Pundir vd,
2018). Karbonun bir allotropu olan grafenin (grafitin tek bir tabakasi) silindirik
olarak rulolanmasiyla olusan karbon nano tiipler, karbonun bir diger allotropu olup
tek katmanli “Single-Wall CNT = SWCNT” ve cok katmanli “Multi-Wall CNT =
MWCNT” olarak iki sekilde smiflandirilabilir. Karbon nano tiiplerin genis yiizey
alanlari, bu nano-malzemeye yiiksek bir elektrik, kimyasal ve mekanik o6zellik
kazandirarak elektrokimyasal sensorler i¢in son derece ilgi ¢eken malzeme olarak
kendini gosterir.

SPE’lerin yiizeyi, belirtilen bu nano malzemeler yaninda, elektrokimyasal
sistemlerin segiciligi saglayan polimerler, sift bazlari, biyo molekiiller gibi genis
yelpazedeki substratlarin modifikasyonu icin de imkan saglar. Calisma elektrotu
yiizeyine bir biyomolekiiliin immobilizasyonu durumunda, biyosensoriin analit
olarak spesifik olan kismi, sistemin algilama eleman1 olarak gorev yapar. Yukarida
da belirtilen bircok enzimin, antikorun, niikleik asidin, SPE ile birlikte
kullanilmastyla enzim sensdrler, immiinosensorler ve genosensdrler elde edilir. Bu

biyo molekiiller SPE ylizeyine, adsorpsiyon, hapsetme, mikrokapsiilleme (fiziksel
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baglama yoOntemleri) ,capraz baglanma ve kovalent baglama (kimyasal bag
yontemleri) gibi farkli yontemlerle tutturulabilir (Counto vd, 2016).

Bir biyo molekiil olarak enzim ele alinacak olursa, enzimin yiizeye
tutturulmasinda, fiziksel adsorpsiyon, kapsiillere, hapsetme yontemleri kolay olmakla
birlikte, elektrot yiizeyiyle enzim arasindaki baglanma nispeten zayif olup enzim
kacaklarina da neden olmaktadir. Kimyasal yontemler nispeten zordur ancak elektrot
ylizeyi ve enzim arasinda kovalent baglanma gerceklestiginden, fiziksel yontemlere
gore daha yiiksek bir enzim immobilizasyonu saglanabilir. Kitin tiirevi olan kitosan
[(1>4) -2 amino-deoksi-B-D-glukan] lineer bir hidrofilik polisakkarid olup biyo
uyumlu olmasi, biyolojik olarak parcalanabilir olmasi ve toksik olmayan yapisindan
dolaytr miikemmel bir film tabakast olusturur. Bdylece biyosensorlerin
gelistirilmesinde tercih edilen 6nemli bir biyopolimer olarak rol alir. Ayrica kitosan,
yapisinda bol miktarda bulunan -NH> ve —OH gruplarindan dolay1 bir modifikasyon
bileseni olarak da kullanilmakta, biitiin bu karakteristik 6zelliklerinden dolay1 da
kovalent enzim immobilizasyonunda yilizey bileseni olarak kullanilmaktadir.
Bununla beraber, kitosanin diislik iletkenligi, elektronik sinyallerin transdusere
iletiminde, problem olusturabilmekte, bu da bilesiminde kitosan kullanilan
biyosensorlerin performansini diistirebilmektedir (Susanto vd, 2013)

Enzim biyosensorlerin gelistirilmesinde, elektrot ve enzimin aktif bolgesi
arasinda, daha hizli bir elektron transferini tetikleme 6zelligine sahip oldugu bilinen
ferrosen, miikemmel elektrokimyasal davranisindan dolay1 enzim biyosensorlerde en
¢cok kullanilan organometalik bir bilesiktir. Ferrosen iki adet siklopentadienil
grubunun olusturdugu bir bilesik olup, bu bilesikte demir, +2 yiikseltgenme

basamaginda bulunur (Fan vd, 2012). “Ferrosen—> Ferrisin™”

tersinir redox davranisi
sayesinde, yiiksek elektron sunma kapasitesine sahip miikemmel bir elektron
mediatorii olup, hizli elektron tasima orani ve iki asamali redox stabilitesi diger
onemli elektrokimyasal Ozellikleridir. Bu 6zelliklerinden dolayi, ferrosen yiiksek

duyarliliktaki biyosensorlerin gelistirilmesinde tercih edilmektedir (Li vd, 2019).
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2.2.3. Elektrokimyasal Aminoasit Biyosensor Gelistirilmesine Yonelik

Literatiir Ozetleri

Sun vd (2010) tarafindan yapilan bir calismada, glikoz tayinine ydnelik
amperometrik bir biyosensoriin gelistirilmesi ve gelistirilen biyosensoriin iyontoforez
islemi i¢in de kullanilmasi hedeflenmistir. Caligmada, ¢ok katmanli karbon nano tiip
(MWCNT), screen printed elektot (SPE) ve glikoz oksidaz (GOD) birlikte
kullanilarak amperometrik glikoz biyosensor gelistirilmistir. MWCTN nin, GOD ve
tranduser ylizeyi arasindaki elektron transferinin daha hizli olmasi ve enzimin epoksi
karigiminin igerisine daha iyi dahil olmasi i¢in kullanildig: belirtilmistir. Sonuglar bu
biyosensoriin, iyi bir duyarlilik (4pA/mM) ve glikoz tayininde 500 mV ‘de
(Ag/AgCl’ye kars1) miikkemmel bir lineer ¢aligma araligma (R? = 0.999; 0-4 mM)
sahip oldugunu gostermistir. Biyosensoriin cevap zamani 25 saniye olarak
belirtilmistir. {laveten, gelistirilen bu biyosensdr ters iyontoforez teknigi ile birlikte
kullanilmistir. Gelistirilen iyontoforez sisteminde kullanilan belli derisimdeki glikoz
konsantrasyonuyla, biyosensériin verdigi cevap arasinda lineer iliski (R?=0.986)
bulunmustur.

Sarkar vd, (1999) tarafindan yapilan bir calismada, L ve D-amino asitlerin
genel tayini amacina yonelik L ve D-aminoasit oksidaz enzimiyle entegre edilmis bir
screen printed amperometrik biyosensor gelistirilmistir. Calisma elektrotunun,
hidrojen peroksitin yiikseltgenmesini kolaylastirmak i¢in rodonize edilmis karbon
igerdigi belirtilmistir. Gelistirilen biyosensor, L ve D-prolin disindaki, yaygin 20 adet
L-aminoasitin tiimiine ve biitiin D-aminoasitlere cevap vermekte, L-16sin, L-glisin,
L-fenilalanin i¢in lineer cevaplar sunmaktadir. Gelistirilen D-aminoasit biyosensor,
0,47-2,5 mM lineer ¢aligma araligina sahip olup tayin limiti 0,47 mM olarak
belirtilmistir. Biyosensor, tekrar kullanilabilir 6zellikte olup 56 giinliik test
periyodunda stabilite gostermektedir.

Wecisto vd, (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, D-aminoasitlerin tayini i¢in
Prusya mavisi ve nafyon katmanlari ile modifiye edilmis screen printed
amperometrik biyosensor gelistirilmistir. Biyosensor, 50-200 uM lineer calisma
araligima sahip olup tayin limiti 30 uM olarak belirtilmistir. Enzimin enantiyo
seciciligi sayesinde, meyve suyu ve siit 6rneklerinde D-alanin ve diger birka¢ D-

aminoaside kars1 se¢ici yanitlar alinmistir.
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Pundir vd, (2018) tarafindan yapilan bir ¢calismada, aminoasitlerin tayini i¢in
farkli enzim esash elektrokimyasal biyosensorler gelistirilmistir. Bu biyosensdrlerde,
adsorpsiyon, c¢apraz baglama ve kovalent gibi bir¢ok immobilizasyon yontemi
kullanilmistir. Yapilan bu ¢alismalarla, enzim immobilizasyonundaki enzim
aktivitesi kaybi, stabilitenin korunmasi, raf omrii gibi bir¢ok problem c¢oziime
kavusturulmustur. Yapilan calismada, grafit elektrot, hidroksietil seliilloz, amber
enzimiksiran gibi ¢esitli destek materyali esasina dayali elektrokimyasal D-aminoasit
biyosensérlerin performans &zellikleri karsilastirilmistir. Ozetle bu biyosensorlerin
optimum sartlarda; 40-900 sn iginde, pH: 6,5 -9,5 ve 25-44 °C’ sicaklik araliginda, en
diisiik 0,8x10* uM — en yiiksek 1,46x10* pM tayin limitine sahip, 0,3 -1250 uM D-
aminoasit konsantrasyonu araliginda ve 3-120 giin periyodunda bir stabilite ile
calistig1 ortaya konmustur.

Lata ve Pundir (2013) tarafindan yapilan bir calismada, bir nikel
hekzasiyanoferrat polipirol film, iki asamali olarak elektrokimyasal bir yontem ile
sentezlenmistir. Cams1 karbon elektrot yiizeyine biriktirilen bu film iizerine D-
aminoasit oksidaz enziminin immobilizasyonuyla yliksek duyarlilikta amperometrik
D-aminoasit biyosensor gelistirilmistir. Bu elektrot, taramali elektron mikroskobu ile
karakterize edilmistir. Biyosensor, 0,01 M Tris-HCl tampon ¢o6zelti igerisinde,
30°C’de ve pH:7.0’de ve 50 mV s! uygulandig: sartlarda 1s iginde optimum cevap
sergilemistir. Biyosensor, 20 — 500 uM genis lineer aralikta ve D- aminoasit i¢in 1,5
uM (S/N = 3) tayin limitinde performans sergilemistir. Gelistirilen enzim elektrot, iki
ay boyunca 50 test i¢in kullanilmistir.

Moreno-Guzman vd (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada, aminoasitlerin
bakteri Orneklerinde tayin edilmesine yonelik gelistirilmis bir bi-enzimatik
biyosensor gelistirilmistir. Bu ¢alismada, amperometri teknigi, screen printed karbon
elektrot (SPCE), karbon nano tiip (CNT) ve D-aminoasit oksidaz enziminin bir arada
kullanildigr i¢in detayli incelenmistir.

Bu calismada, bu yontemlere alternatif olabilecek, ilgili biyolojik ornek
icerisindeki toplam D-aminoasit icerigini belirlemeye yonelik tasmabilir, hizli ve
giivenilir bir bi-enzimatik biyosensorin gelistirilmesi tanimlanmistir. Biyosensoriin
gelistirilmesinde, D-amino asit oksidaz ve HRP enzimleri, MWCNT ve Altin Nano-
Partikiil (AuNP) ile modifiye edilmis olan SPCE yiizeyine birlikte immobilize
edilmistir. Calismada ayrica, 0,1 M Fosfat tamponu kullanildig1 belirtilmistir.
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Elektrot olarak, Dropsens Screen Printed Karbon Elektrot (SPCE) (4mm ¢ap), giimiis
referans elektrot, karbon karsit elektrot kullanilmistir.

Bi-enzim sensoriin hazirlanmasinda, 10 pL (0,5 mg /1,5 mL, %3’liik NH4OH
cozeltisi) MWCNT ylizeye damlatilarak SPCE’nin yiizeyi modifiye edilmis ve
kurutulmugstur. Sonrasinda yiizey, 10 pL, 100 mM EDC/SUIfo-NHS ¢ozeltisi ile 30
dakika boyunca muamele edilerek, karboksilik gruplarin aktivasyonu saglanmistir.
Yiizey, MES (2-(N-morfolin) etansiilfonik asit) tamponu (0,025 M, pH:5.00) ile
yikandiktan sonra, AuNP’nin 10 pL’si elektrot yiizeyine damlatilmis ve oda
sicakliginda kurutmustur. Sonra, HRP (4mg/mL) ve D-aminoasit oksidaz (DAAQO)
(0,25 mg/mL) karisimmin 10 pL’si elektrot yiizeyine damlatilmis ve 60 dakika
boyunca kurutulmustur.

Farkli karisim ve konsantrasyondaki aminoasitler, 0,05 M, pH:7.00 fosfat
tamponu igerisinde hazirlanmistir. 5 pL., ImM HQ eklendikten sonra, amperometrik
olarak 6l¢iimiin alinmasi i¢in, SPCE yiizeyine, 45uL damlatilarak, -0,2V’de 6lgiim
alimmistir. DAA’lerin tayinine yonelik bi-enzimatik bir biyosensoriin gelistirilmesi
icin, SPCE yiizeyine HRP ve DAAO enziminin immobilizasyonu farkli kimyasallar
ve nano-malzemeler kullanilarak (7 farkl strateji) degerlendirilmistir;

1. DAAO —-HRP’nin SPCE yiizeyine fiziksel adsorpsiyonu
2. Oncelikle AuNP’nin SPCE yiizeyine kaplanmasi ve sonrasinda bu yiizeye

DAAO-HRP’nin fiziksel adsorpsiyonu
3. SPCE yiizeyinin MWCNT ile modifiye edildikten sonra yiizeye DAAO-

HRP’nin fiziksel adsorpsiyonu
4.  MWCNT/SPCE yiizeyinde karboksilik gruplarin aktive edilmesi sonrasinda,

DAAO-HRP’nin bu yiizeye kovalent baglanmasi
5. AuNP/MWCNT/SPCE yiizeyine, DAAO-HRP’nin fiziksel adsorpsiyonu
6. SPCE yiizeyine, AuNP/MWCNT kaplandiktan sonra DAAO-HRP’nin

kovalent baglanmasi ve devaminda karboksil gruplarin aktivasyonu
7.  MWCNT’nin yiizeye kaplandiktan sonra, DAAO-HRP’nin kovalent

baglanmasi1 ve AuNP’nin ylizeye kaplanmasi ve karboksil gruplarin
aktivasyonu

Yukaridaki her bir durumda, iki enzimin de spesifik aktivitesi, | mM D-valin
eklenerek degerlendirilmis ve D-valinin olmadigi ortamdan elde edilen sinyal ile

karsilastirilmistir. MWCNT ve AuNP ile modifiye edilen elektrotlardan elde edilen
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akimin siddeti en yiiksektir (strateji 5, 6, 7). En biiylik yogunluktaki akim degeri,
MWCNT/SPCE yiizeyinde karboksilik gruplarinin aktive edilmesinden sonra ylizeye
AuNP’nin yiiklendigi (strateji 7) olan elektrotta gozlenmistir. Opsiyonlarin
tamaminin ¢alisilmasi sonrasinda, optimum elektrot bilesenini olusturmak amaciyla,
enzim konsantrasyonu, pH aktivasyonu, mediator sartlar1 ve elektrokimyasal tayin
sartlari kapsayan, optimizasyon calismalar1 yapilmustir. ilk olarak, her iki enzim
konsantrasyonu ¢alisilmistir. DAAO enzim konsantrasyonu, 1 mg/mL’de sabit
tutulurken, farkli HRP konsantrasyonlar1 calisiimistir. 4mg/mL yiiksek HRP
konsantrasyonu oldugunda, sinyal artmistir. Daha sonra, 4 mg/mL sabit HRP
konsantrasyonu kullanildiginda, 0,25 mg/mL’ye kadar daha biiyiik sinyal {ireten
DAAO’nin konsatrasyonu, bir plato olusturmustur. Sonu¢ olarak 4 mg/mL HRP ve
0,25 mg/mL DAAO ileriki denemler icin secilmistir. Ikinci olarak, kullanilan bi-
enzmatik biyosensor konfigiirasyonunda, katalitik HRP enzimi yiikseltgenme bdlgesi
ve nano-malzeme ile modifiye edilmis elektrot yiizeyi arasindaki elektriksel iletisimi
saglamak i¢in, bir elektrokimyasal mediatére ihtiya¢ duyulmustur. HQ
konsantrasyonunun etkisi, 1 mM D-valin kullanilarak, 0-2 mM araliginda
calisilmistir. Katodik akim, 1 mM’a kadar yliksek HQ konsantrasyonunda artmis ve
bu degerler ileriki deneylerde kullanilmistir. pH:5,00 -8,00 arasindaki degerlerde,
0,05 M fosfat tampon kullanilarak, karsilastirma c¢alismasi yapilmistir. Akim
sinyalleri, pH: 7,00’a kadar olan degerde, neredeyse bir plato egrisine ulasildig
yerde artmistir. pH: 7,0 degeri, yeterli sinyal elde edildigi i¢in ve HQ’ nun yiiksek pH
degerlerinde kolaylikla yiikseltgenme durumundan sakinmak i¢in uygun deger olarak
secilmigtir. BiyosensOriin optimizayonu ig¢in, bir sonraki adimda, amperometrik
Olctimler i¢in potansiyel uygulamalari, 0,05 M fosfat tampon igerisine 1 mM valin ve
ImM HQ eklenerek, O ile -0,3 V arasindaki potansiyel araliginda calisilmistir;
Sinyal, en biiylik negatif potansiyel i¢in sabit tutulan -0,2 V’ye kadar artmistir.
Ayrica, hidrodinamik voltogramlar, 0,0 - (-) 0,3 V araliginda, SPCE/MWCNT-AuNP
elektrotlar i¢in kaydedildiginde, 1 mM H>0O: i¢in -0,3 V degerine kadar herhangi bir
sinyal elde edilememistir.

Optimize edilen c¢alisma sartlar1 altinda, D-valin icin kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. 0,020 -2,0 mM araliginda ¢ok iyi bir dogrusallik (R? = 0,994) elde
edilmistir. Ayrica, (4,9 - 0,2) x10*> nA/mM) duyarliklilik ve tayin limiti (18 uM )

basarili bir sekilde elde edilmistir. Tayin limiti, 3 sb/m kriterine gére hesaplanmistir.
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Bi-enzimatik biyosensoriin stabilitesi test edilmis, biyosensoriin stabilitesi, 8. giiniin
sonunda sinyalde %14’lik bir azalma olmakla birlikte, 5. giine kadar, kontrol
limitleri icerisinde korunmustur. Gelistirilen bu bi-enzimatik biyosensor, ¢ok iyi bir
karakteristik sagladigindan, bakterilerde, gercek biyolojik Orneklerle alakali DAA
iceriginin analiz edilmesinde kullanilmis, bakteri kiiltiirlerindeki DAA igeriginin 1
mM civarinda oldugu tayin edilebilmistir.

Zhang vd (2006) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, insan kaninda homosisteinin
izlenmesi i¢in diisiik maliyetli ve basit bir biyosensor sistemi gelistirilmistir. Bu
biyosensor, bir oksijen elektrot ve D-aminoasit oksidaz enziminin yumurta kabugu
membranina immobilize edilmesi ile yapilmistir. Enzim miktari, gluter aldehit
konsantrasyonu, pH, iyonik siddet, sicaklik gibi parametrelerin biyosensor cevabina
olan etkileri ayrintili olarak incelenmistir. Ol¢iim metodu, ¢dzeltide, ¢dziinmiis
oksijen seviyesindeki azalmanin izlenmesi esasina dayanmaktadir. Dogrusal ¢alisma
araligt 0.05 — 1,5 mM ve tayin limiti 30 pM olarak belirlenmistir. Gelistirilen
biyosensor, 1 dakikadan daha kisa bir cevap zamanina, iyi bir tekrarlanabilirlige (n =
6, bagil standart sapma = 2, %38) ve uzun siireli stabiliteye (2 aydan sonra duyarlilik
seviyesi; % 85) sahiptir.

Boyle bir biyosensor sisteminde, homosistein molekiiliiniin aminoasit oksidaz

tarafindan enzimatik oksidasyonu asagida belirtildigi sekildedir.

NHa o
HS/\\,/l\ +0, + H,0 _ D-aminoasit oksidaz ’).\,,J'I\ N+ Ha.

2.3. lyontoforez ve Ters Iyontoforez Teknigi

Iyontoforez teknigi deriye kiigiik ve tanimli bir akimmn uygulanmasini
gerektirmektedir. Elektrik akimi kullanilarak deri {izerinden ilag salinimi saglamakta
kullanilan Iyontoforez teknigi ilk olarak 1747 tarihinde Pivati (Gazelius, 1999)
tarafindan tanimlanmis, ancak teknolojinin temel mekanizmalar1 Leduc tarafindan
1900’1 yillarda (Leboulanger vd, 2004a) acik bir sekilde ortaya konulabilmistir.
Gilinlimiizde tip alaninda 6zellikle deri yiizeyinden ilag salinimi konusunda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak bu teknolojinin, ilag salimimi gibi uygulama
alanlarina ait sistemleri ancak son 10 yil icerisinde pazarda yer alabilmistir.

Iyontoforez yontemi ile deri iizerinden deri altina istenilen maddeler

gonderilebildigi gibi, deri altindan da (hiicreler arasi sivisi) kandaki bilesenlerin
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elektrik akimi yardimi ile deri disina ¢ikarilmasi saglanabilmektedir. Bu seklide
uygulanan metot ise “ters iyontoforez” olarak tanimlanmaktadir. Ters iyontoforez
yonteminde, uygulanan akim ile deri disina ekstrakte olmasi istenen bilesen hareketi
arasinda lineer bir iliskinin olmasi beklenmektedir (Degim vd, 2003)

Ters iyontoforez yoluyla deriden herhangi bir maddenin (yiiklii veya ndtral
tiirler) girisimsel olmayan (non-invaziv) bir sekilde alinarak ekstrakte edilmesi ve
ekstrakte edilen bu tiirlerin tayin edilmesi, disiplinler arasi (malzeme teknolojileri,
elektrokimya, biyosensor teknolojisi, klinik kimya, elektronik vb.) bir bilgi birikimi
gerektirmektedir. Literatiirde, glikozun ve {irenin ters iyontoforez uygulanarak deri
disina alinmasina yonelik calismalar ¢ogunluktadir. Yapilan bir ¢calismada, kandaki
glikoz ters iyontoforez yontemi ile deri disina alinarak buradaki miktar1 tespit edilmis
ve aynit zamanda bu teknik ticari bir iiriin haline getirilerek diyabet hastaliginin
teshisinde kullanilmistir. Ters iyontoforez yonteminin kullanildig: sistemlerden birisi
GlucoWatch® cihazi olup diyabet hastaliginin izlenmesinde kullanilmaktadir (Sieg
vd, 2004; Sieg vd, 2003). Bu sistemde kandaki glikoz, ters iyontoforez yontemi ile

deri disina alinarak miktar1 tespit edilmistir.
2.3.1. Iyontoforez Ortam Olarak Derinin Yapisinin Incelenmesi

Deriden molekiiler taginimin istenilen seviyede yapilabilmesi, derinin yapisal
ozellikleri ile yakindan ilgilidir (Sekil 2.5.). Deri, derialt1 (hiopdermis), dermis ve
epidermis olmak {izere {i¢ tabakadan olusmaktadir. Derialt1 (hiopdermis) tabakasi,
bliylik miktarda yag iireten ve depolayan hiicrelerden olusmaktadir. Kollajenler
yoluyla derinin esnekligini saglamaktadir. Dermis tabakasi, deri alt1 tabakasina gore
nispeten daha az yag hiicresi icermekte olup ana bileseni kollajen ve kalinlhigr 1-4
mm arasinda degismektedir. Epidermis tabakasi, derinin en dis tabakast olup kan
damar ve lenfatik sistem icermez. Bulundugu bolgeye gore kalinligr 150-180 um
arasinda degismektedir. Morfolojik ve hiicre fonksiyonlar1 dikkate alinarak bes farkli
tabakaya ayrilmistir (Anonim,2017).

° Bazal Tabaka (Stratum Germinativum): Epidermisin en derin tabakasi olup
diger tabakalara gore daha hizli boliinebilen ve ¢ogalabilen hiicreleri (sekilleri
yuvarlak ve yumurta seklinde) igerir. Bu hiicreler deri yiizeyine dogru

ilerleyerek diger tabakalar1 olusturacak sekilde yer degistirir.
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. Diken, Sivri Ug¢ Tabakasi (Stratum Spinosum). Bazal tabaka hiicreleri, bu
tabakaya ciktikca, sekilleri daha da yuvarlak hale gelir. Bu tabakadaki hiicreler
komsu hiicreler ile baglanti yapilar1 olarak gorev almaktir.

. Graniiler Tabaka (Stratum Granulosum): Bu tabaka canli epidermisin en dig
tabakasidir. Bu tabakada {i¢ ila bes hiicre kalinliginda diizlesmis hiicreler
bulunur. Bu haliyle hidrofilik maddelerin diflizyonu i¢in 6nemli bir bariyer
degildir.

. Stratum Lucidum: Bu tabaka sadece derinin ¢ok kalin oldugu ayak tabani ve
avug ici gibi bolgelerde bulunur.

° Boynuzsu Tabaka (Stratum korneum): Epidermisin en dis tabakasi olup
kalinlig1 6-15 pm araligindadir. Bu tabaka, 15-25 kat Olii, yassilasmis ve
tamamen keratinize olmus olan korneositleri igerir ve bu korneositler,
keratinositten olugmustur. Stratum korneumun % 40" protein ve bunun da %
801 fibroz (lifsi) protein olan keratindir (40.000-68.000 dalton boyutlarinda a-
heliks polipeptit yapisinda bir molekiil).

Sekil 2.5. Deri tabakalarinin gosterimi (Anonim, 2017)

Boynuzsu tabaka deriden gecislerde ana Dbariyer tabakasi olarak
gosterilmektedir. Bu olii tabaka, maddelerin deriden gecislerinde meydana gelen

difiizyonu sinirlayict etki gostermektedir. Bu tabaka, bu gecislerde hidrofobik bir
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membran gibi davranir. Boynuzsu tabakanin olmadigi epidermis tabakasinin ¢ok

diistik bir bariyer 6zelligi oldugu saptanmaistir.
2.3.2. Ters Iyontoforezde Etkili Olan Tasinim Mekanizmalar

Deri, fizyolojik pH da negatif yiikliidiir (Potts vd, 2002; Connolly vd, 2002;
Leboulanger vd, 2004b). Derinin bu 06zelligi iyontoforez ve ters iyontoforez gibi
teknikler kullanilarak ¢esitli maddelerin deri altina ve deri digina taginmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Iyontoforez tekniklerinin uygulanmasinda etkin olan
tasinim mekanizmalarinin iyi anlasilmasi, giyilebilir cihaz ve sensor gelistirme
teknolojisinin ayrilmaz bir parcasidir. Ters iyontoforez, derialti tabaka igerisinden
deri ylizeyine, ¢6ziinen molekiillerin ekstraksiyonuna imkéan veren bir sistemdir.
Deriden molekiillerin ekstraksiyon mekanizmasi, elektro-gog, elektro-osmoz ve
bunlarin her ikisini birden de i¢erebilmektedir.

Deriden molekiillerin ekstraksiyonu, yiikli tiirlerin, ters isaretli olan
elektrotlara elektro-goc¢li ve polar, ndtral molekiillerin katoda olan elektroosmoz

mekanizmalar1 sayesinde olmaktadir.

2.3.2.1. Elektro-goc

Iyontoforez isleminde, sabit bir akim uygulanir. Bu sayede olusan elektron
akisi, deri boyunca bir iyon akisina (flux) doniistiriiliir. Sekil-2.6° da bir giic
kaynagi, sistemin elektriksel devre kisminda, elektronlarin gogii ig¢in bir manyetik
alan olusturur. Benzer sekilde iyonik devre kisminda ise, bu manyetik alan iyon
akisinin olusturulmasi saglamaktadir. Devrenin elektriksel kismi boyunca akan
elektronlarin miktari, deri boyunca akan iyonik yiiklerin miktartyla tam olarak
dengelenir. Bir diger ifadeyle, deri boyunca akan mevcut iyonik yiiklerin toplami,
giic kaynagindan gonderilen elektronlarin sayisina esit olmalidir. Sonug olarak yiik
tasimada yer alan biitiin iyonlar arasinda, bir “rekabet” wvardir. Sekil 2.6’ da
goriildiigli gibi, glic kaynagi, anoda ve katoda akim gonderir. Katyonik ve notral
maddeler, elektro-gog, elektro-osmoz ve pasif difiizyon (genel olarak ihmal edilebilir
diizeyde) yoluyla katoda dogru siiriiklenir (Sekil 2.6 de bu mekanizmalar sirasiyla 2,
3 ve 1 numarali olarak gosterilmistir). Anyonik tiirler, iletici ¢oziicli akisina (3) karsi
koymaya calisarak, elektro-go¢ (2) yoluyla anot haznesine dogru cekilirler. Pasif
difiizyon (1) yine ihmal edilebilir diizeydedir.
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Sekil 2.6. Ters Iyontoforezin deneysel bir kurguda gsterilen sematik diyagrama.

Iyontoforez islemi yoluyla gerceklesen ekstraksiyon, iyonotoforez zamani,
ilgili iyonlarin taginim numarast ve yukii, akim yogunlugu gibi parametreler ile
belirlenir. Akim yogunlugu (I), direkt ve kolay bir sekilde giic kaynagi yoluyla
kontrol edilebilir. Fakat, akim yogunlugu in vivo (canli) amach pratik uygulamalar
icin smirhi olup 0,5 mA/cm?>den daha fazla olamaz. Her bir ekstraksiyon
periyodunun siiresi, tayin i¢in gerekli olan yeterli analit miktarinin saglanabilmesine
yetecek kadar uzun olmalidir. Bununla birlikte viicutta klinik olarak onemli bir
degisiklik meydana getirebilecek kadar da uzun olmamalidir. Her haliikarda, ters
iyontoforezin, Ornekleme periyodu boyunca, viicutta sadece ortalama bir analit
seviyesinin tahmini saglayabilecegi bilinmelidir (Leboulanger vd, 2004a).

Tasinim numarasi, deri boyunca yliklerin taginmasina katki saglayan diger
iyonlara da bagli oldugundan, teorik olarak tahmin edilmesi zordur. Bir membran
boyunca bir elektrik alan olusturuldugunda iyonlar, yiiklerinin zorladig1 dogrultuda
gboc edecektir. Bir iyonun go¢ hizi, iyonun fizikokimyasal oOzellikleri ve gectigi
ortamin Ozellikleri sayesinde belirlenebilmektedir. Aslinda tasinim numarasi, deri
boyunca yliikiin tasinmasina katilan belirli bir iyonun ulagilabilen miktarina yani

konsantrasyona baglidir.
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Elektro-go¢ isleminde, analitin sadece iyonize formu ekstrakte edilebilir ve
bu ilgili pKa degerine baghdir. Benzer sekilde, proteinlere bagli olan analitler igin
deri boyunca yiik transferinin gerceklesmesine sadece serbest gruplar yeterince katki
saglayabilmektedir. Bir iyon, kiigiik, tam yiiklii, yiiksek konsantrasyonda ve

yeterince protein bagli degil ise, ana yiik tastyici olarak islev gosterebilir.
2.3.2.2.Elektro-osmoz

Fizyolojik pH’da deri negatif yiikliidiir ve katyonlar i¢in se¢ici gecirgendir. Bu
tip bir membran boyunca bir elektrik alan uygulandiginda, anot igerisinde, katot
yoniinde tetiklenen bir elektro-osmotik ¢oziicli akisi meydana gelir. Coziiciiniin bu
akisi, notral ve ozellikle polar molekiillerin taginmasini arttiran ¢éziinmiis maddeleri
de yam swra tasir. Elektro-osmoz bu sekilde katyonlarin taginmasini
giiclendirmektedir. Akim yogunlugu, pH ve iyonik siddet, elektro-osmozu modiile
eden elektrot formiilasyon parametrelerdir. Derinin her iki alaninda pH’min
degisiminden dolayl, membran iizerindeki yiik ve bu sayede derinin segici-

gecirgenligi degisebilir.

Elektrotransportta her iki mekanizma da, uygulanan akima baghdir. Bir
iyonun boyutu arttiginda, onun mobilitesi diismekte ve elektro-gé¢ daha zayif
kalmaktadir. Diger bir ifadeyle kii¢iik mobil iyonlar i¢in elektro-go¢ temel
mekanizma niteligindedir. Notral ve polar maddeler i¢in, elektrotlar yoluyla elektro-
goclin miimkiin olmadig1 durumlarda, elektro-osmoz daha baskindir. Katyonlar i¢in
bunun anlami, artan molekiiler boyut ile, elektro-go¢ yerine elektro-osmozun daha

baskin hale gelmesidir (Leboulanger vd, 2004a).

Elektro-osmoz mekanizmasmi daha iyi anlamak icin glikozun ters
iyontoforez ile deri digina alinmasi1 Ornek verilebilir; glikoz yiiksliz bir molekiil
oldugundan, deri disina tasimimi elektro-osmoz yoluyla gerceklesmektedir (Sekil
2.7). Deri, onceden de belirtildigi gibi fizyolojik pH’ da negatif yiik tasir ve bunun

bir sonucu olarak deri boyunca taginan yiikli tiirlerin biiylik bir kism1 Na* iyonudur.
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Sabit Akim Kaynagi

Net ¢oziicii akig

Sekil 2.7. Glikoz ekstraksiyonu igin “Ters Iyontoforez” prosesi (Potts vd, 2002)

Sodyum iyonlarinin bu gocti, iletken bir ¢oziicii akis1 iiretir. Bu ¢oziicii akisi,
glikoz gibi yiiklii olmayan tiirlerin iyontoforezin gerceklestigi sistemde katoda dogru

taginmasini saglamaktadir (Potts vd, 2002).

2.3.3. Ters iyontoforez Teknolojisi Ile Tlgili Literatiir Ozeti

Bir ters iyontoforez/sensdr cihazinda yiiklii olmayan molekiiller c¢oziicii
akisindan dolay1 deriden, elektro-osmoz yoluyla ekstrakte edilebilir. Bunun yan1 sira
ekstrakte olan bu molekiiller, deriden sensor yiizeyine diflizyon mekanizmalari
yoluyla da ulasir. Bu difiizyon, uygun bir iletken hidrojel (hem iyontoforez
elektrotlardan akim gecisi hem de deri ile temasi saglayan) igerisinde meydana
gelmelidir. Bu sistemin bir cihaz formunda kullanilmasi durumunda (Glucowatch
cthaz1 gibi), ters iyontoforez sartlar1 altinda, sensoriin hidrojel icerisindeki
davraniginin karakterize edilmesini gerektirmektedir. Bu en iyi seklide, in vivo
(canl) sartlarda deneme yapilmadan Once, in vitro (cansiz) sartlarda bir model
sistem tizerinde gercgeklestirilebilir. Literatiirde, in vitro ortam sartlarinda ters
iyontoforezin optimizasyon ve Kkarakterizasyon c¢alismalarimin yapilabilmesine
yonelik oldukg¢a fazla calisma mevcuttur. Bu amaca yonelik tasarlanan difiizyon
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hiicreleri (her he kadar tamamen ters iyontoforez teknigine uygun olmasa da) daha
cok deriden ilag salinimi calismalarinda kullanilan “Franz Tipi” diflizyon
hiicrelerinden esinlenerek tasarlanmistir. Bir Franz Tipi difiizyon hiicresi basit
olarak, bir dondr ve bir reseptér bolmesinden meydana gelmekte ve bu iki boliim
birbirinden bir membran ile ayrilmaktadir. Reseptor fazda bulunan maddenin
konsantrasyonu (yani analit) membrandan difiize olan madde miktarinin Slgiilmesi
yoluyla belirlenir. Franz tipi diiflizyon hiicreleri dikey ya da yatay olarak, ya da her
iki durumu igeren sekilde tasarlanabilir. Leboulanger vd, (2004b) tarafindan yapilan
calismada, in vitro denemelerde hem dikey difiizyon hiicresinin hem de {i¢ bolmeli
yatay hiicrenin  kullanilabilecegi, dikey hiicrenin, tek bir deri alti
konsantrasyonundaki denemelerde kullanildigi, {iglii yanal hiicrenin ise, deri alti
bolmesi ve elektrot haznelerindeki cozeltilerin sik sik degistirilmesini gerektiren
denemelerde kullanildig1 bildirilmistir. Ayrica, uygun bir giic kaynagi kullanilarak
iyontoforez elektrotlar1 olarak Ag/AgCl elektrotlarinin kullanildig1 da belirtilmistir.
Sekil 2.8 de, bir anti-epileptik ila¢ olan “fenitoinin derialti1 tabakadaki
konsantrasyonunun izlenmesine yonelik ters iyontoforez caligsmalarinin yapilabilmesi

i¢in tasarlanmis dikey ve yanal difiizyon hiicreleri verilmistir.

T Elektrot hazneleri
l r .
|
; Cam yiizeyler arasina
. ] _ sikistirilmig deri phebtedd ol |
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Sekil 2.8. Tyontoforetik difiizyon hiicreleri (Leboulanger vd, 2004b)

Sekil 2.8.’de sag tarafta, yan yana ii¢ blmeli hiicre (sol taraftaki) 1 cm? etkin

deri ylizey alanina sahiptir. Deri alti1 bélmenin hacmi 3,5 mL ve bunlarin elektrot

2

hazneleri 1,5 mL hacme sahiptir. Soldaki dikey hiicre, 0,8 cm” etkin deri yiizey
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alanina sahip olup deri alt1 blmesinin hacmi 6,5 mL’dir. Elektrot haznelerinin hacmi
ise 1 mL olacak sekilde tasarlanmistir.

In vitro sistemlerde cihazlarin ya da iyontoforez islemine ait etkilerin test
edilmesinde halihazirda insan ve hayvan dokular1 kullanilmaya devam edilmektedir
(Connolly vd, 2002). Bu durum, ters iyontoforez teknigini kullanarak ve non-invaziv
olarak hastalarin izlenmesine yonelik sensér ve cihaz gelistirme ¢alismalarinda iki
biiylik problemi de beraberinde getirmektedir. Bu problemlerden ilki, bu gibi
dokulara erisim problemidir. Bir¢ok iilkede etik ve giivenlik nedenlerinden dolay1 bu
dokulara ulagim smrhdir. Ikincisi, yeni bir sensér ve ekstraksiyon sisteminin
gelistirilmesi asamasinda, hayvan veya insan dokusu kullanilarak yapilan ters
iyontoforez siirecinde, derideki maddelerin girisim yapmas1 s6z konusu olabilir. In
vitro denemelerde hayvan ve insan derisinin kullanilmasi durumunda dikkate
alinmas1 gereken bir diger nokta, s6z konusu derinin 6lii hiicrelerden dolayi, in vivo
sartlardaki davranigini tamamiyla sergileyememe ihtimalidir.

Connolly vd (2002) tarafindan yapilan bir ¢aligmada yukarida belirtilen
durumlar dikkate alinarak ters iyontoforez caligsmalari icin sensor gelistirmesine ve
test edilmesine uygun bir iyontoforez sistemi, insan ve hayvan derisi yerine polimer
bir membran kullanilarak gelistirilmistir. Calismada membran olarak, seliiloz ester
(CE: cellulose ester) kullanilmistir. Bu membranin, pH:7.0’de negatif bir yiik
sergileyebilme ve nano-gdzenekli olma, derinin in vivo (canl) sartlarda sergiledigi
elektriksel iletkenlik 6zelliklerini sergileyebilme gibi, derinin bazi anahtar 6zellikleri

ile benzesim gostermesinden dolayi secildigi belirtilmistir.

N
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1 = : ‘\
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Sekil 2.9. Tyontoforez sistemi (Connolly vd, 2002)
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Yapilan bu calismada Sekil 2.9’ da gosterilen iyontoforez hiicreyle glikozun ve
laktat’in ters iyontoforez ile ekstraksiyonu c¢alisilmigtir. Sekil 2.9.°da, A; Anot
haznesi, B; Katot haznesi (her iki hazne de 5 mm ¢apa ve 20 mm derinlige sahip,
olup birbirine olan mesafesi 4 mm’dir), C; elektrotlar, D; dis ¢cap1 50 mm olan {ist
yar1 hiicre (A ve B hiicreleri tarafindan delinmis), E; Seperator (2 mm kalinliginda),
F; alt hiicre (22,7 mL test ¢ozeltisi kapasitesine sahip) G ve H; i¢c ve dig girisler
olarak tanimlanmustir. Iyontoforez sistemi, polimetilmetakrilat malzemeden yapilmis
olup, alt ve {ist olmak iizere iki bdéliimden olusmaktadir. Alt boliimde bulunan sivi,
deri altindaki doku sivisini temsil etmektedir. A ve B hazneleri, iyontoforez
cihazinda deri ile temas eden toplama hazneleri olarak rol oynamaktadir. Seliilloz
ester (Cellulose Ester (CE), alt bdlmenin lizerine yerlestirilen bir ayiric1 kasnagin
tizerinde durmaktadir. Burada seliiloz ester deri gorevi goérmektedir. Difiizyon
hiicresinin membran ile birlestirilmesi saglandiktan sonra, alt boliime giris portu
yoluyla ¢ozelti doldurulmaktadir. Calismada, iyontoforez deneylerinin, alt hiicrede,
HEPES (2-[4-2-hidroksi etil)-1 —piperazin] etan siilfonik asit tamponu) (133 mM
NaCl ¢ozeltisi igerisinde 25 mM HEPES) ve 5 mM glikoz ya da 10 mM sodyum
laktat varliginda tampon c¢ozelti igerisinde gergeklestirildigi, anot ve katot
haznelerinin, her bir iyontoforez isleminde 300 pL. HEPES/NaCl ile dolduruldugu
bildirilmistir. Ters iyontoforez isleminin 70 pA’lik bir akim altinda, 15-90 dakikalik
periyotlarda gergeklestirildigi belirtilmistir. Bu iyontoforez hiicresi temel alinarak
literatiirde, farkli molekiillerin ters iyontoforez ile ekstraksiyonuna yonelik birgok
¢alisma sunulmustur;

Lee vd (2010), Ching vd (2014), Leboulanger vd, (2004b) tarafindan yapilan
calismalarda, Sekil 2.10.a ve Sekil 2.10.b’de goriilen sistem, lrik asidin ters
iyontoforez yontemiyle ekstrakte edilmesinde kullanilmistir. Ayirict membran olarak
domuz derisi (kalinlig1 250 um) kullanilmis olup etkin yiizey alan1 0,2 cm?’dir. iki
iyontoforez haznesi arasindaki mesafe 11 mm olarak tasarlanmistir. Sistemde 0,3
mA/cm®> akim yogunlugu, Ag/AgCl iyonotoforez elektrotlar kullanilarak

uygulanmigtir.
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Ters ivontoforez hiicresi

Ag/AgCl elektrot

Elektrot haznesi

300 pl PBS (0,1 M, pH 7,0)
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Sekil 2.10. in vitro ¢alismalar icin kullamlan difiizyon hiicreleri (Lee vd, 2010; Ching vd, 2014)

Benzer sekilde bu diifiizyon hiicresi, Ching vd (2011b) tarafindan yapilan
calismada homosistein ve iire molekiiliinlin birliktre ekstraksiyonu i¢in, yine Ching
vd (2012)’nin bir baska ¢alismasinda, ters iyontoforez ve elektroporasyon (hiicreleri
veya dokular1 kisa stireli yiliksek giicte bir elektriksel alan uygulayarak, hiicre zarinda
DNA'min gecebilecegi nanometre boyutunda gecici gozenekler agilmasi mantigina
dayanan gen aktarimi islemi) teknigini birlikte kullanarak c¢oklu biyo belirteclerin
ekstraksiyonu i¢in kullanilmistir. Bu ¢aligmalarda genellikle ayirict membran olarak
domuz derisi kullanilmistir. Iyontoforez elektrot olarak genellikle Ag/AgCl
kullanilmis olup, bunlar bir giimiis tel {izerine AgCl kaplanmasi ile hazirlanmastir.

Ching vd (2011b)’nin Viicut disinda yapilan bu g¢alismanin c¢alismasinda,

homosisteinin deri ylizeyinden non-invaziv olarak ekstrakte edilip edilemediginin
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belirlenmesi ve hem de homosistein ve iirenin es zamanli iyontoforez sartlari
incelenmesidir. Biitiin denemelerde domuz derisiyle birlestirilmis bir difiizyon
hiicresi kullanilmigtir. Difiizyon hiicresine, bir Ag/AgCl elektrot vasitasiyla, 12
dakika boyunca, bir dogru akim ve farkli simetride iki-fazli dogru akim (SBdc)
uygulanmustir. Bu dogru akim ve farkli simetride iki-fazli dogru akim 0,3 mA /cm?
akim yogunluguna sahiptir. Farkli simetride iki-fazli dogru akim (SBdc) 15, 30, 60
ve 180 saniye olmak lizere 4 farkli faza da uygulanmis ve bunun sonucunda
homosistein, ters iyontoforez yontemi ile deri yiizeyinden ekstrakte edilebilmistir. Bu
calisma, homosisteinin ve iirenin es zamanlt olarak ekstrakte edildigi optimum mod,
60 saniye faz siiresine sahip olan farkli simetride iki-fazli dogru akim (SBdc)’in
kullanildig1 sartlar olup bu, faz siiresine bagl olarak ters iyontoforez yontemi ile
homosisteinin ve iirenin es zamanli ekstraksiyonunun miimkiin oldugunu
desteklemektedir.

Ters iyontoforez yontemiyle elde edilen analitlerin analizi i¢in ¢esitli elektrotlar
ve biyosensorler kullanilmistir. Literatiirde “screen printed” elektrotlarin hem bir
biyosensor hem de iyontoforez elektrotu olarak kullanildigi ¢alismalar da mevcuttur.
(Liu vd, 2011; Ching vd, 2010).

Liu vd, (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada “screen printed” elektrolar hem
iyontoforez elektrotlart hem de ters iyontoforez ile ekstrakte edilen glikozun
amperometrik tayin edilmesi icin bir ¢alisma elektrotu (biyosensor) olarak
kullanilmistir. Bu c¢alismada in vitro sartlarda iyonotoforez denemeleri i¢in fi¢
bolmeli dikey diflizyon hiicresi kullanilmig ve sistemin tamami Sekil 2.11°da
gosterilmis olup 1; alt hazne, 2; ciplak fare derisi, 3; biyosensor, 4; giris, 5;
mikropipet, 6; iletim kablolari, 7; manyetik karigtirici, 8; elektrokimasal calisma
istasyonu, 9; izole tabaka, 10; hidrojel membran, 11; Os-kompleks mediator film, 12;
Ag/AgCl tabakasi, 13; Au (altin) tabaka, 14; PC kalip tabakay1 gostermektedir.

Bu sistemde elektrot hazneleri, derinin ylizeyinde biyosensor iizerine
yerlestirilmistir. Bu bir hidrojel membran vasitas1 ile saglanmistir. Bu hidrojel
membran, ekstrakte edilen glikozun toplama haznesi gorevi gordiigii kadar, bir
biyosensor elektroliti olarak da gorev almistir. Hidrojel membran, ¢iplak fare
derisinin epidermis tabakasi iizerine sikica, bir “sceen printed” biyosensor
kullanilarak sabitlenmistir. Amperometrik transduser, ince plastik film kalip ile bir

polikarbonat substrat lizerine Au’in (altin) piiskiirtiilmesiyle iiretilen geleneksel ticlii
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elektrot kullanilarak yapilmigtir. Ag/AgCl pastasi, kalip olarak paslanmaz celik

kullanilarak karsit elektrot ve referans elektrotun yiizeyine baskilanmistir.

"

Sekil 2.11. Ters iynotoforez denemeleri i¢in kullanilan sistemin biitiinii (Liu vd, 2011)

Ag/AgCl tabakast 120 °C’de 5 dakika kurutulmustur. Tranduser, sonra
hidrofiliklik ve elektroaktivitenin yeterli bir sekilde gelismesi i¢in elektro-aktivasyon
metodu yoluyla, 6n muameleye tabi tutulmustur. 2 pL Os-kompleks HRP
(horseradish peroksidaz) ve PEG-DGE (poli (etilen glikol diglasiyal eter) igeren
mediator ¢ozeltisi, ¢alisma elektrotu alanina eklenmis ve gece boyu kurutulmustur.
PEO’yu (poli (etilen oksidaz) optimum oranda iceren PEO sulu ¢ozelti, hidrojel
membran hazirlamak icin reaksiyon alanina eklenmis ve biyosensér 4 °C’de
saklanmigtir. Sekil 2.11°de goriildiigii gibi bir ¢ift biyosensor, elektrokimyasal
calisma bolmesine baglanmis ve sonra, sirasiyla anodik ve katodik elektrot olarak
gorev goren Ag/AgCl elektrotlar aracilifiyla, ters iyontoforez devresini tamamlamak
igin 0,5 mA/cm? sabit bir akim uygulanmis ve iyontoforez islemine 20 dakika
boyunca devam edilmistir. Bu calismada ¢iplak fare derisi, insan derisine benzer
sekilde fizyolojik pH’da negatif yiiklii ve katyonlar i¢in secici-gecirgen oldugu i¢in

tercih edilmistir.
2.3.4. Glucowatch Patent Incelemesi

Sieg vd (2003), Sieg vd (2004) tarafindan yapilan iki caligmada, Ters
Iyontoforez yonteminin Ticari GlucoWatch Biographer cihazinda kullanim sartlari
incelenmistir. Bu caligmalarda, Ters iyontoforez yonteminin diabetik gliseminin,

uzun saatler boyunca her 10 dakikada bir 6l¢iimiinii saglayan ticari bir “GlucoWatch
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Biographer” cihazinda, non-invaziv olarak deriden glikozu ekstrakte etmek igin
kullanilabildigi ancak, cihazin, her kullanimda klasik yontemle elde edilen bir kan
ornegi ile kalibre edilmesi gerekliligi bildirilmistir. Yapilan iki ¢alismanin da amaci,
invaziv (acili) olan bu adimin bertaraf edilmesi i¢in yeni bir yaklagimin gelistirilmesi
tizerine caligmalarin yapilmasi olarak belirtilmistir. GlucoWatch ile ilgili literatiirde
cok sayida makale olmasiyla birlikte patent ¢calismalar1 da mevcuttur; bu patentlerden
bir tanesi incelenerek ayrintilar1 asagida sunulmustur;

Kim vd (2004) tarafindan yapilmis olan bu bulus, bir biyolojik sivida hedef
analitin konsantrasyonunun izlenmesinde kullanilabilecek bir biyosensor, daha da
Onemlisi, deri yiizeyinden ekstrakte edilen bir veya daha fazla analitin
konsantrasyonunun Olgiilmesiyle ilgilidir. Bu bulus ayrica, uzun zaman alan
stireclerde (1-24 saat veya daha fazla) biyolojik bir sistemden bir veya daha fazla
analitin deri yiizeyinden siirekli ektraksiyonu igin bir elektrot sistemi ile ilgilidir. Bu
bulus, deri ylizeyinden ekstrakte edilen bir analitin konsantrasyonunun ol¢lilmesi ya
da tayini icin etkili bir 6rnekleme sistemi sunar. Bu bulus ayrica, bir biyolojik sivi
ortaminda bulunan hedef analitin konsantrasyonunu belirlemek icin yiiksek
duyarlilikta bir biyosensor ile birlestirilen bir otomatik 6rnekleme sistemi saglayarak
daha onceki buluslardan istiin olarak, bir izleme teknigini ve cihazinin
gelistirilmesini temsil eder. Ornekleme sistemi, deri yiizeyi yoluyla bir hedef analitin
kiiclik miktarlarin1 ekstrakte eder ve sonrasinda hedef analitin konsantrasyonunu
belirler. Ornekleme, biyolojik bir sistemden bir hedef analitin, milimolar seviyesinin
de altinda (sub-mM) ekstrakte edilmesi durumunda, bunun bile miktar tayininin
yapilmasina izin verecek sekilde stirekli bir bigimde gergeklestirilir.

Ornekleme sisteminin girisimsel olmayan dogasi, hastalarm bu sistemi kabul
etme oranmi arttirmaktadir. Ozellikle bu baglamda kandaki glikozun izlemesiyle,
giin i¢erisinde kandaki glikoz 6l¢limiiniin sik sik alinmasiyla, daha iyi bir glisemi
kontrolii basarilabilir. Girisimsel olmayan 6rnekleme sisteminin kullanilmasi, daha
sik dl¢iimiin alinmas1 oranmin arttirilmasina yardimei olur. Ilaveten, anlik &rnekleme
sistemi yoluyla saglanan otomatik ornekleme, Ozellikle uzun siireli izlemeler
yapildiginda (24 saat ve daha fazla), daha 6nce tanimlanan bu tiir cihazlarla tayin
edilemeyen degisken durumun (giin icerisinde glikoz miktarmin degiskenlik

gostermesi) izlenmesinde kullanilabilir.
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Bu bulusun genel amaclarindan birisi, biyolojik sivilarda bulunan analitin deri
yiizeyinden siirekli ekstraksiyonu i¢in otomatik bir sistem saglamaktir. Bulusun bir
onemli uygulamasi, deri yiizeyinden yapilan ekstraksiyon, ters iyontoforez veya
elektro ozmos kullanilarak gergeklestirilebilir olmasidir. Bu uygulama, bir veya daha
fazla toplama haznesinin, denegin derisi ile temas halinde olmasini gerektirir. Tipik
bir toplama haznesi, iletken bir ortam igerir ve hazne ile denegin derisi arasinda akim
ya da elektrik potansiyeli saglamak i¢in Ornek ile temas halindedir. Ayrica bir
biyosensor, bir ya da daha fazla hazne ile temas halindedir ve hazne igerisinde
bulunan hedef analitin konsantrasyonunun belirlenmesini ya da algilanmasini saglar.
Omekleme sistemi yoluyla elde edilen hedef analitin miktarni belirlemek igin
kullanilan biyosensor, geleneksel elektrokimyasal tayin yoluyla (genel olarak mM
araliginda) konsantrasyonun da altindaki bir miktar1 [ters iyontoforez ile ekstrakte
edilmis olan konsantrasyon, 6rn. sub-mM (sub-mM”, 1 mM’dan daha diisiik
konsantrasyonu ifade etmektedir)] giivenilir ve tekrarlanabilir bir sekilde belirlemek
durumundadir. Bu bulusun 6nemli uygulamalarindan biri, biyosensdr, bir platin-grup
metal (6rnegin, Pt, Pd, Ru ve Rh) igeren bir elektrot igerir. Biyosensor elektrot,
hidrojen peroksit saglamak iizere, ilgili analit ile spesifik reaksiyon veren bir enzim
tarafindan {iretilen, hidrojen peroksidi tayin etmek i¢in kullanilir. Otomatik
ornekleme sistemi, uzun siireli olarak (1-24 saat veya daha fazlas1) siirekli ve
periyodik oOrnekleme saglamak icin kullanildiginda, biyosensor elektrot diisiik
baslangi¢c akima sahip olmalidir ve en azindan 1-24 saatlik islem sirasinda kararh
olmalidir.

Bulusun bir diger genel amaglarindan bir digeri ise, biyolojik bir sistemde
bulunan hedef analitin konsantrasyonunu izlemek igin, iyonik olarak iletken bir
ortam igeren hazneler ve hidrojen peroksit iiretmek i¢in analit ile reaksiyon verebilen
enzim iceren bir 6rnekleme sistemi saglamaktir.

Bu bulus, deri yiizeyi metodu (Transdermal Metot) yoluyla bir analitin kii¢iik
miktarlarda 6rneklenmesi i¢in bir metot ve aparat sunar. Bu metot ve aparat, bir
biyolojik sistemde bulunan hedef analitin miktarin1 belirlemek i¢in kullanilir. Bu
ornekleme siirekli bir sekilde gerceklesir ve miktar belirleme hedef analit
konsantrasyonu mili molardan daha diisiik oldugu durumda bile miimkiindiir. Deri
yiizeyinden ektraksiyon bir elektrokimyasal akim veya ultrasonik radyasyon

uygulanarak gergeklesir. Elektrik akimi veya ultrasonik radyasyon, glikozun g¢ok
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kiiclik miktarlarinin denekten bir toplama haznesine ekstrakte edilmesi i¢in kullanilir.
Toplama haznesi, biyosensor ile temas halindedir. Daha da 6nemlisi, bir veya daha
fazla toplama haznesi, denegin doku yiizeyine, temas halinde olacak sekilde
yerlestirilir. Ayrica, toplama haznesi, ters iyontoforez ekstraksiyonu i¢in akim iireten
elektrot ile temas halindedir.

Toplama kabi, sivi ya da sivi ortam igeren iyonik olarak iletken bir ortamdan
olusur. Iletken ortam, tercihen, yiiksek iyonik iletkenlik iiretmek igin yeterli miktarda
iyonik maddeler iceren bir hidrojeldir. Hidrojel, birbirine baglantili hiicrelerden
olusan, su ile birlestiginde jel formunda olan (¢Ozilinebilen) kati bir maddeden
olugmaktadir ve bu jelatin gibi dogal bir madde olabilir (Jelatin, baglar, tendonlar ve
derinin kaynatilmasi yoluyla icinde bulunan kollajen proteininin hidrolizinden
meydana gelir). Bununla beraber, materyalin jel formu ya da ¢6ziinebilen kat1 form
icin polimer bir materyal daha ¢ok tercih edilebilir (poli etilen oksit, polivinil alkol,
poliakrilik asit ve bunlarla ilgili kopolimerler ve polivinil prolidin igeren). Polimer
materyaller agirlikca %5’ den fazla %40’ dan daha az, tercihen kullanilabilir.
Nemlendirici eklendiginde bu aralik % 8 ila %12 olarak, nemlendirici
eklenmediginde %15-%20 araliginda tercih edilebilir. Hidrojel igerisine, sinirlama
olmaksizin, elektrolit (tuz vb.), tampon, nemlendirici, biyo asit, koruyucu, enzim
stabilitorii ve yapistirict gibi ilave materyaller eklenebilir.

Bulusta sunulan Ornekleme sistemi c¢ok diisiik giiriiltii seviyelerinde
calistirilmak zorunda oldugundan toplama haznesi, bulag yapan ya da
elektrokimyasal olarak yeterli duyarlikta bilesen icermeyen, iyonik olarak iletken bir
ortam icermelidir. Bdylece, yukarida tanimlanan tercih edilen hidrojel bileseni,
makul bir materyal se¢imi yapilarak formiile edilir.

Analitin tayinini kolaylagtirmak i¢in, bir enzim, bir veya daha fazla toplama
haznesinin i¢ine atilir (gomiiliir). Enzim, ekstrakte edilen analiti (burada glikoz)
katalizler. Burada uygun enzim, glikozun, glikonik asit ve hidrojen perokside
katalizlendigi glikoz oksidazdir. Bu biyosensorde, elektrot iizerinde hidrojen
peroksitin tayininde, (cihaza giren glikozun miktar: ile iligkili olarak ve tayin
edilebilen bir akim olusturarak) her hidrojen peroksit molekiilii basina iki elektron
dretilir (Sekil 2.12). Glikoz oksidaz (GOx), ticari olarak kolayca ulasilabilirdir ve
katalitik davranisi ¢ok iyi bilinen bir enzimdir. Bunula beraber, diger enzimler de

kullanilabilir.
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Sekil 2.12.  Glukonik asit ve hidrojen peroksit elde etmek igin glukoz oksidazin
katalizlendigi ve bir akimin olusmasi ile sonuglanan reaksiyonun gosterimi
(Kim vd, 2004)

S6z konusu patentte, ilgili bulusu anlatan Sekil 2.13, Sekil 2.14 ve Sekil 2.15

asagida verilmistir.

24

Sekil 2.13. Otomatik 6rnekleme sisteminin genisletilmis resmi (Kim vd, 2004).
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Ornekleme sistemi bilesenleri, her biri dairesel elektroforetik elektrota sahip
olan sirastyla 8 ve 10 ile gosterilen ve bir biyosensorii (12 ve 14) cevreleyen iki
biyosensor/iyontoforetik elektort alani igerir (4 ve 6). Elektrort alanlar1 (4 ve 6), bir
sensOr tablasi igerisine yerlestirilmis olan polimerik bir substrat (16) {lizerine
basilmigtir. Elektrot alanlar1 iizerine yerlestirilmis olan toplama haznesi alan1 (20),
toplama haznesi alaninin oldugu yerde bir jel tutucu ile (26) tutturulmus olan iki

hidrojel dolgu (22 ve 24) igerir.

i

R T

e

Sekil 2.14.  iki durumlu (bimodal) elektrot tasariminin bir uygulamasi (Kim vd, 2004).

Sekil, (33) genel olarak elektrot grubunun sematik ve genel goriiniimiinii ifade
eder. (30) ¢ift durumlu elektrodu ifade eder ve oOrnegin bu, bir Ag/AgCl
iyontoforetik/karsit elektrot olabilir. Algillama ve ¢alisma elektrodu (6rnegin
platinden yapilmis olan) sekilde (31) ile ifade edilmistir. Referans elektrot sekilde
(32) ile ifade edilen kisimdir ve bu bir Ag/AgCl elektrot olabilir. Bilesenler uygun
bir madde iizerine monte edilmistir (34). Bu 6rnekteki gibi bir ¢calisma elektrodunun

alani, 1.35 cm?’dir.

a7 a8
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Sekil 2.15.  Bir referans elektrot ve bir hidrojel kisim ile birlestirilerek kullanilabilen, ¢ift

durumlu elektrodun yan kesitinin gosterimi (Kim vd, 2004).
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Sekildeki bilesenler, ¢ift durumlu elektrot (40 ve 41) ile, algilama elektrotlar
(42 ve 43) ile, referans elektrotlar (44 ve 45) ile, bir substrat 46 ile, ve hidrojel petler
(47 ve 48) olarak gosterilmektedir.

2.4. Tezin Amaci ve Ozgiin Yonii

Homosisteinin, metiyonin metabolizmasi sirasinda olusan ve siilfiir iceren bir
aminoasittir. Bu tez ¢alismasinda, homosisteinin, ters iyontoforez teknigini
kullanarak non-invaziv bir sekilde, doku sivisi ile birlikte deri disina alinmasi, alinan
bu sivida, amperometrik bir enzim biyosensdr kullanilarak tayin edilmesi
hedeflenmistir. Elde edilen verilerin, kol saati seklinde anlik veri alinmasina
miisaade eden bir sistemin kurgulanmasina temel teskil etmesi amaglanmaktadir.

Tez calismasinda her ne kadar homosistein ile calisilmis olsa da, tez
kapsaminda gelistirilen sistemin doku sivist ile deri digina tasinabilen ve bir
biyosensor ile Olgiilebilir nitelikteki parametrelere uygulanabilir  olmasi
ongoriilmektedir. Bu sayede iiniversal bir sistemin gelistirmesi tez calismasinin
0zglin yoniiniin basinda gelmektedir.

Tez calismasinda homosisteinin tercih edilmesinin kritik bir 6nemi vardir.
Homosistein, ilgili oldugu hastaliklarin tanisinda heniiz rutinde tayin edilen bir
parametre olmamakla birlikte kalp krizi ataklarinda onemli bir gosterge oldugu
konusundaki iddialar1 giin gegtikce artmaktadir (Anonim, 2018; Ching vd, 2011b).
Bu bakis agisi1 ile kardiyovaskiiler hastaliklarin tanisinda homosisteinin acisiz, hizl
ve kompakt bir cihazla tayin edilmesi ve en basit sekli ile hastanelerin acil
servislerine gogiis agrist tanisi ile gelen hastalarda hizli karar verme noktasinda
alternatif bir yOontem olarak degerlendirilmesi Ongoriilebilir. Homosistein
molekiiliiniin ters iyontoforez yontemi ile deri disina alinmasina yonelik ¢aligmalar
literatiirde mevcut olup tire ve glikoz molekiilleri iizerine yapilan ¢aligmalar kadar
yaygin degildir; homosisteinin ters iyontoforez yontemi kullanilarak deri disina
alinmas1 ve buna ilave olarak amperometrik bir homosistein biyosensorii ile tayin
edilmesi bu teze 6zgii bir caligma olacaktir. Nitekim belirtilen literatiirlerden, Ching
vd, (2011b) tarafindan yapilan ¢alismada, ekstrakte edilen homosistenin miktarinin,
Bio-Rad 680 marka model olan bir mikro plak okuyucu ile kolorimetirk olarak tayin
edildigi, Connolly vd, (2002)’de tarafindan yapilan caligmada ise klinik kitler
kullanilarak tayin edildigi belirtilmistir. Tez c¢alismasinda, homosisteinin ters
iyontoforez yontemi ile deri disina alinmasma ait optimizasyon sartlarinin
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gelistirilmesi ve ayni zamanda amperometrik homosistein biyosensorii gelistirilerek
terz iyontoforez ekstraksiyonundan elde edilen analitin bu biyosensodrle tayin
edilmesi bu tez ¢alismasina 6zgii olacaktir.

Tez calismasi birden fazla ¢alisma alanimi birlestiren konsept bir ¢alismadir;
homosistein molekiiliiniin hiicresel sividan akimin etkisiyle deri disina alinmasi,
elektrokimya, non-invaziv teknikler, non-invaziv tekniklerin canli viicudunda
uygulanmasina yonelik tekniklerin kullanilmasini gerektirir.

Deri digina alman sivinin 6lglim teknikleri bir diger teknoloji alanidir; ilgili
parametreye bagli olarak gelistirilmis klasik Ol¢im yontemleri mevcuttur. Ancak
ekstrakte edilen materyalin miktarinin diisiik olmasi alternatif tekniklerin de
gelistirilmesini gerektirmektedir. Biyosensor teknolojisi hizli ve yerinde analizler
icin en uygun alternatif yontemdir.

Biyosensoriin gelistirilmesinde, son yillarda yaygin bir kullanim alanina sahip
SPCE elektrot kullanilmistir. SPCE elektrot yiizeyi Kitosan + Karbon Nanotiip
birlikte kullanilarak gelistirilen matris ile modifiye edilmistir. Modifiye SPCE
elektrotlarin enzim biyosensor gelistirilmesinde kullanima ile literatiirde sinirli sayida
calisma mevcuttur. Bu tez ¢alismasi, bu alandaki ¢alismalara da katki saglayacak

sonuglar ortaya koyacaktir.
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3. MATERYAL METOT

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Materyaller

D-Aminoasit Okdisaz Enzimi kullanilarak  gelistirilen —amperometrik
homosistein biyosensoriin - ylizey modifikasyonun izlenmesinde, GAMRY600
potansiyostat/golvanostat cihazinin Siklik Voltametri (CV) modilii kullanildi.
Biyosensor hazirlandiktan sonra kalibrasyon araliginin belirlenmesine yonelik
Olciimler de ayni1 cihazin Kronoamperometri modiilii kullanilarak yapildi.
Biyosensor gelistirme c¢aligmalarinda, ¢alisma elektrotu; karbon (4 mm c¢ap), karsit
elektrot; karbon, referans elektrot; karbon, elektrik baglanti noktalari; giimiis,
boyutlar; L33 x W10 x H 0,5 olan Dropsens-110, Screen Printed Karbon Elektrot
(SPCE) kullanild1 (Sekil 3.1).

Karsit Elektrot

Calisma
Elektrodu

Kargit Elektrot
Baglantisi

3

Referans
Elektrot

Calisma Elektrodu
Baglantisi

Referans Elektrot
Baglantisi

Sekil 3.1. Dropsens screen printed elektrot (Anonymous, 2021)

Benzer sekilde, iyontoforez elektrotlar, GAMRY 600 potansiyostat/golvanostat
cihazi ve bu cihazin Kronoamperometri modiili kullanilarak hazirlandi. Ters
iyontoforez denemeleri de yine ayni cihazda ayn1 modiil kullanilarak yapildi.

Cozeltilerin pH ayarlama isleminde Thermoscientific, Orion 3 Star Marka pH

metre kullanildi. Kimyasal maddeler, Kern, PFB 1200-2 marka Hassas terazi



kullanilarak tartildi. Cozeltilerin karigtirllmasinda ve iyontoforez islemimde, Hanna,
HI190M Marka Manyetik Karistirict kullanildi. Caligmalarda kullanilan standart
cozeltiler, Millipore, Direct-Q cihazindan {retilen deiyonize su kullanilarak
hazirlandi. Diisiik miktarli ¢6zeltilerin karistirilmasinda VORTEX, VG3 marka tiip

karistirict kullanildu.

3.2. Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

Calismalarda, Homosistein; Sigma, DL-Homosisteine H4628-1G, D-
Aminoasit Oksidaz Enzimi; Sigma, A6222-200UN, Kitosan; Fluka-50494-25G,
Ferrosen; Fluka-26260-250G, Gluter aldehit; Sigma-Aldrich, G5882-50ML,
MWCNT ve SWCNT; Ondokuz Mayis Universitesi Miihendislik Fakiiltesi, NaCl,
KCl1, Na;HPO4.2H,0, NaH,PO4.H>O, HCl, NaOH, Asetik Asit Merck firmasindan
temin edilerek kullanildi.

Kullanilan ¢ozeltiler asagida belirtilen sekilde hazirlandi.

. 0,1 M Fosfat Tampon (PBS) (pH:7,40) Cozeltisi; 0,08 M Na,HPO4 2H>O +
0,02 M NaH>PO4.H>O kullanilarak hazirland1 ve pH’s1 0,1 M HCI ¢o6zeltisi
kullanilarak pH:7.40 degerine ayarlandi.

. 0,01 M Fosfat Tampon Cdozeltisi PBS (pH:7,40) cozeltisi; 0,008 M
Na,HPO4.2H>0 + 0,002 MNaH>PO4.H>O kullanilarak hazirlandi ve pH’s1 0,1
M HCI pH:7.40 degerine ayarlandi.

° 0,05 M Asetik Asit, pH:5,0: 0,285 mL asetik asit alindi, {izerine yaklasik 80
mL deiyonize su eklendi. pH’s1 0,25 M NaOH kullanilarak (15 mL harcandi)
pH: 5.0’a ayarland1 ve ¢ozelti 100 mL’ye tamamlanarak pH’s1 tekrar kontrol
edildi.

° %0,1 'lik (W/V) Kitosan (0,05 M Asetik Asit Icerisinde pH:5); 0,001 g
kitosan /1 mL (asetik asit) oranin1 saglayan oranlarda hazirlandi ve ortalama 5
saat manyetik karistiricida oda sicakliginda ¢oziinmesi sagladiktan sonra
kullanildi.

° %0,1'lik (W/V) Kitosan +10 mg/mL Ferrosen (KF): Hazirlanan %0,1’lik
kitosan ¢ozeltisinin 1 mL’sinde 10 mg olacak sekilde ferrosen eklendi. Ancak
kitosan ¢ozeltisi icerisinde ferrosenin ¢ok az ¢oziindiigli gozlendi. Ferrosenin
¢Oziiniirliiglinii artirmak i¢in, 10 mg ferrosen i¢in 100 pL metanol igerisinde
¢Oziildiikten sonra kitosan c¢ozeltisine eklendi. Kitosan+ferrosen karigimi,
vorteks tlizerinde ortalama 15 saat karistirildiktan sonra denemelerde kullanildi.
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. %0,1'lik (W/V) Kitosan +10 mg/mL Ferrosen+ MWCNT (5 mg/mL)
(KFMWCNT): “%0,1'lik Kitosan +10 mg/mL Ferrosen” ¢ozeltisi, 30 dakika
manyetik karistiric1 lizerinde karistirildi ve tizerine 5 mg CNT/1 mL oranini
saglayacak miktarda CNT ilave edildi. Bu karisim 15 saat boyunca oda
sicakliginda karistirildiktan sonra denemelerde kullanilacak olan karisim
hazirlanmig oldu. SWCNT ve MWCNT igin ayni1 islemler yapildi.

. %0,25'lik Gluter aldehit: 250 pL gluteraldehid alindi ve iizeri deiyonize su
ile 100 mL’ye tamamlandi. Benzer sekilde, % 0,05 ve %2,5 oranlarinda da
hazirlanarak deneylerde kullanildi.

. 5 mg/mL (D-Aminoasit Oksidaz Enzim / 10 mM PBS, pH:7.40): Belirtilen
orana uygun olacak sekilde enzim tartilarak PBS ¢ozeltisi igerisinde ¢oziildii.
Kullanilmadigt durumda buzdolabinda +4°C’de saklandi.

. Farklh Konsantrasyonlarda Homosistein (Hcy) Cozeltisi: Denemelerde,
ihtiyaca gore, 3-100 uM konsantrasyon araliginda, 10 mM PBS, pH:7,40

icersinde ¢oziilerek hazirlandi ve kullanildi.

3.3. Amperometrik Homosistein Biyosensoriin Hazirlanmasi

Amperometrik homosistein biyosensoriin  hazirlanmasinda, SPE elektrot
ylizeyinin elektrokimyasal olarak aktif hale getirilmesi i¢in ferrosen kullanildi,
yapilan ilk denemelerde, biyosensor kombinasyonu i¢in tatmin edici siddette sinyal
elde edilemedigi icin bilesime karbon nanotiip de dahil edildi. Yapilan ¢alismalarda,
MWCNT kullanildi. SPE’nin yiizey modifikasyonunda bir biyopolimer olan kitosan,
capraz baglayici olarak ise gluter aldehit kullanildi. Bu malzemelerin kullanildig: bir
biyosensOriin hazirlanmasinda asagida belirtilen adim sira izlendi. Yiizey
modifikasyonununda her asamada yiizeyin CV’leri (Siklik Voltamogram) alinarak
ilerlendi.

KFMWCNT (%0,1'lik Kitosan +10 mg/mL Ferrosen + MWCNT (5mg/mL))
oraninda hazirlanan karisim, 15 saat oda sicakliginda manyetik karistirict tizerinde
karistirildi ve SPCE’in ¢alisma elektrotu bolgesine Syl damlatilarak oda sartlarinda
yiizeyin kurumasi i¢in beklendi (30 dakika). Ardindan, elektrotlarin her birisinin 10
mM PBS, pH:7,40 ve 0,1 M PBS, pH:7,40 ¢ozeltisine kars1 CV’leri alindi. CV’lerin
incelenmesi sonunda, ylizeydeki akim degerleri istenilen diizeyde olan elektrotlar, bir
sonraki adim olan gluter aldehit kaplanmasi asamasinda kullanildi. Bu asamada

elektrot ylizeyine, % 0,25 ve % 0,125 oraninda gluter aldehitten SuL damlatilarak
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denemeler yapildi ve 1 saat oda sicakliginda kurumasi i¢in bekletildi (KFMWCNT-
GA%0,25). 1 saatin sonunda saf su ile elektrot yiizeyi yikandi. Elektrotun CV’leri,
10 mM PBS, pH:7,40 ve 0,1 M PBS, pH:7,40 ¢o6zeltisinden elektrot yiizeyine
damlatilarak alindi. CV’lerinin incelenmesi sonunda, yiizeydeki akim degerleri
beklenen diizeyde olan elektrotlar bir sonraki adimda, enzim kaplama asamasinda
kullanildi. Bu asamada, 5 mg/mL konsantrasyonda D-Aminoasit oksidaz enzimi
¢Ozeltisinden elektrotlarin yiizeyine, 5 L damlatildi (KFMWCNT-GA%0,125-A0x)
ve buzdolabinda (+8°C), 3 saat bekletildi. 3 saatin sonunda elektrot yiizeyleri,
immobilize olmayan enzimin uzaklastirlmasi saf su ile yikandi. Yikama isleminden
sonra, elektrotlarin yiizeyine 10 mM PBS, pH:7,40 ve 0,1 M PBS, pH:7,40
damlatilarak her bir elektrotun CV’si alindi.

CV’lerin incelenmesi sonunda, yiizeydeki akim degerleri beklenen diizeyde
olan elektrotlar performans testlerinde, iyontoforez cozeltilerinin olglimlerinde ve

gercek numune kan serumu analizlerinde kullanildu.
3.4. iyontoforez Sartlarimin Optimizasyonu

Ters iyontoforez calismalarinda kullanilacak olan iyontoforez elektrotlar, Lee
vd (2010) tarafindan yapilan ¢aligmadaki metoda uygun olarak, 314 pA akim altinda,
90 dakika boyunca kaplama yapilarak hazirlandi. Ancak bu elektrotlarin da yine ters
iyontoforez caligmalarinda kullanildiginda bozulmaya ugradig1 gozlendi. Bu sorun
bir elektrotun kaplama siiresinin 90 dakika yerine ters iyontoforezde kullanilacak
elektrotlarin hazirlanmana yonelik modifiye bir prosediirle ¢aligilarak kaplama siiresi
olarak 30 dakika kullanilarak asildi. Her iki yontemin parametreleri Tablo 3.2.°de
karsilastirmali olarak sunuldu. Tez kapsamindaki denemelerde modifiye edilmis olan
prosediir kullanilarak hazirlanan iyontoforez elektrotlar kullanildi.

Tablo 3.2°de verilen modifiye yontem kullanilarak hazirlanan elektrotlarin, ters
iyontoforez iglemine tabi tutulmasiyla birlikte, hangi siire ve akim yogunlugunda
bozulma olma durumunun belirlenmesine yonelik bir deneysel ¢alisma yapildi. Bu
caligmada c¢ozelti olarak sadece 10 mM PBS, pH:7:40 kullanildi, denemelerde
homosistein kullanilmadi. Bu c¢alismada kullanilan ters iyontoforez diizenegi ve

deney plan1 Sekil 3.2 *de sunuldu.
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Tablo 3.2. Ters iyontoforez caligmalarinda kullanilacak olan Ag/AgCl elektrotlarin
spesifikasyonlari; literatiirde belirtilen yontem ve modifiye edilmis yontem

(Lee vd, 2010)

Yontem Parametre Tanim

Literatiirde Belirtilenler

Tez Calismasi-Laboratuvarda
Kullanilan Modifiye Yontem

Kullanilan Cihaz bilgisi

Veri sunulmamig

Gamry600-Potansiyostat cihazi;
Cronoamperometry modiilii

1 mm, %99, Aldrich

1 mm; %99, Sultanahmet/Istanbul,

Glimis tel Chemical Company Inc.

Milwaukee, WI Yilmaz Ocak
Elektrot boyu 40 mm 40 mm
Kaplama boyu (¢ozeltiye
daldwrilan kisum) 25 mg R
Karsit elektrot Platin Katot Platin Katot
Kaplama ¢ozeltisi 0,1 M HCl1 0,1 M HCl1
Kaplama ¢ozletisi miktari Veri sunulmamig 20 mL
Kaplama siiresi 90 dakika 30 dakika
Uygulanan Akim 314 pA 314 pA
Alan Bastna uygulanan akim Veri sunulmamug Hesaplanmadi

miktar1

Azot gazindan gegirme

Veri sunulmamis

20 -30 dakika
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Iyonotofore
Z ust

hiicrenin I'em
cap1
Iyontoforez
st
hiicresinin 0,785 cm?
taban alani
(pr*)
Iyontoforez
st
. .. 2 cm
hiicresinin
boyu
i Iyontoforez
tof Elektrotlar; i
yontoforez Elektrotlar; | st 10 mM PBS,
(+) ve (-) Kutup hiicresinde
pH:7:40/ 0,3
kullanilan mL
Ust Cozelti Hicreleri; cozelti/coz
| 10 mM PBS, pH:7,40 || acmi
Iyontoforez
Ayirici Kasnak; alt
Pleksi Glass hiicresinde | 10 mM PBS,
kullanilan pH:7:40/ 20 mL
Ayirici Membran; cozelti/coz
Seltloz Ester hacmi
Alt ¢cozelti; by
) yirict .
10 mM PBS,pH:7,40 Membran Seliiloz ester
Manyetik Karistirici Uygulanan 0.1mA /cm?
Akim ’

5 dakika
lyontoforez 14 gakika
stiresi

15 dakika

Sekil 3.2. Calismalarda kullanilan ters iyontoforez diizenegi ve deney parametreleri
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Amperometrik Homosistein Biyosensor Protokoliiniin Olusturulmasi

Yapilan ilk denemelerde, SPCE yiizeyine kitosan ve ferrosen karisimi
kaplanarak, devaminda enzim kaplama yapilarak dl¢iimler alindi. Ancak bu sekilde
hazirlanan biyosersérden elde edilen cevaplarin, sinyal/giiriiltii oraninin diisiik
olmasindan dolayi, elektrot yiizeyinin karbon nano tiip kullanilarak modifiye edilmesi
ve sinyal siddetinin arttirilmasi denendi. Sekil 4.1.a’da ylizeyde sadece Kitosan ve
Kitosan + Ferrosen karisimi kapliyken alman CV’leri sunuldu. CV dl¢timleri SPE
yiizeyine, 0,01 M PBS ¢ozeltisi damlatilarak alindi.

Boliim 4.1°deki CV’ler, Initial E (V): -0,45, Final E (V): +0,45, Scan Rate (mV/s):
100, Max Current: 10 mA sartlarinda gergeklestirildi.

Sekil 4.1.b° de goriildiigii tizere SPE yiizeyine, KFCNT kokteyli kaplanarak elde
edilen biyosensoriin yine ayni sartlardaki siklik voltamogrami goriilmekte olup sinyal
siddetinin arttirdig1 gozlendi. Bu nedenle tez calismadaki biyosensorler, CNT katkilt
bir kokteyl ile yiizeyleri modifiye edilmis SPCE’ler kullanilarak hazirlandi.

20,00 pA

/

Y,

10,00 pA

Ed
ES
£ 000uA ~— I / _
3
/
:'..‘
-10,00 pA rd
wm Kitosan
== Kitosan + Ferrosen
T
-500,0 mV 0,000 mV 500,0 mV

Potansiyel (V)

100,00 pA

50,00 A

Akim (1A)

0,00 pA

-50,00 uA

wem Kitosan
=== Kitosan + Ferrosen
4 w— KFCNT

100,00 pA

-500,0 mV 0,000 mV 500,0 mV

Potasiyel (mV)

Sekil 4.1. SPE yiizeyinde ferrosenin ve CNT nin sinyal siddetine etkisini gosteren siklik voltomogram



4.1.1. Biyosensoriin KFCNT Karisimu Kaplama Kalinhiginin Belirlenmesi

Kaplama kalinliginin belirlenmesi i¢in yiizeye KFMWCNT, KFSWCNT

karistmindan 10 pL damlatilarak kurutuldu. Yizeyin sinyal vermedigi gozlendi.

KFMWCNT kokteylinden 5 pL. ve 10 pL damlatilarak oda sicakliginda en az 30

dakika kurumasi beklendi. Kaplama miktarinin her ¢ozelti i¢cin 5 pL’den daha fazla

olmamasi gerektigi belirlendi. Daha fazla miktarda madde ile kaplandiginda yiizeyde

indirgenme-yiikseltgenme piki gézlenmedi (Sekil 4.2).

S00,00 wA 4

0,00 wh

Akirn (pA)

-500,00 A

-500,0 my

Z

e

— KFMWONT-10pL kaplama
m KFSWCENT-10 pl kaplama

m— KFMWCNT-5 pl Kaplama

T
0,000 my

Potansiyel (mv)

T d
S00,0 mV

Sekil 4.2. SPE yiizeyindeki sinyal siddetine kaplama kalinliginin etkisini gosteren siklik voltagram

4.1.2. MWCNT ve SWCNT Secimi

Denemelerde tekli (SWCNT) c¢oklu (MWCNT) tabakali olmak {izere 2 farkli
karbon nano tiip kullanildi. Asagidaki grafikte (Sekil 4.3), yiizeyin KFMWCNT ve

KFSWCNT ile kaplanmis yiizeylerin CV’leri sunuldu. Bu denemeden sonra
calismalara MWCNT ile devam edildi.

200,00 pA

0,00 pA

Akam [ua)

200,00 pi

e KFMWICNT dElekirot-1]
e KFIMIMVCNT (Elokirot- 2|

m— HFSWICNT

-500,0 mv

0,000 mV

Fatansivel my)

500,0 m\

Sekil 4.3. SPE yiizeyindeki sinyal siddetine MWCNT ve SWCNT etkisini gosteren siklik voltagram
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4.1.3. Gluter aldehit (GA) Oram ve Kaplama Siiresi

Gluter aldehit (GA) ile yapilan denemelerde , %0,125 ve %0,25 olmak iizere iki
farkli oran denendi. Her iki oran da 5 pL olarak yiizeye uygulandi. Hazirlanan iki farkl
seri (ilk seri Sekil 4.4.a, ikinci seri Sekil 4.4.b) SPE ile alinan olgiimlerde, %0,125
oraninda GA ile kapl ylizeyin indirgenme ve ylikseltgenme pikinin daha belirgin

oldugu gozlendi. Bu nedenle nihai biyosensor hazirlama protokoliinde %0,125 GA

orani kullanildi.

50,00 pA - V4

i 0,00 A - / )
E 1f
= ;
< ] \_///
-50,00 pA -
b m—KFMWCNT + % 0,125 GA, 5 pL
m KFMWCNT + % 0,25 GA 5 pL
-100,00 pA ' . T . . : . ; ; : : ; : .
-300,0 mV -100,0 mV 100,0 mV 300,0 mV
Potansiyel (mV)
b
20,00 pA A |
<
g 000uA
-
< '
i
-"
-20,00 pA - ./.———
7 m—KFMWCNT + % 0,125 GA, 5 uL
1 m KFMWCNT + % 0,25 GA 5 uL

-500,0 mV 0,000 mV 500,0 mV

Potansiyel (V)

Sekil 4.4. SPE yiizeyindeki sinyal siddetine gluter aldehit oraninin etkisini gosteren siklik voltagram

4.1.4. Enzim Kaplama

Enzim kaplama orani malzemenin pahali ve temininin zor olmasi nedeniyle
degistirilmeyerek ve baska oran denemesi yapilmaksizin literatiirdeki bilgiler referans

alinarak 5 mg/mL oraninda kullanildi. Enzim kaplanan yiizeyin de CV’si alind1. Pozitif
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alanda elde edilen en yiiksek noktaya denk gelen potansiyel degeri, homosistein
miktarmin belirlendigi kronoamperometri modiiliinde “step voltage-1” degeri olarak

kullanildi.

4.1.5. Denemelerde Kullanilan Elektrot Hazirlama Protokiilii

Yapilan denemeler ve elde edilen sonuglar neticesinde, biyosensoriin performans
testlerinin yapilmasi, gercek orneklerde homosistein miktarinin belirlenmesi ve ters
iyontoforez yoluyla elde edilen standart ekstrat ¢ozeltilerinde homosistein diizeyinin
belirlenmesinde Tablo 4.1’ de sunulan protokole uygun olarak hazirlanmis ve yukarida
belirtilen adim siras1 kullanilarak hazirlanmig olan modifiye SPE temelli D-aminoasit
oksidaz enzim biyosensor kullanildi. Sinyal attiric1 olarak karbon nano-tiip kullanildi.
CNT’nin denenen her iki tirlinden MWCNT’in daha iyi sonu¢ verdigi gozlendi.
Kaplama kalinligi 5 ul’den daha fazla oldugunda yiizeyden sinyal alinamadigi

gozlendi.

Tablo 4.1. Amperometirk homosistein biyosensor hazirlama protokolil

Karbon (4 mm c¢ap), Karsit elektrot: Karbon, Referans Elektrot:
1 SPE Elektrot Karbon, Elektrik baglanti noktalart: Gliimiis, Boyutlar: L33 x W10
x HO.5

(W/W) %40 Kitosan+1 + %40 Ferrosen+ %20 CNTM harmani, 16
2 Kokteyl; KFCNT-M saat boyunca karigitirma (kitosan ayrica en az 4 saat karistirma oda
1si1sinda). Her kullanimdam 6nce taze olarak hazirlandi.

3 Harmanin kaplama 5 pL yiizeye, damlatma teknigi, 30 dakika oda isisinda kurutma
miktar1 (¢oziiciilerin ugurulmasi)
0, . .
4 GA (Guteraldehit) A)O:I%S.,. or.amnda, SuL yiizeye, 30 dakika oda isinda kurutma
((¢oziiciilerin ugurulmast)
. 5 mg/mL 0,1 mM PBS pH:7.20, 5 pL damlat, 3 saat buzdolabunda
5 Enzim
+4 derecede.
6 Elektrot saklama Kullanilmadiginda buzdolabinda saklanmali.

kosullar1

4.2. Biyosensoriin Performans Ozellikleri

4.2.1. Amperometirk Homosistien Biyosensoriin Kalibrasyon Grafigi ve
Tayin Limiti
Amperometrik homosistein biyosensoriin kalibrasyon grafigi, Kronoamperometri

modiiliinde, 3,125 pM -100 puM konsantrasyon araliginda 10 mM PBS pH:7,40
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icerisinde hazirlanmis olan homosistein standart ¢ozeltilerine karst alindi. Alinan
Olclimiin ekran goriintiisii Sekil 4.5°de, bu verilerden elde edilen kalibrasyon grafigi de

Sekil 4.6’de sunuldu.

0,00 b -
PaS, 10 mia 100w 50k EE R I L e I
M&M e
e
2 amon] [ o
E i
) 'I: M
000 uA _I mmm Farkl Homiosistoin Konst., 3,125-100 pha
0,000 5 I I I SI}.;JO: I I I '.lel'.ﬂ:-
Zaman, tfs)
Sekil 4.5. Amperometirk Homosistein Biyosensoriin, 3-100 uM Homosistein Konsantrasyonuna
Kars1 Verdigi Cevabin Ekran Goriintiisii
35 y =0,0241x + 0,795
' R?=0,9545
3 .
2,5
®
<2
€15
X
< 1 -
05 @
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100105110
Homosistein Konsantrasyon, uyM
Sekil 4.6. Amperometrik homosistein biyosensoriin kalibrasyon grafigi

Bu grafik dikkate alinarak elde edilen LOD degeri (3xStandart Sapma); 0,655
uM, LOQ degeri (10xStandart Sapma); 2,184 uM olarak hesaplandi. Grafigin standart
sapmasi excel’de (Tablo 4.2) hesaplandi.
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Tablo 4.2. Standart Sapmanin Hesaplanmasi

OZET CIKISI
Regresyon Istatistikleri
GokluRr 0,976980784
R Kare 0,954491453
Ayarli R Kare 0,943114316
Standart Hata 0,218383913
Gozlem 6
ANOVA
df sS MS F Anlamlilik F

Regresyon 1 4,0011087 4,001109 83,895577 0,00078873
Fark 4 0,190766134 0,047692
Toplam 5  4,191874833

Katsayilar Standart Hata ~ t Stat P-degeri  Disiik %95 Yiiksek %95 Diisiik 95,0% Yiiksek 95,0%
Kesisim 0,794975124  0,124187903 6,401389 0,0030585 0,45017423 1,13977602 0,4501742 1,139776019
X Degiskeni 1 0,024132822  0,002634745 9,159453 0,0007887 0,0168176 0,03144805 0,0168176 0,031448046

4.2.2. Tekrarlanabilirlik

Gelistirilen biyosensoriin 3 giin boyunca CV’si alindi. 3. giin alinan CV ‘de %40
oraninda cevap araliginda azalma oldugu gozlendi. 3. giin alinan Sl¢iim sonrasinda da

farkli derisimlerdeki substrata cevap vermedigi (Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, 4.10)

gozlendi. Bu nedenle 4. ve devam eden giinlerde CV’si alinmadi.

50,00 pA -
3
E 000pA
=
4
-y i .
3 m== Blyosensdr 1. GOn Cevali
-50,00 A 1 : == Biyosenstr 2. Gin Ceval
1 m= Biyosensdr 3, Gin Cevalb
-S00,0 My 0,000 mi S00,10 M
Potansiyel (mvy)

Sekil 4.7 Amperometrik homosistein biyosensoriin tekrarlanabilirligini gdsteren siklik voltagram
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Performans, %

Akim Degeri
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Zaman, Giin

Sekil 4.8. Amperometrik homosistein biyosensoriin 10 mM PBS’e kars1 verdigi cevabin % olarak
performansi
E 8,25 M 42,5 pm LT 5 pM 100 pm
e —
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[ zms, | 2z r i | 254 - |
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= i el Pt
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% 2000ua p T s
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1. Gln Kallbrasyonu, KFMWINT-GALZ5-A0K, HCY; 32100 pM
. MM ] 2. Gln Kallbrasyony, KFMMACNT-GALZ5-&0x, HCY; 3-100 pM

3. Gin Eallbrasyonu, KFMWCNT-GAL125-80w, HOF 3100

0,00 5 ) ' ' ' 100,00 5
Zaman, 1 (s}

Sekil 4.9. Amperometirk homosistein biyosensoriin 1.,2.,3. kalibrasyon 6l¢iimiine dair ekran goriintiisii
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3,20
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1,20
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340
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160
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Homosistein Konsantrasyonu, ph

y = 0,0244x + 0,785
R*=0,9545

y = 0,0194x - 1,2416
R® = 0,0477

Akim, pA

Sekil 4.10.  Amperometirk homosistien biyosensoriin 1. ve 2. giinkii kalibrasyon grafiklerinin
kargilastirilmasi; 3,125 -100 uM Hey, 10 mM PBS, pH:7,20 igerisinde.

Bu verilere gore gelistirilen biyosensoriin, tek kullanimlik ya da maksimum 2 kez

kullanilabilir oldugu 6ngoriilebilir.

4.2.3. Dogruluk ve Amperometrik Homosistein Biyosensoriin Gercek

Numunelere Uygulanmasi

Amperometrik homosistein biyosensoriin dogruluk tayini gercek numunelere
uygulanarak yapildi. Bu amagla Marmara Egitim Arastirma Hastanesi, Biyokimya
Laboratuvarindan temin edilen ve Homosistein icerigi HPLC cihazi ile belirlenmis
plazma 6rnekleri kullanildi.

Amperometrik homosistein biyosensoriin kalibrasyon grafigi, biyolojik ortama
benzestirilerek olusturulan matris kullanilarak hazirlanan standart homosistein
cozeltileri ile olusturuldu. Matris ortami, en diisiik (4 uM seviyesinde) diizeyde
homosisten igceren serumun, 0,1 M PBS, pH.7,40 ile 1/3 oraninda karistirilmasi ile
hazirlandi. Sekil 4.11°deki CV’leri incelendiginde, matrisin benzestirilmesi ile daha

keskin bir yiikseltgenme indirme pikinin olustugu goriildii.
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Sekil 4.11.  Amperometirk homosistein biyosensoriin 0,1 M PBS i¢indeki ve 0,1 M PBS + 1/3
oraninda 4 uM Hcy serum matrisi ortamindaki CV’lerinin karsilastirilmast

Bu matris icerisinde hazirlanmig olan 2,5; 5,0; 1,00; 15,0; 25,0 uM Homosistein
konsatrasyonuna sahip standart ¢ozeltiler, amperometirk homosistien biyosensor ile
damlatma yontemiyle ol¢iildi ve Sekil 4.13’de sunulan kalibrasyon grafigi elde edildi.
Sekil 4.12°de ise, Kronoamperometri’de alinmis olan kalibrasyonun ve devamindaki

gercek numune 6l¢iimlerini gésteren ekran goriintiisli sunuldu.
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Sekil 4.12. Anperometirk homosistien biyosensoriin 0,1 M PBS (2/3) + 4 pM Hcy(1/3) matrisi
kullanilarak olusturulmus kalibrasyon grafigi ve gercek numune 0l¢iinii gosterien ekran
gorlntiist.
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Sekil 4.13. Gergek numune homosistein tayini kalibrasyon grafigi

Standart ¢ozeltilerin devaminda enzim biyosensor yiizeyine 9 ve 3 numarali
serum Ornekleri sirasiyla damlatildi ve gercek numune dlgiimleri gerceklestirildi. Sekil
4.13’deki kalibrasyon grafigi kullanilarak serumlarin homosistein miktarlar
hesaplandi. Elde edilen degerler Tablo 4.3’de sunulmustur.

Tablo 4.3. Amperometirk homosistein biyosensor ile serum 6rneklerindeki homosistein miktarinin
amperometrik olarak yapilan 6l¢iim sonuglari

Kullanilan Plazma Ornek HPLC ile Olgiilen Gelistirilen DAAOX Enzim

. Biyosensor ile Olgiilen % Hata
No Deger, utM Deger, pM
3 Nolu Serum 6,52 6,90 %35.,9
9 Nolu Serum 8,08 7,44 %7,9

Gelistirilen biyosensor ile %10 hatanin altinda 6l¢iim alindig1 gozlenlendi.
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4.3. Iyontoforez Cahsmalar:
4.3.1. iyontoforez Elektrotlarin Hazirlanmasi

Iyontoforez elektrodun hazirlanmasinda, GAMRY600 potansiyostat/golvanostat
cithaz1 ve bu cthazin Cronopotantiometry ve Cronoamperometry modiilleri kullanildi.
Iyontoforez elektrotlarin hazirlanmasinda literatiirden elde edilen genel bilgiler 1s131nda

(Brewer ve Brown, 2009) oncelikle (akim uygulanarak) kaba bir deneme yapilds; 0,1

M HCI c¢ozeltisine daldirilmis 4,5 cm uzunlugunda, 1,2 mm capinda glimiis tel ve
karsit elektrot olarak platin tel kullanilarak 15 dakika boyunca (Cronopotantiometry)
akim uygulandi. Akim miktar1 fazla geldiginden giimiis tel yiizeyinde AgClx) olusumu
gozlendi. Reaksiyonun gerceklestigi hiicre Sekil 4.14°de gosterilmistir.

Sekil 4.14. Tyonotoforez elektrotlarin hazirlanmasi- reaksiyon hiicresi

Aynu fiziksel sartlara sahip deneme, bu kez belirli bir miktarda akim uygulanarak
tekrarland1 ve bu sartlarda saglikli bir kaplanin elde edildigi gozlendi (Sekil 4.15).
Sistemde 10 dakika boyunca, 338,0 pA (4,5 cm boyunda, 1,2 mm ¢apinda giimiis tel;
akim uygulanan alan; 1,7 cm?), akim uyguland: ve sistemde 0,6 V’ luk bir potansiyel
olustugu gozlendi. Bu kapsamda, Gamry 600- Cronoamperometry modiiliinde, 0,5 V
sabit voltaj altinda 2,5; 5,0; 10 ve 15 dakika boyunca (her biri ayr1 zamanlarda)

iyontoforez elektrot hazirlama islemi yapildi.
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Sekil 4.15. Miktar1 belirli bir akim uygulandiginda, reaksiyonun gerceklestigi hiicre

Sabit potansiyel altinda hazirlanan elektrotlarin, yapilan ters-iyontoforez
denemesinde deforme olmasma bagli olarak bu kez sabit akim uygulanan sartlarda
iyontoforez elektrot hazirlama denemeleri yapildi. Bu denemelerde elektrotlar
literatiirden (glikoz ve laktatin ters-iyontoforez ¢aligmasi i¢in) faydalanilarak hazirland
(Lee vd, 2010). Bu kapsamda, oncelikle farkli ¢aplarda, yeni giimiis teller temin edildi
ve 40 mm boyunda bir kesit alinarak, 25 mm’si ¢Ozeltiye daldirilacak sekilde
ayarlandi. Cozelti olarak 0,1 M HCI ¢ozeltisinden 30 mL kullanildi ve bu ¢ozeltiden 10
dakika boyunca azot gazi gecirildi. Karsit elektrot olarak platin tel kullanildi. Bu
deneme, Gamry600-Potansiyostat cihazinda, Cronoamperometry modiiliinde, 90
dakika boyunca 314 pA (~0,4 mA/cm? olacak sekilde) akim uygulanarak
gerceklestirildi. Ancak kaplama siiresinin ¢ok uzun olmasina bagli olarak bu siire 30
dakika olarak modifiye edildi (Tablo 3.2). Bu kaplama islemi sirasinda kullanilan
diizenek Sekil 4.16’da sunulmustur. Hazirlanan bu (Tablo 3.2’de sartlar1 sunulan)
iyontoforez elektrotlar homosisteinin ters- iyontoforez ile ekstrakte edilmesinde

kullanildi.
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Sekil 4.16. Iyontoforez elektrot hazirlanmasi reaksiyon hiicresi; 90 dakika boyunca 314 pA akim

uygulamasi

4.3.2. iyontoforez Hiicresi

Ters iyontoforez c¢aligmalarinda kullanilmak tizere, Sekil 4.17°de gosterilen
diizenek gelistirildi. Bu hiicrenin gelistirilmesinde, Connolly vd, (2002) tarafindan
yapilmis ¢alismadan faydalanildi; Anot ve Katot hiicreleri maksimum 750 uLL hacme
sahip 1 cm ¢apinda plastik borular kullanilarak hazirlandi. Alt ¢ozelti ve anot/katot
kuyucuklart arasinda ayirict membran olarak seliiloz ester kullanildi. Seliiloz ester,
pleksi glass malzemeden yapilmis bir kasnak yapiya sikistirilarak derinin alt kismini ve
ist kismini temsil eden diizenek olusturuldu. Alt ¢ozelti kabinin toplam hacmi 30 mL
olarak ayarlandi. Aparat bir manyetik karistirict iizerine yerlestirildi ve alt ¢ozeltinin
icerisinde bir balik yerlestirlerek ters iyontoforez islemi sirasinda ¢dzeltinin

karistirilmasi saglandi.
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[ Alt ¢ozelti kaby; ] Manyetik Karistirici
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Sekil 4.17. Deneysel ¢aligsmalarda kullanilmak iizere tasarlanmis ve kurulmus ters-iyontoforez hiicresi

4.3.3. Ters iyontoforez Calismalar
4.3.3.1. iyontoforez Sirasinda Elektrotlarin Bozunma Sinirinin Belirlenmesi

Sekil 4.17°de verilen sartlarda, ters iyontoforez islemi uygulanarak elektrotlarin
ve seliiloz ester membranin, uygulanan akim sartlarindaki davraniglar1 gézlendi. Elde
edilen veriler Tablo 4.4’ de sunulmustur. Baslangigta, 0,1, 0,2; 0,3 mA /cm? akim
yogunlugu degerlerinin her birinde elektrotlarin deforme olma durumunun gézlenmesi
hedeflenis olsa da, deneme c¢alismalarma 0,1 mA/cm?, 15 dakika ters iyontoforez
sartlarinin daha istiindeki degerlerde devam edilemedi. 15 dakika, ¢cok az da olsa
cokelek olusumu ve deformasyonun gozlendigi ilk degerdir ve bu deger sinir deger

olarak kabul edilmistir.
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Tablo 4.4. Akim yogunlugu ve siireye bagli olarak iyontoforez -elektrotlarin deformasyon
durumunun goézlenmesi

AKim
uygulama
siiresi

Elektrodu deformasyon durumunun
gozlenmesi

Uygulanan akim

Deneme » <
yogunlugu

Iyontoforez elektrodun, (-) kutbunda
deformasyon go6zlenmedi. Buna bagh
olarak (+) kutuptaki -elektrot iizerinde
birikme de gozlenmedi ve (+) kutuptaki
seliiloz ester membran iizerinde
herhangibir deformasyon gozlenmedi.

Deneme-1 0,1 mA / cm? 5 dakika

Iyontoforez elektrodun, (-) kutbunda hafif
diizeyde deformasyon gozlendi. Buna baglh
olarak (+) kutuptaki -elektrot iizerinde
birikme gozlenmedi ancak (+) kutuptaki
seliloz ester membran iizerinde hafif
diizeyde bir tortu olugtugu gdzlendi.

Deneme-2 0,1 mA / cm? 10 dakika

Iyontoforez elektrodun, (-) kutbunda
deformasyon gozlendi. Buna karsin (+)
kutuptaki  elektrot iizerinde birikme

Deneme-3 0,1 mA / cm? 15 dakika gozlenmedi, ancak (+) kutuptaki seliiloz
ester membran tUzerinde hafif diizeyde
sarumst rengi belli olan bir tortu olustugu
gozlendi.

Burada verilen deneme modeli, ilerleyen ¢alismalarda, iyontoforez elektrotlarin,
farkli akim yogunlugu sartlarindaki deformasyon durumlarinin ortaya konulmasi igin

kullanildi.

Tez calismasi kapsamindaki ters iyontoforez c¢alismalarinda, Tablo 3.2.” de
sunulan modifiye yonteme gore hazirlanmis iyontoforez elektrotlar (her bir denemede
yeni bir ¢ift iyontoforez elektrot), Sekil 4.17” de sunulan ters iyontoforez hiicresi, Sekil
4.17°de belirtilen sartlar kullanilarak denemeler yapildi. Bu sistem {izerinde akim
yogunlugu, iyontoforez siiresi ve homosistein konsantasyonu parametreleri degisken
olarak kullanildi ve bu sayede sistemin optimizasyon parametreleri netlestirildi. Diger
taraftan ters iyontoforez caligmalarindan elde edilen ekstraktlar referans yontem olarak
secilen HPLC’de analiz edilerek, alt ¢ozeltide kullanilan standart homosistein
miktarina karsilik, iist ¢ozeltiye gegmesi bekenen homosistein miktarinin varligi ortaya
konuldu.
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4.3.3.2. HPLC Analizi Bilgileri

HPLC, homosistein tayin yontemleri icerisinde yer almaktadir. Bu kapsamda
yapilan ters iyonotoforez ¢alismalarindan elde edilen ekstraktlar ve ilgili diger
numuneler, Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi, Biyokimya
Anabilim Dal1 biinyesinde yer alan HPLC Laboratuvarinda analiz edildi. Laboratuvar

kapsaminda kullanilan HPLC cihaz1 ve kullanilan kitin ilgili 6zellikleri asagidaki

Tablo 4.5’ de sunulmustur.

Tablo 4.5. HPLC testlerine yonelik gerekli bilgiler

HPLC Analizi Bilgileri

HPLC Analizlerinin
Yapildig1 Laboratuvar

Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi,

Biyokimya Anabilim Dali, HPLC Laboratuvari

Kullanilan Cihaz bilgisi

Shimatzu, DGU-20A

RF -10A XL,Flouresence Detektor

CTO -10AS VP, Column Over

Kullanilan Kolon

VERTICAL Marka, VertiSep, Silica Based HPLC Column

Kullanilan Tasiyic1 Faz

Veri yok

Kullanilan Kit

IMMUCHROM -Homocysteine UBB No: 4260154632816
HPLC-Test system for the determination of homocystine in
plazma and serum

Kitin spesifikasyonlari
(Validation data)

Precision and reproducibility

0,9 % (8,7 umol/L)

Intra-Assay CV
1,0 % (23,4 pmol/L)

3,5 % (8,9 pmol/L)

Linter-Assay CV
1,7 % (23,2 pmol/L)

Lenearity up to 1000 pumol/L)
Detection time 0,3 pmol/L
Recovery 97,30%

Treferans Araliklar (Reference
intervals)

Homocysteine values

<15 pmol/1 Normal value

15-30 pumol/1 Lack of vitamins
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Indication of heterocygote

31-100 pmol/l homocysteinemia

Indication of homocygote

> 100 pmol/l homocysteinemia

HPLC cihazinda, Tablo 4.5’ de bilgileri sunulan kit kullanilarak, ters iyontoforez
yonteminden elde edilen ekstraktlar ve tez ¢alismasinda kullanilan ger¢ek numuneler

analiz edildi.

4.3.3.3. Iyontoforez Siiresi Ve Akim Miktarinin Ekstraksiyon Verimine
Etkisi

Bu iyontoforez c¢alismasinda, yiiksek homosistein konsantrasyonlarinda st
cozeltiye gecen homosistein miktarinin, zamana ve uygulanan akim degerine bagl
degisiminin gdzlenmesine yonelik bir deneme yapildi. Bu kapsamda, 200 pM
homosistein igeren alt ¢ozelti hazirlanarak iki farkli akim yogunlugu (0,1 mA /em? ve
0,2 mA /cm?) ve li¢ farkl siirede (15, 30, 45 dakika) ters iyontoforez islemi uygulanda.
Bu denemelerde, elektrot ylizeyinde ve seliiloz ester membranda meydana gelen
deformasyon durumlari da incelendi (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19). Bu denemelerde, her

iyontoforez isleminde, seliilloz ester membran degistirildi.

Vs

. . Iyontoforez Siiresi,
Uygulanan Akim Yogunlugu, 0,1 mA/cm? ’ [ 45 Dakika ]

-

Siiresi,
45 Dakika

Siiresi, Stiresi,
15 Dakika 30 Dakika

Iyontoforez fyontoforez { Iyontoforez

Sekil 4.18. 0,1 mA /cm? akim uygulanarak farkl siirelerde gerceklestirilen ters iyontoforez igleminde
elektrot ve membran deformasyon durumu
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Uygulanan Akim Yogunlugu, 0,2 mA/cm?

15 Dakika

[ Iyontoforez Siiresi, ] L Iyontoforez Siiresi, ’ [ Iyontoforez Siiresi, ’
30 Dakika

45 Dakika

Sekil 4.19. 0,1 mA /em? akim uygulanarak farkl: siirelerde gergeklestirilen ters iyontoforez igleminde
elektrot ve membran deformasyon durumu

0,2 mA /cm? akim yogunlugu, 15 dakika ters-iyontoforez sartlarinda herhangi bir
deformasyon ve ¢okelek gozlenmedi. Ancak bu siire 30 dakika oldugunda elektrot ve
membran ylizeyinde deformasyon ve ayrica membran yiizeyinde bariz bir sar1 ¢okelek

gozlendi. 45 dakikadaki durumun da 30 dakikadaki duruma benzer oldugu gozlendi.

0,1 mA /em? ve 0,2 mA /cm? akim degerlerinde, elde edilen veriler Tablo 4.6.’
da, bu verilerden yola ¢ikilarak elde edilmis olan grafik de Sekil 4.20’de sunulmustur.
0,1 mA /em? akim yogunlugunda yapilan deneylerde, ncelikle 45 dakika iyontoforez
stiresindeki davranis incelendi ve elektrot yilizeyinde deformasyon goézlenmesine
ragmen, membranda ¢ok diislik oranda bir deformasyon gozlendi. Diger taraftan, 30
dakika iyontoforez siiresinde, elektrot yilizeyinde deformasyon gozlenirken 15 dakika

iyontoforez siiresinde deformasyon gozlenmemistir.
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Tablo 4.6. Farkl1 iyontoforez siirelerinde, 0,1 mA / cm?® ve 0,2 mA/cm? sartlarinda elde edilen
ekstraktlarin HPLC sonuglari

(fyontoforez oncesi alt ¢ozelti, Hcy. Konst. M) 200
Iynotoforez siiresi, dakika 15 30 45
Uygulan akim yog: Ust Cozelti (-) kutup konst., uM 19,75 26,12 52,79
0,1 mA /cm? .
J’_
HPLC Ust Cozelti (+) kutup konst., uM 9,81 21,39 2,33
Sonuglari - Ny
Uygulanan akim Ust Cozelti (-) kutup konst., uM 36,50 44,99 46,19
5 2
yog: 0,2 mA/em Ust Cozelti (+) kutup konst., uM 2,09 6,93 839
55 +
= 50 -
=
2 45 -
2,
2 40 -
&
g 35 -
S
M
£ 30 1
2
R
é 25 1 40,1 mA
= 20 - H0,2 mA
15 T T T T T T T 1
10 15 20 25 30 35 40 45 50
Iyonotoforez siiresi , Dakika

Sekil 4.20. Ters iyontoforez siiresi ve farkli akim degerlerinde ekstrakte edilen homosistein iligkisi

Sekil 4.20°de goriildiigii gibi, 0,2 mA/cm? akim yogunlugunda daha fazla
homosisteinin iist ¢ozeltiye ekstrakte oldugu gozlendi. Ancak ekstraksiyon siirelerine
bagl olarak, 0,1 mA/cm? degerinde giderek artan bir egilim gézlenirken, 0,2 mA/cm?
de ekstraksiyon siiresine bagli olarak sabitlenen bir egilim oldugu goézlendi. Alt
cozeltideki homositein miktar1 akim ve ekstraksiyon siirelerinin etkilerinin daha net

izlenmesi i¢in 200 uM olarak tercih edildi
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4.3.3.4. Homosistein Konsantrasyonun Ekstraksiyon Verimine Etkisi

0,1 mA /cm? akim yogunlugunda, 15 dakika boyunca, homosisteinin 15, 25, 30,
50 ve 60 uM konsatrasyon degerlerinde 5 farkli ters iynotoforez islemi uygulandi. Bu
denemelerde, elektrot ylizeyinde ve membranda herhangi bir deformasyon gozlenmedi,
sar1 ¢okelek gozlenmedi. Her bir denemede ayni seliilloz ester membran kullanildi,
degistirilmedi. Bu denemede, iist ¢ozeltiler, negatif ve pozitif kutupta biriken ekstratlar
HPLC’de analiz edildi. Elde edilen bu veriler Tablo 4.7’de, alt ¢ozeltiden iist ¢ozletiye
ekstrakte olan farkli konsantrasyonlardaki homosistein iligkisini gosteren grafik ise
Sekil 4.21°de verilmistir.

Tablo 4.7. Akim yogunlugu; 0,1 mA/cm?, 15 dakika iyontoforez sartlarinda elde edilen
ekstraktlarin HPLC sonuglar1

Standart degerler,  Iyontoforez &ncesi alt

uM ¢ozelti, Hcy. Konst. 15 25 30 S0 60
. Ust Cozelti () kutwup 4 1,52 321 404 531
Ters Iyontoforez konst.
sonrasi, HPLC
Olgtimd, kM Ust Cozelti (+) 0,48 0,09 0,89 047 131
kutup konst.
6 -
y=0,0924x-0,3067
5 R2 = 0,9307

iyontoforez islemi 4 -
sonrasli lst bélme

() kutup |
homosistein
konsantrasyonu,
1M 2 1
1 -
0 T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70

iyontoforez 6ncesi alt bélme homosistein konsantrasyonu, pM
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Sekil 4.21.  Farkli Homosistein Konsantrasyonlarinda, Alt ve Ust Cozelti (-), Homosistein diizeyleri
arasindaki iligki

4.4. Ters Iyontoforez Ile Elde Edilen Ekstraktlarin Gelistirilen

Amperometrik Homosistein Biyosensor Ile Tayin Edilmesi

Gelistirilen biyosensor ile tayin yapmak icin, Bolim 4.3.2’de calisilan ve
belirlenen iyontoforez sartlar1 kullanilarak, 0,1 mA/cm? akim uygulanarak, 15, 30, 45
ve 60 dakika siireleri kullanilarak 4 farkli iyontoforez denemesi yapildi. Her bir ters
iyontoforez denemesinden elde edilen (-) kutupta biriken ekstraktlar, Boliim 4.1.5’de
verilen protokole uygun olarak hazirlanan ve Bolim 4.2.3’de elde edilen Olglim
sonuclarina gore gercek numunelerde %10 hatanin altinda sonuglar veren D-aminoasit
enzim biyosensor ile analiz edildi. Ekstraktlarin analizi, iyontoforez diizeneginin (-)
kutbunu temsil eden kuyucuktan bir pipet yardimi ile alinarak SPE-AAOx enzim

biyosensoriin yiizeyine damlatilmasi suretiyle gergeklestirildi (Sekil 4.22.).

Sekil 4.22. Amperometirk homosistein biyosensorii ile damlatma ydntemiyle homositein tayini

Ters iyontoforez sartlar1 ve elde edilen sonuglar asagidaki Tablo 4.8.’de

sunulmustur.

Tablo 4.8. Ters iyontoforez sartlari ve elde edilen ekstraktlarin hazirlanan biyosensorlerle 6lgiilmesi
ile elde edilen veriler

Iyontoforez Sartlart Biyosensorden elde

edilen 6l¢iim sonucu,

Iyontoforez No

Hcy Konsantrasyonu, Iyontoforez Siiresi, M

uM dakika K
Iyontoforez -1 100 uM 15 dakika 3,28
fyontoforez -2 100 uM 30 dakika 8,54
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Iyontoforez -3 100 uM 45 dakika 9,63

Iyontoforez -4 50 uM 60 dakika 11,55

100 pM Hcy’nin alt ¢ozeltide kullanildigi durumda, 0,1 mA/cm? akim
uygulanarak gerceklestirilen iyontoforez isleminde siireye bagli olarak oransal bir

ekstraksiyon oldugu gozlendi.
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4.5. Tartisma

4.5.1. Amperometrik Homosistein Biyosensorii
Tez ¢alismasinda kullanilan SPE elektrot; iiclii elektrot sistemini kompak bir

sekilde bir arada barindirmasi, yiizey modifikasyonuna uygun olmasi, 20-100 pL
hacimdeki 6rneklerle ¢alisma imkani sunmasi yonleriyle ters iyontoforezden elde
edilen ekstraktlarin tayin edilmesi i¢in uygun bir elektrot tiirlidiir (Counto vd,
2016). Bu avantajindan dolayi, SPE elektrot, tez ¢aligmasinda, ters iyontoforez
iist ¢ozeltiyi barindiran kutucuklarinin hacminin 250 pL olarak tasarlanmasini
saglamistir. Bu sayade ekstraktlarin seyrelme oraninin azalmasint ve
biyosensoriin ¢alisma araligina denk gelecek ektraktlarin elde edilmesine katki
saglamistir.

Kompak yapisi ve kiigiik hacimlerle c¢alisilmast yaninda, biyosensor
uygulamalarinda, uyumlastiric1 bir ylizeye sahip olmasina baglh olarak birgok
nanopartikiil ya da polimer ile modifiye edilmeye uygun bir yilizey olmasi biiyiik
avantaj saglamaktadir. Tablo 4.9.’da SPE kullanilarak 6zellikle ilag sekotriinde
yapilan c¢alismalar icin, SPE ylizeyinin CNT ve Nanopartikiillerle modifiye
edilmis biyosensorlerin tayin limitleri verilmistir (Counto vd, 2016). Tablonun
sonunda tez ¢alismasinda hazirlanan enzim biyosensoriin tayin limti de
sunulmustur. Tez c¢alismasinda calisma elektrodu bolgesi karbon olan SPE
(SPCE) kullanilmistir ve bu yiizey bir biyopolimer olan kitosan ve MWCNT
kullanilarak modifiye edilmistir.  Gelistirilen amperometirk homosistein
biyosensoriin tayin limiti tabloda nanomateryal kullanilarak modifiye edilen
biysensorlerle ayn1 mertebede (2,184x10°M) olup bir coguna gére ¢ok daha

diisiik bir tayin limiti sunmaktadir.
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Tablo 4.9.  SPE temeline dayanan ilag sektdriine yonelik calisilmis biyosensor ¢aligmalart (Counto
vd, 2016)
Analit MOdliTl.k?Syon Kullamlan‘ 9 I¢tim Tayin Limiti Matris
Tiiril Teknigi

SPCE kullanilarak yapilmis farmosétik bilesimlerin tayini icin gelistirlmis biyosensorler

Parasetamol; Farmasétik
Asetaminofen ve SPCE Amperometri 5.0x10-7M Hmaso
o Bilesim
askorbik asit
.. . . 8.0x10—6 M, v
Pl.rldOk?m’ gskorblk CNT temelli SPCE | Amperometri 1.1x10-5M Fa}rmgsotlk
asit, folik asit 8.0x10-6 M Bilesim

SPE Yiizeyinin Nano Partiikiil Kullanilarak Modifiye edilmesiyle gelistirmilmis biyosensorler

Metimazol

IrOx-NPs-SPE

Kronoamperometri

4.0x10-9 M

Farmasotik
Bilesim ve
insan serumu

SPE Yiizeyinin Enzim Modifiye edilmesiyle gelistirmilmis biyosensorler

Farmasotik
Kodein G0 2D6. Kronoamperometri 4.9x10-6 M Bilesim ve
SPCE . .
insan idrart
|V3_B_
3-B- Hydroxybutyrate . -
Hydroxybutyrate dehydrogenase- Kronoamperometri 2.92x10-5 M Su ortami
SPCE"
Acetylcholinesteras Farmasotik
Kodein Y Kronoamperometri 2.0x10-5 M Bilesim ve
e-SPCE . .
insan idrart
Farmasotik
Levetirasetam HRP-SPCE Kronoamperometri 9.81x10-6 M Blles1m ve
insan kan
plazmast
Katekol Tyr-MWCNTs- Kronoamperometri 1.0x10-5 M Aque.ous
SPE solutions
ticari
. Butyrylcholinestera . - ornekler, su
Ethion se-MWCNTSs-SPE Kronoamperometri 3.0x10-7M ve soyayag
Ornegi
insan
Homosistein MWCNT . 6 Serumu,
(Bu Tez ¢alismasi) | modified SPCE Kronoamperometri 2,2x10°M PBS, pH:
7.20
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Tez c¢alismasinda sunulan biyosensoriin yiizey modifikasyonunda, agirlikca
(W/W) %40 Kitosan, %40 Ferrosen ve %20 MWCNT iceren bir karisim
hazirlanmistir. Bu bilesimin  homojen olarak SPE yilizeyinde dagiliminin
saglanmasi i¢in 15 saat boyunca karistirllmigtir. Bunun yaninda bu iiclii bilesenin
sensOr ylizeyinde iyi bir dagilim “Well Dispersed” sagladigi literatiirde
belirtilmistir (Li vd, 2019). Kitosan, ferrosen ve CNT’ nin benzer dogalarindan
dolay1 bir biyosensor ylizeyinde uyumlu bir yapi sergiledigi belirtilebilir.

Kitosan, yapisinda ¢ok sayida -NH, ve —OH gruplar1 barindirmasi nedeniyle,
uyumlastirict olmasi yaninda, oncelikli olarak tez ¢alismasinda enzimin yiizeye
kovalent baglanmasi icin tercih edilmistir. Buna karsin iletkenligi diisiik oldugu
icin ylizeydeki sinyalin de diisiik olmasina neden olmaktadir. Sekil 4.1.a ve Sekil
4.1b ‘de gorildigi gibi, ylizeyin elektriksel iletkenligi karbon nonotiip
kullanilarak  arttirllmistir.  CNT  kullanilmadan  yapilan ~ denemelerde
giiriiltii/sinyaloran1 ¢ok yliksek oldugundan dikkate deger bir biyosensor sinyali
de elde edilememistir. Sekillerde goriilen, Kitosan ve MWCNT piki de bunu
desteklemektedir. Karisim icerisinde kullanilan ferrosen, elektro-katalitik etkiye
sahip 1yl bir mediayor oldugundan enzim reaksiyonu esnasinda agiga ¢ikan
elektronlarin transferinde gorev almaktadir.

KFCNT (W/W, %40, %40, %20) karisimi i¢in optimize edilen bir diger
parametre, kaplama hacmi ve kalinligidir. Sekil 4.2” de, goriildiigii gibi, 10 pL ile
yapilan kaplamalarda yiizeyin elektron transferini etkilendigi, indirgenme-
yiikseltgenme pikini perdelendigi goziikmektedir. Bu nedenle tez calismasinin
tamaminda 5 pL kaplama hacmi kullanilmistir.

Karbon nanotiipiin hem tek katmanli hem de ¢ok katmanli tiirii denenmis ve Sekil
4.3’ de de goriildigi gibi, KFCNT (W/W, %40, %40, %20) hazirlanan bilesim
oranlarinda, ¢ok katmanli karbon nanotiiplin performansinin daha iyi oldugu
gbzlenmis ve ilerleyen ¢alismalarda, ¢ok katmanli CNT kullanilmustir.
Gluteraldehit, enzim biyosensdr ¢alismalarinda ¢apraz baglayici olarak
kullanilmakta olup, tez ¢alisamsinda, % 0,25 yerine, % 0,125 oraninda, 5 pL
kaplama yapilarak kullanilmistir. Sekil 4.4.a ve b’de, 0,125 pL oraninin tez
caligmasinda kullanilan KFMWCNT karistmi  i¢in  daha uygun oldugu
belirtilebilir. % 0,125’ten daha yiiksek oranda kullanildiginda sensor yiizeyinde
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herhangi bir indirgenme-yiikseltgenme piki elde edilememistir. Son asamada,
enzim miktar1 5 mg/mL oraninda 5 pL olarak kaplanmistir.

Homosistein molekiiliiniin analit oldugu bir ortamda, biyosensor yiizeyinde,
homosisteinin ortamdaki oksijeni kullanarak D-aminoasiti katalizledigi bir
reaksiyonla bir ketoasit tlirevine donilismesi ve bu esnada H>O»’nin agiga ¢ikmasi
beklenmektedir. Ac¢iga ¢ikan H2O:> ise, ferrosen ile indirgenme- yiikseltgenme
reaksiyonuna girerek yiizeydeki etkilesimin amperometrik olarak izlenebilen bir
sinyale doniismesi ger¢eklesmektedir. Ac¢iga ¢ikan hidrojen peroksit miktar ile
homosistein konsantrasyonu arasinda dogrusal bir iliski mevcuttur (Zhang vd,

2006; Fan vd,2012).

MNHz

0
D- amino asit oksidaz /[_L
HS/\)\CDUH +0 + H0 -5\ goon * NHs + HiO2

Gelistirilen biyosensoriin  performans ozelliklerinin literatiirdeki ~ benzer
caligmalarla karsilastirilmasi Tablo 4.9 ve 4.10.’de verilmistir. Literatiirde
homosistein tayinine yonelik yapilan ¢alismalara ayrica bakilacak olursa; Ching
vd, (2011a) tarafindan sunulan g¢alismada, plazma homosisteini, hem normal
fizyolojik hem de patolojik araliklarda belirlemek amaciyla D-aminoasit oksidaz
enzimi ile entegre edilmis 8 ¢alisma elektrodundan olusan bir “screen-printed”
amperometrik biyosensor dizisi (array) gelistirmistir. Gelistirilen sensor dizisi
6.4-100 uM dogrusal ¢alisma aralifina sahiptir ve 2 ay gibi uzun bir siire i¢in
enzimatik stabiliteye sahiptir. Yapilan bir diger calismada, (Rajaram ve
Mathiyarasu, 2018) homosisteinin  elektrokimyasal tayinine  yOnelik
AuNP/rGO/GCE elektrot gelistirmislerdir. Gelistirilen AuNP/rGO/GCE elektrot,
2-14 mM dogrusal ¢alisma aralifina sahip olup tayin limiti 6,9 uM olarak olarak
belirtilmistir. Gong vd, (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, nitrik asit ile
on islem uygulanmis p-CNT/Nafion/GC elektrot gelistirmis ve gelistirilen
elektrotun homosistein oksidasyonuna karst miikemmel bir elektrokatalitik
aktivite gosterdigini belirlemiglerdir. Gelistirilen p-CNT/Nafion/GC elektrot,
0.10-60 uM dogrusal ¢alisma araligina sahip olup tayin limiti 0,06 uM olarak
olarak belirtilmistir. Tez c¢alismasinda gelistirilen biyosensoriin kalibrasyon
aralig1 3,125-100,000 uM olarak gozlenmistir. R=0,9545"dir. LOD= 0,655 uM,
LOQ = 2,184 uM’dir. Bu yoniiyle homosistein tayini i¢in gelistirilen sensoérden
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elde edilen sonucglar literatiirdeki ¢alismalarla kiyaslandiginda sensdriin
mevcutlarla yarisabilir bir performans sergiledigi soylenebilir. Ilaveten tayin
limiti literatiirde verilen 6rneklerle karsilastirildiginda oldukea diistiktiir.
Gelistirilen biyosensoriin, 3. giin yapilan ol¢iimlerdeki performansinin %40
diizeyine diistigli tespit edilmistir (Sekil 4.8). Bu yoniiyle gelistirilen
biyosensoriin tek kullanimlik uygulamalar i¢in uygun oldugu belirlenmistir. Yine
Tablo 4.10 incelendiginde, gelistirilen biyosensoriin  kullanim  sayisi,
tekrarlanabilirlik ~ yoniiyle literatiirdeki  orneklere  gore iyilestirilmesi
gerekmektedir.

Gelistirilen enzim biyosensoriin dogruluk testi, HPLC’de analiz edilmis olan
gercek numunelerde yapilmistir (Tablo 4.3.) Gelistirilen biyosensoriin gergek

numunelerde ortalama % 6-8 oraninda hata ile 6l¢iim yapabildigi belirlenmistir.
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Tablo 4.10. Gelistirlen amperometrik homosistein biyosensoriin literatiirdeki ¢aligmalarla karsilagtiriimast

Yiizey Optimu Tayin Gozlene
Kullanil | ; - Enzimin Kullanilan Calisma c . bilme Raf
. Immobiliz | ; r Calisma m 9 Limiti ... | Uygulama
Analit an Immobilizas | Transduser ) Arlaig siniri omrii Referans
Enzim asyon yon Yontemi Tiirii L] SicalBK (M) (LOD) (LOQ), | (giin) Alam
Materyali (°C) (uM) ’
(M)
. (Chi ve

GIUk.OZ ve D- DAAO Grafit Adsorpsiyon | Amperometirk 7,60 30 70-140 30 14 Dong,
Alanin elektrot

1995)
L- ve D- Hidroksieti | Capraz . 1250- (Loughranv
amino asitleri DAAO 1 seliiloz Baglama Amperometrik 8,30 25 16000 1250 balik sosu d, 1998)
L- ve D- Rodanize | Capraz Amperometik- g Meyve (Sarkar vd,
amino asitleri DAAO karbon Baglama SPCE 7,80 200-2000 150 36 suyu ve siit | 1999)
D-alanin ve Grafit Capraz Amperometrik - Meyve (Weislo vd
dlg.er D_. DAAO Elektrot Baglama SPE 7,40 50-200 30 10 suyu ve siit | 2007)
aminoasitler

"Amberzy .

D- . .+ | Capraz . (Rosini vd,
Aminoasitler DAAO meoxirane Baglama Amperometirk 8,00 30 250-5000 250 14 2008)

destekli




. Pt-iridyum | Capraz . (Zain vd,
D-Serine DAAO disk (hlama Amperometirk 8,00 30 0.02 30 ... 2010)
DAAO/Pin
. 5-COOH/ | Kovalent . Meyve Lata vd,
D-alanine DAAO ZnSNPs/A | Baglanma Amperometirk 7,50 35 1-3500 0.8 120 suyu 2012)
u
CuNPs/PA
Akrilamid | DAAO | NU/c-MW g;’Yf‘;sza Amperometirk 7,50 35 1-6500 0.5 110 xelyl"e (Zlé’i‘g)a vd,
CNT/AuE |28 y
. Insan (Lata ve
D- . . DAAO NiHCNFe/ Cali)raz Amperometrik 7,00 30 20-500 1.5 60 serumu ve | Pundir,
Aminoasitler PPy/GC Baglama .
idrar 2013)
Homosistein | DAAQ | YUmurta | Gapraz 7,00 20 | 50-1500 30 6o |nsan (Zhang vd,
kabugu zar1 | Baglama serumu 2006)
S pCNT/Nafi Amperometrik ) (Gong vd,
Homosistein on/GC akis analiz 7,00 25 0.10-60 0.06 2004)
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(Rajaram
. (AuNP/rG . ; 2000- ve
Homosistein O/GCE) Adsorpsiyon | Amperometirk 7,00 14000 6.9 Mathiyaras
u, 2018)
homosistei
n biosensor
. dizisi Capraz Amperometik- ) insan (Ching vd,
Homosistein | DAAO (SPCE) Baglama SPCE 7,00 6.4-100 60 serumu 2011a)
(GA-
AAOKX)
raf
omrii
cahisil
(SPCE) madi,
. (KFCNT | Capraz . en |insan Tez
Homosistein | DAAO M-GA- Baglama Amperometrik 7,20 3,125 -100 0,655 2,184 falzla | serumu calismasi
DAAO) 2
olgiim
kullan
mi
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4.5.2. Ters Iyontoforez Cahsmalar:

Ters iyontoforez caligmalari, Sekil 3.2.°de sunulan iyontoforez sartlar1 ve
boliim 2.3.3.’de verilen literatiir bilgilerinden faydalanilarak gelistirilmistir. Bu
hiicrede, Connolly vd, (2002) tarafindan yapilan ¢alismadaki kritik noktalar esas
alimmistir. Saglikli bir elektron transferinin elde edilmesinde, ekstraktlarin biriktigi
anot ve katot hiicreleri arasindaki mesafe ve bu hiicrelerin caplar1 6nem arz
etmektedir. Tez calismasinda da bu noktalara dikkat edilerek ters iyontoforez hiicresi
tasarlanmistir. Literatiirdeki calismalarda ayirici membran olarak hayvan derisinin
(fare, domuz vb.) kullanildig1 (Ching vd, 2011b) ¢alismalar da mevcuttur. Ancak tez
calismasinda, hayvan derisinin temin edilmesi ve saklanmasindaki zorluk yaninda,
girisim etkilerinin belirsizlikleri nedeniyle kullanilmasi tercih edilmemistir. Bunun
yerine Connolly vd, (2002)’nin c¢aligmasinda da kullandigi, seloliiz ester bir
membran tercih edilmistir. Bunun nedeni, seliiloz esterin, pH: 7.0’ de negatif bir yiik
sergilemesi ve nano-gozenekli yapida olmasi, derinin in vivo (canli) sartlarda
sergiledigi elektriksel iletkenlik ozelliklerini sergileyebilmesi gibi, derinin bazi
anahtar ozellikleri ile benzesim gdstermesidir.

o Ters iyontoforez caligmalarinin 6nemli bir diger bileseni, iyontoforez ig¢in
kullanilacak olan elektrotlarin hazirlanmasidir. Literatiirde bu amaca yonelik
sunulan yontemler mevcuttur. Hatta, biyosensdr ile entegre bir sistem olarak,
gelistirilen biyosensoriin hem iyontoforez elektrot olarak hem de tayin i¢in
kullanildig1 ¢alismalar da mevcuttur (Liu vd, 2011; Ching vd, 2010). Tez
caligmasinda bu ¢aligmalara ilave olarak Brewer ve Brown (2009) ve tarafindan
kullanlan yontem de dikkate alinarak Tablo 3.2.°de sunulan protokol
belirlenmistir.

o Ters iyontoforez ¢aligmalarinda insan viicuduna uygulanacak maksimum akim
degeri 5 mA/cm? olarak sinirlandirilmis (Leboulanger vd, 2004a) olup 15-90
dakika arasinda iyontoforez siiresinin (Connolly vd, 2002) uygulandigi
caligmalar belirtilmistir. Tez calismasinda hazirlanan deney modeli ve yapilan
denemelerden elde edilen sonuglar Tablo 4.4.’te sunulmustur. Bu verilere gore,
Sekil 3.2.’de tanimlanan iyontoforez hiicresi kullanilarak yapilan ¢aligsmalarda,
0,1 mA/cm? akim degeri ve 15 dakika iyontoforez siiresinde membran
ylizeyinde deformasyon oldugu gézlenmistir. Yapilan ilk ¢alismalarda, 0,1 mA

/cm? akimda, 5 ve 10 dakika boyunca uygulanan ters iyontoforez isleminde



herhangi bir deformasyon gozlenmezken 15 dakika boyunca uygulanan akim
degerinde elektot yiizeyinde dikkate alinamayacak diizeyde deformasyon
oldugu gozlenmistir.

Sekil 4.19 ve 4.20 de goriilecegi iizere, 15, 30, 45 dakika ekstraksiyon siireleri
ve 0,1; 0,2 mA/cm? akim degerleri kullanilarak yapilan denemelerde, 30 dakika
ve lizerindeki siirelerde uygulanan akim degerlerinde, elektrot yiizeyinde bariz
deformasyon olustugu gdzlenmistir. Diger taraftan 0,2 mA/cm? akim degerinde
15 dakika boyunca uygulanan ters iyontoforez isleminde c¢ok hafif diizeyde,
deformasyon gozlenirken, 30 dakika ve iistiindeki siirelerde elektrot yiizeyinde
bariz deformasyon gozlenmistir. Bu durumda; her iki akim yogunlugu
degerinde de 15 dakika ve altindaki iyonotoforez siirelerinde, herhangi bir
deformasyon olmadan ters iyontoforezin gerceklestirebilecegi goriilmiistiir.
Buna karsin iyontoforez siirelerinin ekstraksiyon verimi iizerine etkisinin
incelenmesi i¢in 15 dakikanin {stlindeki siirelerde ve farkli akim degerlerinde
ekstraksiyon gerceklestirilmistir.

Tablo 4.7°de, 15, 30 ve 45 dakika boyunca, sirasiyla 0,1 ve 0,2 mA/cm? akim
yogunlugunda gerceklestirilen iyontoforezden elde edilen ekstraktlarin
HPLC’de analiz edilmis miktarlar1 yer almaktadir. Bu denemede siirenin ve
akimin etkisini daha net ortaya koymak i¢in 200 uM gibi yiiksek bir
homosistein miktar1 tercih edilmistir. Sekil 4.21., iyontoforez siiresi ve analit
arasinda, dogrusal bir iliskinin oldugunu gostermektedir. Literatiirde de, st
cozletiye gecen analit miktarin ekstraksiyon siiresiyle dogrusal olarak
degistigi belirtilmektedir (Degim vd, 2003)

Benzer sekilde, Sekil 4.21.de goriildiigii gibi, ayn1 analit konsantrasyonu ve
ayni siire sartlarinda, uygulanan akim degerinin artirtlmasiyla ekstrakte olan
analit miiktar1 arasinda da dogrusal bir iliski mevcuttur.

Tez galismasinda, 0,1 mA/cm?, 15 dakika iyontoforez sartlar1 sabit tutularak,
farkli konsantrasyonlardaki homosistein miktarinin ters iyontoforez ile iist
¢Ozeltiye gecen miktarlar1 arasindaki iligski incelenmistir. Elde edilen ekstraktlar
HPLC ile tayin edilmis ve sonuglar Tablo 4.6’ da sunulmus, aradaki dogrusal
iligki ise Sekil 4.21°deki grafikte verilmistir. Literatiirde de benzer bir dogrusal
iliskinin oldugu ¢alismalar mevcuttur (Degim, 2003; Sun vd, 2010; Ching vd,
2011b)
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4.5.3. Ters Iyintoforez Yontemi ile Ekstrakte Edilen Homosisteinin

Amperometrik Enzim Biyosensor ile Tayini

Literatiirde sunulan calismalarda, membran tiirleri, iyontoforez sartlar1 gibi
parametreler, her caligmada farklilik gosterse de, alt ¢ozeltiden, iist ¢ozeltiye
estrakte edilen analit miktarlar1 sunulan bu tez calismasi da dahil olmak {izere
biitlin calismalarda nispeten diisiik seyretmektedir (Connolly vd, 2002) (Ching
vd, (2011b). Tablo 4.7°da sunulan veriler incelendiginde, 15 pM homosistein
degeri, sagliklt bireydeki homosistein diizeyini temsil etmekte ve belirlenen
iyontoforez sartlarinda, iist ¢ozeltiye ekstrakte olan miktarin 1,02 uM olarak
gerceklestigi goriilmektedir. Tayin yontemi olarak HPLC tercih edildiginde
1,02 uM homosistein diizeyi belirlenebiliyorken, tez calismasinda gelistirilen
biyosensor kullanildiginda, bu degerin biyosensoriin tayin limitinin (LOQ; 2,18
pM) altinda kaldigr goriilmektedir. 0,1 mA/cm2 akim degeri ve 15 dakika
iyontoforez siiresi sartlarinda, 30 pM ve iistiinde homosistein diizeyine sahip
yapida ters iyontoforezle elde edilen ektraktin (list ¢ozeltiye ekstrakte olan
miktar; 3,21 uM), gelistirilen biyosensor ile saglikli bir sekilde tayin
edilebilecegi goriilmektedir. Gelistirilen biyosensoriin tayin limiti, literatiirdeki
orneklerine gore (Tablo 4.10) olduk¢a diisiiktiir. Saglikli bireylerdeki
homosistein diizeyinin gelistirilen sensorle tayinindeki sorun iyontoforez
sartlarinda yapilacak iyilestirmeler ile asilabilecektir.

Tez c¢alismasinin son asamasinda, gelistirilen biyosensorle, Tablo 3.2.°de
tanimlanan iyontoforez elektrotlarin ve Sekil 3.2°de belirtilen iyontoforez
diizeneginin kullanildig, alt ¢ozelti konsantrasyonu 100 pM; iyontoforez siiresi
15, 30, 45 dakika olan ve alt ¢ozelti konsantrasyonu 50 pM ve 60 dakika
ekstraksiyon siiresi olan iyontoforez denemelerinden elde edilen ekstraktlar
tayin edildi. Bu sonuglar Tablo 4.8° de sunulmustur. Tabloda da goriilecegi
gibi, ekstraksiyon siirelerinin uzun tutulmasi durumunda elde edilen ekstraktlar
gelistirilen biyosensoriin kalibrasyon araliginda ve tayin limitinin istiinde bir
degerde yer alarak dogru bir sekilde tayin edilebilmektedir. Diger taraftan,
Sekil 4.20.’de verilen grafiktekine benzer olarak, Tablo 4.8’de sunulan verilere
bakildiginda da, ayni konsantrasyon degerinde, ekstraksiyon siiresi arttikca

ekstrakte edilen analit miktarinin arttig1 bir kez daha ortaya konulmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Homosisteinin ters iyontoforez teknigiyle non-invaziv olarak viicut sivisindan

ya da simiile edilen bir sistemden ektraksiyonu isleminde, seyrelme ve ekstraksiyon

verimi gibi faktorlerden dolay: ekstrakte edilen analit miktar1 diisiik seyretmektedir.

Saglikli bir insanda homosistein diizeyi 5-15 uM olup bu degerin iizerindeki

miktarlar O6l¢eklendirilerek hastalik kistasi olarak belirtilmektedir. Sunulan tez

calismasinda, homosistein tayini i¢in gelistirilen SPE temelli enzim biyosensorii,

serum Orneklerinde ya da simiile edilen ilgili matrislerde uygulandiginda,

homosisteinin hastalik faktorii olup olmadigini basarili ve dogru bir sekilde ortaya

koymaktadir. Ancak saglikli bireylerdeki homosistein diizeyinin gelistirilen sensorle

tayinindeki sorun iyontoforez sartlarinda yapilacak iyilestirmeler ile asilabilecektir.

Bu durumda iki 6neri degerlendirilebilir;

Ik olarak tez c¢aligmasinda belirlenen iyontoforez sartlari iyilestirilebilir.
Gergek numuneler ile ¢alisildiginda (cihazin ve yontemin insan koluna entegre
edilen bir cihaz oldugu varsayimi) homosistein konsantrasyonu miidahale
edilemeyen bir parametre olacagi icin iyontoforez siiresinin uzun tutulmasi,
uygulanan akim degerinin optimizasyonu ve membran materyalinin se¢imi
onem arz etmektedir. Tez c¢alismasinda, kullanilan membran, slire ve akim
degerlerinde ¢alismay1 kisitlayici bir faktdr olmus, 15 dakika ve 0,1 mA/cm?
sartlarinin iistiinde deforme olmustur. Nitekim ticari olarak gelistirilen
tirtinlerde membran kismi1 hidrojel yapilari ile entegre bir sekilde kullanilmakta,
biyosensor sistemleri de bu hidrojel igerisine yerlestirilmektedir (Kim vd,
2004).

Bir diger ¢oziim ise, ekstrakte edilen analitin daha az seyrelmeye maruz
kalmasimi saglayacak diizeneklerin kurgulanmasidir. Tez ¢alismasinda,
ekstraktlarin toplandig1 kuyucuklar 750 pL hacimli 1 cm c¢ap1 olan silindirik
yapida olusturulmus ve analitin 250 pL tampon ¢Ozelti icerisine toplanmasi
saglanmistir. Elde edilen ekstraktlarin HPLC analizleri i¢in de kullanilmasi
gerektiginden miktar biraz fazla tutulmustur. Bu miktar, bir SPE biyosensoriin
kullanildig1 optimize bir sistemde 3-4 kat daha asagi cekilerek analitin daha
konsantre bir sekilde elde edilmesi saglanabilir. SPE’lerin sundugu, diisiik
hacimli 6rneklerde (20-100 puL) calisma avantaji bu tez ¢alismasinda da avantaj

olusturmustur; analitin Ol¢iilmesi icin, iist kuyucukta bulunan ekstraklarin



igerisine biyosensoriin daldirilmasi yerine, SPE ylizeyine bu kuyucuktan alinan
ekstrakt damlatilarak tayin gerceklestirilmistir. Kiiclik boyutlarda seri bir
sekilde tretilebilirlik (3x1x0,05 cm), kiiglik hacimlerle (20- 100 uM) ¢alisabilir
olma, 3’lii elektrot sistemini kompakt bir sistem olarak sunma, SPE’lere bir¢cok
bilesen ve sistemle entegre calismak icin lstiin bir 6zellik ve islevsellik
saglamaktadir. SPE’lerin bu avantaji da dikkate alinarak daha diisiik st

hacimli iyontoforez hiicreleri tasarlanabilir.

Tez caligmasinda gelistirilen DAA enzim biyosensorii, Tablo 4.9 ve 4.10°da

sunuldugu tizere, literatiirdeki calismalarla kiyaslandiginda sensoriin mevcutlarla

yarisabilir bir performans sergiledigi sdylenebilir. ilaveten tayin limiti literatiirde

verilen Orneklerle karsilastirildiginda oldukga diisiiktiir. Gelistirilen biyosensoriin tek

kullanimlik caligmalar icin uygun oldugu, bu yoniiniin iyilestirilmesine yonelik

caligsmalar gerektirebilir.

Diger taraftan, bir biyosensor sistemini ve bir iyontoforez sistemini bir arada

kullanan giyilebilir biyosensdr teknolojisinin pazarda yer almasi, yayginlasmasi igin,

tez ¢caligmasinda deginilen problemler gibi asilmasi gereken bir¢ok durum mevcuttur;

Bu cihazlarin dayanikliligi, uzun siireli stabilitenin saglanmasi1 ve biyo-
uyumluluk gibi teknolojik konulara &zellikle énem verilmelidir. Ornegin
epidermal sensoOrler, normal viicut hareketleri sirasinda karmasik mekanik
deformasyonla kars1 karsiya kalmaktadir. Boyle bir deformasyonun boyutu,
kullanicinin yogun fiziksel aktivite yapmasiyla artar. Ilaveten, tekstil tabanl
sensorler, mekanik, kimyasal ve 1s1 diisiisii durumlarinda deformasyona ve
degisime ugramaktadir. Gereginden fazla kullanilma durumu gibi ekstrem
sartlarda, belirtilen bu deformasyonlara karsi koyabilen sensdrlerin
gelistirilmesi biiylik bir ¢aba gerektirmektedir. Son 10 yildaki ¢alismalar bu
sorunlarin  ¢oziimiine yonelik elektronik teknolojisinde dikkate deger
gelismelerin olmasini saglanmistir (Bandodkar ve Wang, 2014).

Bazi hedef analitler (patojenler ve proteinler gibi) biyo-afinite protokol
gerektirebilir. Bu gibi analitlerin siirekli izlenmesi, reseptorlerin yenilenmesini
(tek kullannmlik yiizey) zorunlu kilmaktadir. Ayrica yikama gerektiren
asamalarinin olmasi viicut lizerindeki uygulamalar i¢in uygun degildir. Bu

nedenlere bagli olarak, “sandvi¢ immunoassay” gibi ¢ok adimli prosediire
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dayanan bilinen teknikler, halihazirda giyilebilir girisimsel olmayan sensor
platformuna uyumlastirilamamistir.

Giyilebilir sensorler i¢in gilic kaynagi, diger biiyiik bir zorlugu ortaya
koymaktadir. Giyilebilir biyo-yakit hiicreleri, piezo-elektrik enerji iiretegleri ve
ince-film bataryalar1 bu problemin ¢oziimii olarak goriilmektedir. Bununla
beraber, bu gibi gii¢ kaynaklarmin kullanilmasi durumunda da bir¢ok konunun
¢Oziime ulastirilmas: gerekmektedir.

Giyilebilir sensorlerin  elektronikle baglantili olarak fonksiyonelligi ve
taginabilirliginin arttirilmast ve sensoriin kiigiiltiilebilmesi, dikkat cekilmesi
gereken bir baska yondiir. Nano-elektronik alanindaki son yenilikler, bu
gereklilikleri karsilayabilecek diizeydedir.

Kimyasal sensdrler, biyo-sivi ile reaktif tabakanin direkt etkilesimini gerektirir.
Ancak cihazin elektronik aksaminin sivi ortamdan yalitilmas: gerekmektedir.
Bu taleplerin bir arada karsilanmasi, cihazin estetiginin korunmasi ve de
minyatlirize bir sensor beklentisi, bu alandaki c¢alismalar i¢in darbogaz

noktalardir (Bandodkar ve Wang, 2014).
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