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OZET
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SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

MALONDIALDEHIT TAYININE YONELIK BiYOSENSOR TASARLANMASI
VE MEVCUT ANALIZ YONTEMLERI ILE KARSILASTIRILMASI

Mutahire TOK

Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

YUKSEK LiSANS TEZi/ KONYA-2017

Endoperoksitlerin kaynagini olusturan ve oksidatif hasarin bir belirteci olan Malondialdehitin
mevcut analitik yontemleriyle yapilan o6lgiimlerinde, yontem performansina bagl smurliliklar
bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda; daha hizli sonug verebilen, daha hasssas, maliyeti diisiik yeni bir
analiz yonteminin geligtirilmesi hedeflenmistir. Bu hedefle, MDA tayinine yonelik sensor tasariminda su
ana kadar denenmemis olan bir yontem izlenmesi ve MDA tayininde metot validasyonunun temelinin
olusturulmas: amaglanmistir. Mevcut kolorimetrik ve HPLC metotlarinin verileri ile tasarladigimiz
elektrokimyasal sensoriin  verileri karsilagtirilarak  yontem performanslarmin  degerlendirilmesi
planlanmistir.

Calisma, iki agamali olarak tasarlanmis ve ¢alismanin ilk basamaginda MWCNT, grafen, Au ile
GC elektrot yiizeylerinin modifikasyonu sonucu modifiye elektrot ylizeyleri hazirlanmistir. Hazirlanan
modifiye elektrot yiizeylerinin karakterizasyonu redoks problar varhginda doniisiimlii voltametri ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisi tekniklerinin yani sira Taramali Elektron Mikroskobu, Atomik
Kuvvet Mikroskobu ve Temas Acist Olgiimii teknikleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen
sonuglar, yalin GC elektrot yiizeyine ait verilerle kargilastirilmistir. Cesitli nano yapilarla modifiye
edilerek yeni bir morfoloji kazandirilmis elektrot yiizeylerinin MDA sensor olarak uygulanabilirligi
arastirtlmistir. Optimum yiizey altin modifiye camsi karbon elektrot olarak belirlendikten sonra bu yiizey
icin kararlilik, tekrarlanabilirlik, tekrar iiretilebilirlik, segicilik ve hasta numunelerine uygulanabilirlik
caligmalar1 yapilmistir.

Calismanin ikinci basamaginda ise, MDA tayininde kullanilan elektrokimyasal sensor yontemi
ile HPLC ve kolorimetrik metotlarla elde edilen veriler karsilagtirilmustir. Selguk Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarinda olusturulan hasta plazma havuzunda yapilan calismalarla,
metotlarin performans standartlarini degerlendirebilmek amaciyla yontemin gecerlilik standartlarinin
hesaplamalar1 yapilmistir.

Analitik dogruluk, duyarlilik, tekrarlanabilirlilik, interferans, linearite, geri kazanim, don-¢6z
etkisi gibi birgok agidan yontem performansinin degerlendirilmesi yapildiginda, gerek HPLC metodu ve
gerekse tasarladigimiz biyosensér metodunun verilerinin, TBARS metoduna gore daha iistiin ve kabul
edilebilir diizeyde oldugu tespit edilmisti. HPLC metoduna ait CV degerlerimiz %4,41-%30,97,
biyosensdrde bu degerler %4,08-%0,08 araliginda, biyosensore ait %R degerleri %100,33-%114,59,
HPLC’de %94,0-%101,5araliginda oldugu goriilmiistiir. Lipemik, ikterik, don-¢6z etkileri gibi numune
kaynakli faktorlerin biyosensér metodu ile alman Ol¢iim sonuglarina etkisi TBARS metodu ile
karsilastirildiginda oldukga disiiktiir. Hemolizli numunenin MDA diizeylerine olan etkisi biyosensorde
daha yiiksek bulunmustur. Dolayisiyla biyosensorlerle MDA 0Olgiim analizlerinde hemolizli numune
kullanilmamasi1 sonucuna varilmistir. Bununla birlikte, biyosensoér metodunun kolay uygulanabilir olmast,
yiiksek konsantrasyonlarda da linearite gostermesi, CV ve geri elde degerlerinin kabul edilebilir diizeyde
olmas1 bakimindan HPLC metoduna gore avantaj sagladigi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Altin nanopartikiil; Biyosensér; HPLC; Malondialdehit; TBARS
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Malondialdehyde (MDA) is a source of endoperoxides and marker of oxidative damage. In
analysis of MDA, have limitations in the performance of the current analytical methods. In this thesis
study, it was planned to develop a new analytical method that is much faster, more accurate and lower
cost process. With this target, it was aimed to pursue a method that has not been tried so far in sensor
design and to establish the basis of method validation in MDA determination. It is planned to evaluate the
method performance by comparing the data of the designed electrochemical sensor with the current
methods of HPLC and colorimetric.

The study was designed in two stages and in the first step of study, modified electrode surfaces
was prepared with the modification of MWCNT, graphene, Au of glassy carbon electrode surfaces.The
characterization of the prepared electrode surfaces was realized using of techniques cyclic voltammetry
and electrochemical impedance spectroscopy in the presence of redox probes, as well as scanning electron
Microscopy, Atomic Force Microscopy and Contact Angle Measurement techniques. The electrode
surfaces which is modified with various nano structures and thus a new morphology has been investigated
as an MDA sensor. The results obtained, was compared those given for bare glassy carbon electrode
surfaces. After the optimum surface has been identified as a gold modified glassy carbon electrode,
stability, reproducibility, repeatability, selectivity and applicability to patient samples was studied
according to analytical performance criteria for this surface.

In the second step of the study, data of the electrochemical sensor’s were compared with
methodological data of HPLC and colorimetric, which are used in the determination of MDA. The
validity standards of the method calculated with the studies done in patients’ blood pool that were
provided from Selcuk Univesity Department of Biochemistry Laboratories, in evaluating the performance
standards of the methods.

In evaluation of the performance of the methods according to analytical accuracy, sensitivity,
recovery, interference, linearity, freeze-thaw effect, the HPLC and biosensor methods that are designed,
are superior to the TBARS method and are in acceptable level. The CV levels were %4,41-%30,97 in
HPLC method and %4,08-%0,08 in biosensor. Recovery levels were respectively %100,33-%114,59 and
%94,0-%101,5 in biosensor and HPLC methods. Sample property factors such as lipemic, icteric samples,
of freeze-thraw effects were more less in biosensor’s data than the data of TBARS. The interference of
the hemolysis on MDA level was higher in biosensor method. Therefore, we concluded not to analyze
MDA level sin hemolysis samples. Likewise, the biosensor method is easy in applying procedure and has
linearity in high concentrations, acceptable recovery levels. These findings show that biosensor method
has an advantageous over the HPLC method.

Keywords: Biosensor, Gold nanoparticle, HPLC, Malondialdehyde, TBARS
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1. GIRIS

19. ylizyilda tasarlanan, 20. yiizyillin basinda dogan, 1906 yilinda Tswett
tarafindan bilim diinyasina kazandirilan kromatografi; bilim tarihine girisinden
1930’1u yillara kadar sahipsiz kalmis, 2. Diinya Savasi sonuna kadar inisli ¢ikish
dénemini tamamlayarak giiniimiize dek siirekli gelisim gdstermistir. Bu
gelisimdeki her yenilik temel mantigini bir 6nceki basamaktan almigtir. Bu bir
asirlik periyotta kromatografi bilesiklerin ekstraksiyonu, tanimlanmasi ve
saflastirilmasinda kullanilmis ve kromatografi alaninda yapilan ¢aligmalar pek ¢cok
kez Nobel Kimya odiliine layik goriilmiistir. Bir diger taraftan yapilan
caligmalarin gesitliligi yeni analiz yontemlerinin gelistirilmesi gerekliligini ortaya
cikarmistir. Bu amagla kromatografik ayrimi temel alan pek ¢ok alt kromatografi
birimi bugiin bilim diinyasinda yerini almistir. Gelistirilen kromatografik
yontemler arasinda ise yiiksek performansh sivi kromatografi (HPLC) duyarlilig1,
dogrulugu, kantitatif tayinler i¢in kolay uygulanabilir olmasi, ugucu olmayan ve
sicaklik karsisinda kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasina olanak saglamasi,
sanayide ve bir ¢ok bilim dalinda genis bir uygulama alan1 bulmasi nedeniyle
biitlin analitik ayirma teknikleri arasinda en cok tercih edilen ve en yaygin
kullanilan yontem olarak c¢aligmalara damgasini vurmustur. Bugilin gelinen
noktada diger analiz yontemlerine kiyasla; kiiciik miktarlarin tayinine olanak
saglamasi, otomasyona uygun olmasi, hizli ve dogru analiz imkani sunmasi ve
yiiksek ayirma giicline sahip olmasi nedeniyle HPLC; ilag endiistrisinden (Acosta
ve ark 2015, Ahmed ve ark 2016, Aires ve ark 2016, Adamo ve ark 2017, Kastner
ve ark 2017), aminoasit (Anderson 2017, Fernandes ve ark 2017, Redruello ve ark
2017), protein (Deitrich ve ark 2016, Sturaro ve ark 2016, Parent ve ark 2017,
Regl ve ark 2017), karbonhidrat (da Costa ve ark 2016, Llano ve ark 2017), lipid
(Castro-Gomez ve ark 2017, Knittelfelder ve Kohlwein 2017, Wormer ve ark
2017) gibi biyokimyasal tiirlere; suni tatlandiricilar (Filip ve ark 2016, Sargaco ve
ark 2017), antioksidanlar (Burnaz ve ark 2017, Koksal ve ark 2017, Tohma ve ark
2017) gibi gida maddelerinden (Wang ve ark 2015); boya (Santos ve ark 2015,
Varache ve ark 2017), yiizey aktif madde (Jan-E ve ark 2016, Wang ve ark 2017)
gibi endiistriyel kimyasallara; pestisitler (Rejczak ve Tuzimski 2017, Yaqub ve
ark 2017), fenoller (Ferreres ve ark 2017, Hsu ve ark 2017), herbisitler (Behniwal



ve She 2017, Scheel ve Tarley 2017) gibi kirleticilerden uyusturucu maddelere
(Labutin ve Temerdashev 2015, Jin ve ark 2017) ve klinik tip uygulamalarina
(Akamine ve ark 2017, Yasukawa ve ark 2017) kadar ¢ok genis bir yelpazede
kullanim alan1 bulmustur (Skoog 2013).

Son yillarda kromatografik ayirma yontemlerinde meydana gelen
gelismeler, birgok kimyasal ve biyokimyasal 6rnek analizlerinde devrim yaratict
nitelige sahip olmasina ragmen, yontem halen bazi tiirlerin tayininde yetersiz
kalmaktadir. Linoleik asit, arasidonik asit, dokosaheksaenoik asit gibi ikiden fazla
cift bag igeren yag asitlerinin non-enzimatik otooksidasyonunda veya eikozanoid
sentezinde serbestlesen siklik endoperoksitlerden kaynak alan, toksik etkili bir
sekonder iiriin olan ve oksidatif hasarin biyo belirteci olarak yaygin bir sekilde
kullanilan malondialdehit (MDA), tayininde yetersiz kalinan tiirlerden sadece bir
tanesidir. MDA ’nin; protein, lipid ve niikleik asitler gibi ¢esitli biyomolekiillerle
reaksiyon vererek, bircok kronik hastalik basta olmak {izere, kanser, diyabet,
akciger, karaciger ve parkinson hastaliklarinin patogenezinde etkili oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle 1960’lardan giliniimiize peroksidasyonun siddetini
belirlemek i¢gin MDA’ nin doku diizeylerindeki analizi i¢in diisiik tayin sinir1 ve
genis lineer aralikta segici ve hassas bir yontem gelistirilmesine yonelik birgok
calisma yapilmistir. Siiphesiz bu analizlerin dogru ve bir o kadar da hizli olarak
yapilmasi birgok bilinmeyenin de ¢oziimii demektir. MDA tayini i¢in UV-visible
(Zinellu ve ark 2011), floresans (Cooley ve Lunte 2011), yiizey artirilmis raman
spektroskopisi (Zhang ve ark 2010), kiitle spektrometrisi (Chen ve ark 2011),
elektron yakalama dedektorii (Stalikas ve Konidari 2001), HPLC (Cheng ve ark
2008) cihazlarinin kullanimi ile g¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bu tayin
teknikleri bazi ayirma teknikleriyle kombine edilerek tiire karsi duyarlilig:
artirmak hedeflenmistir. Ancak, bu ayirma teknikleri genellikle pahali
donanimlarin yani sira, uzun bir slire¢ ve biyomolekiillerin denatiirasyonuna
sebebiyet verebilecek etiketleme islemleri gerektirmekte oldugundan MDA tayini
icin yetersiz kalmaktadir (Yuan ve ark 2013). Ayrica, metot validasyonu ve de
numune 6n hazirlig: siirecinin uzun olmasi da bu metotlarin diger dezavantajlarin
olusturmaktadir. Bu nedenle cagimizin teknolojisi olan nano teknolojinin sundugu
imkanlardan yararlanarak bahsi gecen dezavantajlari bertaraf eden ¢ok daha hizl,

daha hassas, maliyeti ¢cok daha diisiik bir yontem gelistirilmesi gerekliligi ortaya



¢ikmis ve son yillarda bilim diinyasinda hizla deger kazanan biyosensorlerin bu
amagla kullanilabilirligi arastirilmaya baslanmigtir. Elektrokimyasal teknikler
kullanilarak gelistirilen ve etiket gerektirmeyen biyoalgt sistemleri; yliksek
hassasiyeti, diisilk maliyeti, basit uygulamalar1 ve minyatiirizasyonunun kolaylig1
nedeniyle biyomolekiillerin kantitatif tayini i¢in 6nemli bir analitik metot haline
gelmistir (Karimi ve ark 2017, Okon ve Ronkainen 2017, Presnova ve ark 2017,
Xu ve ark 2017). S6z konusu alanda, elektrot yiizeylerinin ¢esitli nano
malzemelerle tiirevlendirilip (Oztekin ve ark 2012, Hallaj ve Haghighi 2017, He
2017, Liu ve ark 2017, Madrakian ve ark 2017, Zarei ve Khodadadi 2017, Zhou
ve ark 2017) tiire kars1 segiciliginin ve hassasiyetinin artirilabilecegi géz Oniine
alindiginda bilim insanlarina yeni kapilar acabilecek mahiyette olan ¢ok sayida

biyosensor tasarlanabilecegi goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda; s6z konusu arastirmalardan yola ¢ikilarak, bir¢ok
hastaligin patogenezinde rolii oldugu diisiinilen MDA’ ’nin plazma havuzunda
Ol¢iimiiniin yapilabilmesi igin segici, hassas, kisa siirede yanit alinabilen bir
sensOr  tasarim1  yapilmistir.  Tasarlanan  sensoriin  performansinin
degerlendirebilmesi ve mevcut analiz yontemlerine gore avantajlarmin ortaya
konulmasi i¢in kolorimetrik ve kromatografik yontemler ile de plazma havuzunda
MDA diizeylerinin dlgiimiiniin yapilmistir. Calismada, her bir yontem i¢in ayr1
ayr1 biyokimyasal ve kimyasal metodolojik analizler yapilarak veriler
degerlendirilmis bodylece farkli metotlarla elde edilen verilerin kiyaslamasinin
yapilarak MDA 0l¢limii i¢in en uygun analitik metodun tanimlanmasi
hedeflenmistir. Calismalarda, Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Laboratuvarinda rutin analizleri yapilmis hasta plazma havuzunun arta kalan
kistmlari kullanilmustir. Kolorimetrik ve HPLC analizleri S.U.Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya ABD Arastirma Laboratuvarinda ve biyosensor tasarimi Selguk
Universitesi Ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinde mevcut cihazlar

ile gergeklestirilmistir.

Gergeklestirilen ¢aligmanin, gelecekteki cok yonlii arastirmalar icin bir

baslangi¢ olacagi ve de katki saglayacagi kanaatindeyiz.



1.1. MDA’min Yapisi, Olusum Mekanizmasi ve Metabolizmadaki Etkileri

Canli organizmalar metabolik fonksiyonlarin devamlilif1 i¢in molekiiler
oksijeni kullanmak zorundadirlar. Metabolik olaylar sirasinda elektronlarin
oksijene aktarilamamasi sonucu serbest radikaller olusur. Viicutta dogal metabolik
yollarla olusan, radikal parcalayan antioksidan sistemlerle ortadan kaldirilan ve
boylece herhangi bir sitotoksisiteye neden olmayan serbest radikaller; bir atomun
dis yoriingesinde veya molekiil orbitalinde bir veya daha fazla ortaklagsmamis
elektron bulunduran oldukga reaktif kimyasal tiriinlerdir (Tamer 2000, Goziikara
2010). Mitokondrial  elektron  transportu, heksoz = monofosfat  yolu,
ksenobiotiklerin metabolizmasi, dogal uyaranla fagositik hiicrelerin aktivasyonu,
biyosentetik ve biyokimyasal yikim olaylar1t organizmada serbest radikal
olusturan dogal olaylarin basinda gelmektedir. Bunun yami sira iyonizan
radyasyon, hepatotoksinler, alloksan parakuat gibi redoks siklusu yapan maddeler,
kemoterapotikler, hava kirliligi ve radyasyon da radikal olusumunda etkili olan
eksojen kaynaklardir (Kirkali 2002). Bir¢ok kaynaktan iiretilen radikalik yapilarin
metabolizmaya zarar vermeden ortadan kaldirilmasinda gorev alan antioksidan
sistemlerde 1isleyis bozuldugu durumda bir dizi patalojik olay meydana
gelmektedir. Serbest radikallerin dokulara etkisiyle membran yapisinda bulunan
coklu doymamis yag asitleri okside olur, boylece lipid peroksidasyon siireci
baglar, lipid hidroperoksitlerinin aldehit ve karbonil bilesiklerine doniismesi
sonucunda da sistemik dolagimda oksidatif hasarin diizeyinin saptanmasinda
kullanilan dolayli bir belirteg olan metabolik iriin MDA olusur. Lipid
peroksidasyon basamaklari ve MDA olusum basamaklari Sekil 1.1.’de verilmistir.

Buna gore;

1.Basamakta; Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli bir radikal
etkisi ile membran yapisinda bulunan konjuge olmayan ¢oklu doymamis yag asidi
zincirindeki metilen gruplardan bir hidrojen atomunun uzaklagmasi ile
baglamaktadir (Aruoma ve ark 1989). Demir, bakir gibi eslesmemis elektronlara
sahip ge¢is metal iyonlarinin varligi, peroksidasyonun baslamasi icin gereklidir

(Akkus 1995, Toy 2012).

2.Basamakta; Serbest radikal etkisiyle yag asidi zincirinden radikalik H

ayrilmasi, yag asidi zincirinin radikal haline doniismesine neden olmaktadir.
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Olusan lipit radikali (Le), dayaniksiz bir bilesik olup, molekiil i¢i ¢ift bag
aktarilmast sonucunda dien konjugatlarina doniigmektedir. Dien konjugatlarinin
molekiiler oksijen (O2) ile reaksiyonu sonucu lipit peroksil (LOOe) radikali
olusmaktadir (Kose 1992).

3.Basamakta; Lipid peroksil radikali, diger bir peroksi radikaliyle birlesebilecegi
gibi membran proteinleri ile de etkilesebilir, fakat en Onemlisi peroksi
radikallerinin membrandaki komsu yan zincirlerden hidrojen atomlarimi
cikarabilmeleri ve peroksidatif zincir reaksiyonunu baslatmalaridir. Yan zincirden
hidrojen atomu ¢ikarilmasi ile her defasinda lipid peroksitleri ve yeni bir lipit
radikali olusmaktadir (Gutteridge ve Halliwell 1990).

4.Basamakta; Lipid peroksitleri ortamdaki hidrojen atomlari ile reaksiyona

girerek lipid hidroperoksitleri ya da siklik peroksitleri olusturabilmektedirler.

5.Basamakta; Siklik peroksitler yeniden diizenlenme ile endoperoksitlere, daha

—_————

ileri oksidasyon ile de MDA’ya déniisiirler.
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Sekil 1.1. Lipid peroksidasyon basamaklar1 ve MDA olugumu (Moslen 1994)

Serbest radikallerden etkilenen membran yapisindaki ¢oklu doymamais yag

asitlerinin oksidasyonu sonucunda olusan baslica bir sekonder iiriin olan



MDA’nin uzun 6miirlii ve yiiksek reaktiviteye sahip olmasi sebebiyle dokulardaki
diizeyleri 1960’1 yillardan giiniimiize peroksidasyonun siddetini belirlemek igin
kullanilmaktadir (Ogiis ve ark 2004, Kagmaz 2013). MDA doymamis yag
asitlerinin ~ non-enzimatik  peroksidasyonu  sonucu  olusabildigi  gibi,
cikazonoidlerin  enzimatik  metabolizmasi,  prostaglandin  biyosentezi,
trombositlerde arasidonik asit katabolizmasi sonucunda da olusabilmektedir.
Ortamin pH degerine bagli olarak degisik izoformlarda bulunan MDA, fizyolojik
pH degerinde serbest enolat formunda, amino gruplarina karsi diisiik reaktivite
gosterirken diisiik pH degerinde reaktivitesinin artmasindan dolay1 proteinleri de
olumsuz etkilemektedir. MDA, o6zellikle lizin kalintilar1 olmak tlizere histidin,
tirozin, arjinin ve metiyonin kalintilarinda modifikasyonlara, molekiil i¢i ve
molekiiller arasi c¢apraz baglarin olugmasina neden olmakta, yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatérii olmamasina ragmen lipid
peroksidasyonunun derecesi ile iyi korelasyon gosterdigi i¢in oksidatif hasarin
sistemik dolasimda diizeyi saptanabilen dolayli bir gostergesi olarak
kullanilabilmektedir (Goneng ve ark 2001, Koca 2007, Kagmaz 2013). MDA nin
hiicre membranlarinin gegirgenligini artirdigi, membranlarin iyon aligverisine etki
ederek hiicre iginde asir1 Ca*? birikimine yol agmasi sonucu hiicre i¢i iyon
dengesini bozdugu, enzim aktivitelerinin bozulmasina, DNA’nin yapisinda
kirilmalara ve baz degisimlerine neden oldugu ve bu 6zellikleri ile de mutajenik
ve genotoksik bir bilesik oldugu yapilan c¢aligmalarla belirlenmistir (Ignarro ve
ark 1987, Repine ve ark 1997, Heller ve ark 2000, Del Rio ve ark 2005,
Giilbayzar 2006). Non-enzimatik oksidatif lipid peroksidasyonu sonucu plazmada
konsantrasyonu artan MDA ’nin; proteinlerin amino gruplarina, fosfolipitlere veya
niikleik asitlere baglanarak toksik etkiye neden oldugu ve bunun sonucunda da
bircok kronik hastalik basta olmak iizere, kanser, diyabet, akciger, karaciger ve
parkinson hastaliklarinin patogenezinde etkili oldugu ve bu Sekonder iiriiniin
hastalik siirecinde 6nemli rolleri oldugu yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (Imai
ve ark 2008, Silverstein ve Febbraio 2009, Breusing ve ark 2010, Wu ve ark 2010,
Chao ve ark 2012, Yuan ve ark 2013). Bircok hastaligin patogenezinde etkili
olmas1 nedeniyle, MDA analizleri i¢in, diislik tayin siir1 ve genis lineer aralikta
secici ve hassas bir yontem gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. S6z konusu

durum, hastaliklarin izlenmesi, erken tani ve etkin tedavisi agisindan 6nemlidir.



Stiphesiz bu analizlerin dogru ve bir o kadar da hizli olarak yapilmasi birgok

bilinmeyenin de ¢oziimii demektir.
1.2. MDA Tayin Yontemleri

MDA tayini i¢in UV-visible (Zinellu ve ark 2011), floresans (Cooley ve
Lunte 2011), yiizey artirilmis raman spektroskopisi (Zhang ve ark 2010), kiitle
spektrometrisi (Chen ve ark 2011), elektron yakalama dedektorii (Stalikas ve
Konidari 2001) ve HPLC (Cheng ve ark 2008) cihazlarinin kullanim ile ¢esitli
yontemler gelistirilmistir (Yuan ve ark 2013). Biyolojik numunelerdeki serbest
radikal aktivitesinin ve lipid peroksidasyonunun bir gdstergesi olarak en yaygin
ve kolay uygulanan metot tiyobarbitiirik asit (TBARS) metodudur ve giiniimiizde
halen MDA tayini i¢in siklikla bu yontem kullanilmaktadir (Esterbauer ve ark
1991, Erden 1992, Batmaz 2009, Calisir 2015, Sarica ve Liman 2016). Bunun
yani sira gerek numune On hazirliginin nispeten daha kolay olmasi gerekse
otomatik pipetleme yapilmasi ile pipetaj hatalarin1 bertaraf etmesi nedeniyle
HPLC sistemlerinin  kullanildigi  yontemler —gelistirilmig; ancak metot
validasyonunda mutlak bir basariya ulasilamamasi nedeniyle bu tayin teknikleri
baz1 ayirma teknikleriyle kombine edilerek tiire karsi duyarliligi artirmak
hedeflenmistir. Fakat bu ayirma teknikleri pahali donanimlarin yani sira, uzun bir
siire¢ ve biyomolekiillerin denatlirasyonuna sebebiyet verebilecek -etiketleme
islemleri gerektirmekte ve bu nedenle, bu yontemler MDA tayini i¢in yetersiz
kalmaktadir. Ayrica, metot validasyonu ve de numune 6n hazirlig: siirecinin uzun
olmast bu metotlarin dezavantajlarin1 olusturmaktadir. Elektrokimyasal teknikler
kullanilarak gelistirilen ve etiket gerektirmeyen biyoalgr sistemleri; yiiksek
hassasiyeti, diisiik maliyeti, basit uygulamalar1 ve minyatiirizasyonunun kolaylig
nedeniyle biyomolekiillerin kantitatif tayini i¢in 6nemli bir analitik metot haline
gelmistir. MDA tayini i¢in ¢ok daha hizli, daha hassas, maliyeti cok daha diisiik
bir yontem gelistirilmesi gerekliligi son yillarda bilim diinyasinda hizla deger

kazanan biyosensorler i¢in yeni bir uygulama alan1 agmistir (Yuan ve ark 2013).



1.3. Kolorimetrik Yontem

Milattan onceki donemlerde sarap igerisindeki demirin tayini amaciyla
kullanilan ve renk Ol¢iilmesi esasina dayanan gravimetrik tayin yontemine
kolorimetri denir. Bir ¢6zelti ortaminda bulunan konsantrasyonu bilinmeyen bir
madde tarafindan olusturulan rengin, ayn1 maddenin konsantrasyonu bilinen bir
seri standart ¢ozeltisinde olusturdugu renklenmeler ile karsilagtirilmasi suretiyle
yapilan tayine kolorimetrik analiz, bu tip tayinlerde kullanilan cihazlara da
kolorimetre adi wverilir. Optik yontemlerden biri olan kolorimetrik analiz,
absorbsiyon temelli bir 6l¢iim sistemidir. Cozelti ortaminda bulunan renkli
maddelerin konsantrasyonu direkt olarak kolorimetrik veya spektrofotometrik
yontemlerle tayin edilebilir. Eger analizi yapilacak madde renksiz ise uygun bir
renklendirici reaktif ile renklendirilmelidir. Kolorimetride konsantrasyonu bilinen
bir maddenin konsantrasyonu bilinmeyen maddelerle karsilagtirilmasini temel
alan ve karsilastirma tarzi her birinde farkli olan 4 tip ¢alisma yontemi vardir. Bu

yontemler asagida kisaca agiklanmuistir.

A. Dengeleme _Yontemi: Konsantrasyonu bilinmeyen numune saydam bir

silindirik tiip igerisine alinarak {izerine renklendirici reaktif ilave edilir.
Numuneye ait standart ¢ozelti de ayn1 sekilde renklendirici reaktifle renklendirilip
bir diger tiipe alinir. Cozeltilerin tiipteki yiikseklikleri belli bir sabit degere
ayarlanarak her iki tiip de asagidan aym kaynakla aydmlatilir ve yukaridan
gozlemlenir. Her iki tiiplin renkleri ayni siddette goriiliinceye dek numune tiipii
hareket ettirilir ve optik yol degistirilir. Bu anda gegen 1siklarin siddetleri aynidir
ve Lambert-Beer yasasi uygulanarak ve ilgili esitlikler kullanilarak konsantrasyon

hesabi yapilir.

B. Seyreltme Yéntemi: I¢ caplar1 aym olan (optik yollar1 esit) dereceli cam

tiiplerden birine konsantrasyonu belirlenecek madde digerine ise bu maddeye ait
standart ¢6zelti konularak uygun reaktif ilavesiyle renklendirilir. Bu iki ¢6zeltiden
nispeten koyu renkli olani ikisinin rengide birbirine esit oluncaya kadar seyreltilir.
Dereceli olan cam kapta seyrelmeden sonraki hacim okunur ve Lambert-Beer

yasasi esitlikleri uygulanarak yeni konsantrasyon hesaplanir.



C. Ciftleme Yéntemi: Dereceli bir tiipte konsantrasyonu bilinmeyen numune ve

renklendirici reaktif karigtirilir. Bir diger tiipe ayni miktarda c¢oziicii ve
renklendirici reaktif alinarak tayini yapilacak olan maddenin rengi bilinmeyen
numunenin rengiyle ayni oluncaya dek standardin ayarl derisik ¢ozeltisi biiretten
ilave  edilir.  Standardin  konsantrasyonu  hesaplanarak  bilinmeyenin

konsantrasyonu belirlenir.

D. Standart Seri Yontemi: Tayini yapilacak maddenin bir seri standart ¢ozeltisi

hazirlanir. Renklendirici reaktif hem tayini yapilacak maddeye hem de
standartlara ilave edilerek numune ve standartlar karsilastirilir. Bu karsilastirma

icin iki farkli yontem izlenebilir. Bunlar;

» Direk Karsilastirma: Bu yontemde standartlar ve tayini yapilacak numune

ayni boyutlardaki tiiplere ayn1 ylikseklikte olacak sekilde alinir. Tiipler
asagidan aydinlatilarak gozlemlenir ve hangi standart numunenin rengi ile
eslesiyorsa numunenin konsantrasyonu o standardin konsantrasyonuna
esittir. Ancak standart seriler birbirine ¢ok yakin konsantrasyonlarda

hazirlanmigsa yontemin duyarliligindan bahsedilebilir.

> Indirek Karsilastirma: Numune absorbansi ya da transmitansmin

Olglilmesini temel alir. Standartlarin konsantrasyonlarina karsi okunan
absorbans ya da transmitans degerleri grafige gegirilir. Tayini yapilacak
olan numunenin ayni reaktifle ¢6zeltisi hazirlanarak absorbans veya
transmitans1  Olciiliir, grafikten bu Olclilen degere karsilik gelen
konsantrasyon degeri bulunur. Analizci hatasi s6z konusu olmamasi, hata
oraninin %]1’den daha az olmasi sebebiyle eser miktardaki maddelerin
tayininde gravimetrik ve titrimetrik yontemlerden ¢ok daha avantajlidir.
Bu teknikte tek bir standart kullanilarak, numune ve standardin absorbans
ya da transmitans degerleri karsilastirilarak da sonuca ulagmak
mimkiindiir; ancak seri standardin kullanildigi yonteme nazaran

duyarhilig diisiiktir.



1.3.1. Kolorimetre

Renkli bilesikler olusturan maddelerin analizinde Onemli bir yer tutan
kolorimetride; Nessler tiipii, Duboscq kolorimetresi gibi basit araclar veya filtreli
fotometre, spektrofotometre gibi enstriimental cihazlar kullanilabilmektedir.
Spektrofotometrenin goriinen alanda c¢alisan bir bolimii olan kolorimetri,
spektrum taramasi yapamamaktadir. Bu nedenle giiniimiizde yerini daha komplike
sistemlere birakmistir. Renk karsilagtirilmasinda insan goéziiniin dedektor olarak
gorev aldigi kolorimetrelerde; g6z yerine renkli cam, jelatin veya plastikten
yapilmis renkli filtreler ve fotoelektrik kolorimetreler olarak adlandirilan
fotoelekirik hiicreler de kullanilabilmektedir. Bu tip cihazlarin yani sira kullanim
kolaylig1 saglayan hazir test kitleri de kolorimetrik tayinler i¢in siklikla tercih
edilmektedir. Kolorimetrik testlerin temel mantigi numune ¢o6zeltisine eklenen

reaktifin numune ile bir renk reaksiyonu olusturmasidir.

1.3.2. Kolorimetrenin ana bilesenleri

Sekil 1.2.’de goriildiigii gibi; 1s1n kaynag (siradan diisiik voltajli filament
lamba), 1s1min absorbsiyonunu saglamak i¢in kullanilan renkli filtreler, numune
kabi, iletilen 15181 6lgcmek icin kullanilan dedektor ve kaydedici kolorimetrenin

ana bilesenlerini olusturur.

o  jo-a g
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1- Ismn kaynag 4- Detektor
2-Filtre 5- Gosterge
3-Numune kabi

Sekil 1.2. Kolorimetrenin ana bilesenleri

1.3.3. Kolorimetrenin ¢alisma prensibi

Laboratuvar ortaminda kolorimetrik analizler i¢in genellikle fotometreler
ve spektrofotometreler kullanilmaktadir. Fotometrelerde gecen 1s1k yalnizca
goriilen dalga boyundaki 11k iken, spektrofotometrelerde hem goriilen dalga

boylarinda hemde UV 1s1k olabilmektedir.
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Fotometrelerde bulunan 151k kaynagindan ¢ikan 1sik, her analizde ilgili
reaktiflerin ortama ilavesi ile olusan renge gore spesifik dalga boyunda i1s1k
iiretmeye yarayan bir filtreden gecer. Filtreden gegen 1s1K; icerisinde numune olan
kiivete gelir ve bu kiivetten numunenin i¢indeki konsantrasyonla orantili olarak
absorblanarak fotosele gecer. Fotosel ise, gelen 15181 elektrik enerjisine
doniistiirerek 6l¢timii gerceklestirmis olur. Spektrofotometrede ise filtreler yerine
oldukca hassas dalga boyu secimi yapabilme olanagi saglayan prizmalar

kullanilmaktadir.

1.3.4. Kolorimetrik yontem ile MDA tayini

TBARS yoOntemi, biyolojik sistemlerin lipid peroksidasyonunun
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan kolorimetrik analiz yontemidir.
Yontemin esast numunelerin asidik sartlarda (pH=3,4) 1sitilmasiyla meydana
gelen MDA-TBA kompleksinin 400-700 nm dalga boyunda spektrofotometrik
yontemle tayinine dayanir (Sekil 1.3.) (Uchiyama ve Mihara 1978).

MDA

Sekil 1.3. MDA ’nin asidik sartlarda TBA ile olusturdugu MDA-TBA kompleksi

Yapilan ¢aligmalarda; kolorimetrik yontemin basit ve uygulanabilir
olmasina ragmen, TBA’nin diger karbonil igerikli bilesikler olan sialik asit,
prostaglandin, deoksiriboz ile interferans olusturmasi nedeniyle se¢ici olmadigi
(Halliwell ve Gutteridge 1990, Hong ve ark 2000), lipid olmayan, MDA’ya
benzer maddelerin interferans1 ve TBA reaktif maddelerin olusumundan dolay1
doku ve plazma 6rneklerinde MDA miktarinin normalde oldugundan daha yiiksek
olctldigii (Janero 1990), plazma yag asitlerinin, TBA ile 95°C’de 1sitildiginda
oksitlenebilmesi sebebiyle sonuglarin beklenenden ¢ok daha yiiksek ¢iktigi
(Templar ve ark 1999), TBARS metoduyla alinan 6l¢timlerde giin i¢i ve giinler

aras1 tekrarlanabilirlik calismalarinda alinan sonuglardaki tutarsizlik sebebiyle
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TBARS testinin lipid peroksidasyon olaymin degerlendirilmesinde non-spesifik

oldugu (Mendes ve ark 2009) rapor edilmistir.

Mendes ve arkadaslarinin 2009 yilinda birden fazla modifiye edilmis
TBARS metodu lizerine yaptiklar1 arastirmalarinda, recovery degerini %71 olarak
bulmalar1i metodun yetersizliginin bir diger bulgusu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bahsi gecen tiim bu olumsuzluklar nedeniyle MDA ’nin daha duyarli, spesifik ve
tutarli tayininin gergeklestirilebilmesi icin arastirmacilar yeni alternatiflere
yonelmeye baslamislar ve boylece MDA tayini i¢in kromatografi temelli

yontemler kullanilmaya ve gelistirilmeye baglanmistir.

1.4. Kromatografik Ayirma Teknikleri

Kromatografi; diger ayirma tekniklerinin kullanimiyla ayrimi miimkiin
olmayan kompleks karisimlarda bulunan birbirine benzer o6zellik tasiyan
bilesenlerin hareketli faz ve sabit faz olarak ifade edilen iki faz arasinda farkli
dagilma egilimlerinden yararlanilarak ayrilmasi, saflagtirilmasi, taninmasi ve
tayininde yaygin olarak kullanilan ve birgok farkli yontemi biinyesinde barindiran
analitik yontem olarak tanimlanmaktadir (Skoog ve Leary 1992, Skoog ve ark
1998, Wiberg 2004, Hacettepe Universitesi 2005, Giindiiz 2007, Fatma 2009,
Gezici 2010). Karisimlardaki bilesenleri diger bilesenlerden gelebilecek
girisimlerden etkilenmeden ayr1 ayr1 tayin etmek amaciyla kullanilabilecek sinirlt
sayida kimyasal ve enstriimental teknik mevcuttur. Herhangi bir 6n islem
uygulanmadan karisimlarda bulunan bilesenlerin es zamanl tayinin yapilarak her
bir bilesen hakkinda kalitatif ve kantitatif verilere ulasmak kromatografik
ayrimlarin ¢ikis noktas: ve temel hedefi olmustur (Dewani ve ark 2015, Zhao
2015, Karimi-Maleh ve ark 2016, Chen ve ark 2017, Ghassemi ve ark 2017).
Giliniimiizde bir¢cok alanda ayirma ve saflagtirma yontemi olarak yaygm bir
sekilde kullanilan kromatografi i¢in kullanim alani ve amacina uygun ¢ok sayida
teknik gelistirilmis oldugundan bu teknikleri basit bir sekilde siniflandirmak
olduk¢a zordur (Gezici 2010). Kromatografik ayirma yontemlerini/tekniklerini

genel olarak dort ana baslik altinda toplamak miimkiindiir:
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A. Numunedeki bilesenlerin sabit faz iizerindeki ilgili absorpsiyon izotermlerine

ore;

> Lineer kromatografi: Numunedeki bilesenler lineer izoterm sergilemekte ve bu
nedenle gézlenen kromatografik bantlarin konumu ve sekli konsantrasyondan

bagimsiz olmaktadir. Gozlenen bantlar Gaus egrisine benzemektedir.

» Lineer olmayan kromatografi: Numunedeki bilesenler lineer izoterm
sergilememekte bu nedenle bantlar1 yeri ve sekli konsantrasyona bagli olarak
degisim gostermektedir (Guiochon ve ark 2006). Kromatografinin ilk
uygulanan tiirlerinden biri olan bu yontem, preparatif amacglar igin
kullanilabildigi gibi; sabit faz ile analit arasindaki sorpsiyon izotermlerinin
tiiretilmesi amaciyla da kullanilabilmekte ve buna frontal kromatografi adi

verilmektedir.

B. Hareketli faz ve sabit fazin fiziksel haline gore;

Bu siniflandirma tiirtinde genel bir kabul olarak; 6nce hareketli faz, sonra sabit
fazin fiziksel hali belirtilmektedir. Eger sadece sivi kromatografisi veya gaz
kromatografisi gibi tek bir fiziksel hal vurgulanmissa bu, hareketli faz ile
iliskilendirilmelidir. Buna gore hareketli faz ve sabit fazin fiziksel haline gore

kromatografi ¢esitleri sunlardir:

» S1vi—S1vi kromatografisi
» Sivi—Bagli-faz kromatografisi
> Sivi—Kat1 kromatografisi
» Gaz—S1v1 kromatografisi

» Siiperkritik akiskan kromatografisi

C. Hareketli faz ile sabit fazin birbiriyle fiziksel olarak temasina gore;

» Kolon kromatografisi (Sivi Kromatografisi, Gaz Kromatografisi, Stperkritik
Akigkan Kromatografisi, Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi)
> Diizlemsel Kromatografi (Ince tabaka kromatografisi, Kagit kromatografisi)

D. Numunedeki bilesenlerin ayrilmasinda rol alan fiziksel veya kimyasal

mekanizmalara gore;

» Adsorpsiyon Kromatografisi
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» Dagilma Kromatografisi
> Iyon-Degistirme Kromatografisi
» Ligand-Degistirme Kromatografisi

» Boyut Eleme Kromatografisi

1.4.1. Yiiksek performansh sivi kromatografi (HPLC)

Kiiciik dolgu maddeleri ile doldurulmus kolonlarla yiiksek basing altinda
bir mobil fazin kolon igerisinden gecirilmesiyle yapilan kromatografi tiiriidiir.
Duyarliligi, dogrulugu, kantitatif tayinler i¢in kolay uygulanabilir olmasi, ugucu
olmayan veya sicaklik karsisinda kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasina olanak
saglamasi nedeniyle ila¢ endiistrisinden klinik tip uygulamalarina, uyusturucu
madde tayininden tarim ilaglar1 analizine, endiistriyel kimyasallardan gida
maddelerinin analizine kadar bir¢ok alanda uygulama imkani bulmaktadir.
Modern s1vi kromatografi sistemlerinde genel olarak kullanilan ve tanecik boyutu
2 ile 10 um arasinda olan dolgu maddeleri ile uygun sivi akis hizlar1 elde
edebilmek i¢in, ylizlerce atm’lik pompa basinglarina gerek vardir. Bu yiiksek
basinglarin bir sonucu olarak HPLC i¢in gerekli donanim, diger tip kromatografi
sistemleri dikkate alindiginda, daha ince is¢ilik ve maliyet gerektirmektedir

(Albayrak 2014). Sekil 1.4.te HPLC {initesini olusturan pargalar goriilmektedir.

Enjektor

Numune enjeksivon
 __ iinitesi

Gaz giderici || Pompa

AN

Coziicii deposu Dedektdr f------ J H}&
ozuce cpos ‘
(Hareketli faz) ) ’r Ul

Kaydedici

Sekil 1.4. HPLC iinitesini olugturan pargalar (Burnaz Arslan 2013)
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Mobil Faz : Analiti tasiyan hareketli fazdir. Mobil faz genellikle su ve sulu
tampon ¢ozeltiler, bunlarin metanol ve/veya asetonitril ile olusturulan ¢ozeltileri
veya organik ¢oziiciilerden olusur. Mobil fazin bilesimi ve pH degeri ayrimi direk
etkiler, kullanilan teknige, numune tipi ve kolona gore mobil faz segimi
yapilmalidir. izokratik akis uygulanan ¢alismalarda mobil faz dnceden karistirilip
hazirlanir, Gradient ¢alismalarda karisim degisik zamanlarda degisik oranlarda

yapilabilir. Bu sayede analiz kalitesi arttirilip, analiz stireleri azaltilabilir.

Degazor : Mobil faz sisesinden taginan hareketli fazdaki hava kabarciklarinin ve
¢cOziinmiis havanin giderilmesini saglar, kullanilan mobil faz adedi ve pompa

tiplerine gére uygun degazorler bulunmaktadir.

Pompa: Temel olarak mobil fazin yiiksek basingla sistem i¢inde hareket etmesini
saglar, degazorden mobil faz1 ¢ekip, 6rnekleme ve kolon iinitesine gonderir, bu

islemi akis hizin1 ve basing degerini ayarlayarak gerceklestirir.

Enjektér: Numunelerin kolon ve detektore gonderilmesini saglar. Temel olarak

ornekleyiciler manuel ve oto 6rnekleyici olmak tizere iki tiptedir;

Kolon-Kolon Fuini: Kolon maddelerin kimyasal ve fiziksel O6zelliklerinden

yararlanarak birbirlerinden ayirt edilmesini saglar. Kolonlar genellikle
fonksiyonel grup eklenmis silika veya polimer bazli dolgu maddesiyle
doldurulmustur. Polimer kolonlar silika bazli olanlara gore ortalama 3 kat daha
uzun Oomirliidiir ve rejenere edilebilmektedir. Kolon firini kolonu saklamak ve

sabit sicaklikta tutmak i¢in kullanilmaktadir.

Dedektor: Kromatografik yontemle ayrilan herhangi bir maddeye iliskin anlamli
bir sonug iiretebilmesi igin kalitatif ve kantitatif olarak degerlendirilmesi gerekir.
Bir detektoriin islevi ornegin derisimi ile orantili olacak sekilde elektrik sinyali
iiretmek ve monitdre gondermektir (Oksiiz 2014). Kullanilacak dedektdriin tiirii
analizlenecek maddenin fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine goére secilmelidir.
Ornegin dogrudan ya da drnek ile tasiyic1 faz arasindaki polarite farkliligina gore
Olgimiine olanak saglayan ¢ok sayida dedektor HPLC sistemlerinde
kullanilabilmektedir. HPLC’de en fazla kullanilan dedektorler UV-Vis, Diode
Array Dedektor (DAD), Floresan Dedektdr (FLD), Refraktif indeks Dedektor
(RID), Termal Iletkenlik Dedektorleri (TCD), Elektrokimyasal Dedektér (ECD)
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ve Kiitle Spektrometri Dedektorleri (MSD)’dir. Bu dedektorlerin kullanim
yogunlugu Sekil 1.5.’te verilmistir (Bilber 2010).

DAD
22%

Sekil 1.5. HPLC sistemlerinde kullanilan dedektorlerin kullanim yiizdeleri

A. UV-Vis Dedektorler;

Ultraviyole ve goriiniir bolge 1sinlarinin  absorblanmasi prensibine
dayananan bu dedektor tirii ile tek ve ¢ok dalga boylarinda 6l¢iim
yapilabilmektedir. Tek dalga boyu ile ¢alisan, kantitatif tayin i¢in Beer Yasasi’nin
temel alindigt UV-VIS dedektorlerde 151, numune bdlmesine gonderilerek

ornegin bu dalga boyundaki absorpsiyonu 6l¢iiliir.

B. DAD Dedektorler;

Déteryum lambadan ¢ikan polikromatik 1s1min  dogrudan numune
bolmesine gonderildigi ve buradan ¢ikan 1smin slit ve bir diod serisi ile dalga
boylarina ayrildigi bu dedektor tiirtinde, elde edilen spektrum yardimiyla numune

ile ilgili kantitafif bilgi saglanmaktadr.

C. Floresan Dedektorler (FLD):

Isin kaynagi olarak ksenon lambasi ve optik a§ monokromatdriiniin
kullanildig1r floresan dedektorler; bir 15 ile uyarilan elektronlarin 15181

absorplamasi ve tekrar temel hallerine donerken foton yaymalari esasina dayanur.

D. Refraktif Indeks Dedektorleri (RID);
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Ilk gelistirilen dedektér olmasi ve birgok madde igin kullamlabilir
olmasina ragmen koti dedeksiyon limitleri dolayisiyla kullanilmas: tercih
edilmemesine ragmen bu dedektdr tiirii polimerik yapilarin, karbonhidratlarin ve
trigliseritlerin tayininde siklikla kullanilmaktadir. Temel olarak hiicrenin yari
bolmesinden dedektore siirekli olarak ¢oziiciinlin geldigi,kolondan gelen eluatin
ise hiicrenin diger bolmesinden gectigi ve siirekli hiicreden gegen 1sinin kirilma

oranina bagl olarak kantitatif analizin yapildig1 detektorlerdir.

E. Elektrokimyasal Dedektorler (ECD);

Rediikte ya da okside olabilen bilesiklere karsi hassas olan bu dedektor
tiiriinde; calisma, referans ve karsit olmak iizere li¢ adet elektrot bulunmaktadir.
Belirlenen optimum voltaj degerinde calisma elektrodu ile yardimer elektrot
arasindaki potansiyel farki numune varliginda tespit edilerek kantitatif tayin
yapilmaktadir. Amperometrik, kulometrik ya da polorografik olarak tayin
yapilabilen elektrokimyasal dedektorler optik dedektorler kadar yaygin

kullanilmasalar da hassasiyetleri oldukea yiiksektir.

F. Termal Iletkenlik Dedektorii (TCD);

Gaz akimindaki 1sisal iletkenligin degisiminin Ol¢iilmesi prensibine
dayanan bu dedektor tiirlinde tasiyici gaz olarak helyum ve hidrojen gazlar
kullanilir. Bu dedektorlerin inorganik ve organik maddelere duyarli olmasi,
numune stabilitesinin korunmasi ve genis cevap araligina sahip olmasi gibi

avantajlarina ragmen diisiik duyarlilig1 nedeniyle kullanimi yaygin degildir.

G. Kiitle Spektrometri Dedektorleri (MSD);

Inorganik, organik ve biyolojik yapilarin aydimnlatiimasi, karmasik
bilesenlerin kalitatif ve kantitatif tayini ve bir yapidaki atomlarin izotop
oranlarinin belirlenmesi amaciyla siklikla tercih edilen bu dedektor tiiriinde
HPLC’den ayrilmis olarak gelen analitler detektdriin iyonlagtirma boliimiinde
yiiklii parcaciklar haline getirilirler. Iyonlasan molekiiller ise kiitle analizorlerine

gonderilerek kiitle/yiik oranina goére ayrilirlar.
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1.5. Biyosensorler

Sivi veya gaz ortaminda bulunan analizi yapilacak hedef molekiiliin
kalitatif veya kantitatif olarak tayini ve izlenmesindeki fiziksel olgular1 elektrik
sinyallerine doniistliren aygitlar olarak tanimlanan sensorler; diger tekniklere gore
daha hizli, daha hassas, daha gilivenilir sonuglar veren ve maliyeti diisiik olan
araclardir (Niu ve ark 2007, Muhammet 2008, Oztekin 2008, Kalimuthu ve John
2009, Oztekin ve ark 2010a, Oztekin ve ark 2010b, Oztekin ve ark 2010c,
Gomathi ve ark 2011, Oztekin ve ark 2011a, Oztekin ve ark 2011b, Oztekin ve
ark 2011c, Oztekin ve ark 2011d). Sahip olduklar1 istiin ozellikler ve
avantajlarindan  dolay1 sensorler, endiistri alaninda; ¢esitli  proseslerin
arastirilmasi, ¢evre alaninda; kimyasal kirliligin tespit edilmesi, tip ve saglik
alaninda; hayati 6neme sahip yapilarin kalitatif ve kantitatif tayini, ilaclarin hiicre
ici etkilerinin incelenmesi, savunma alaninda gerek biyolojik savas ajanlarinin
gerek belirlenmesinde gerekse takibinde kullanilmaktadirlar. Calisma sekillerine
ve donistliriicti yapilarina gore farkl sekilde isimlendirilen sensdrlere ait genel bir

smiflandirma Cizelge 1.1.’de verilmistir.

Cizelge 1.1. Sensorlere ait genel bir siniflandirma

SENSORLER
Elektrolflmyasal Biyosensorler Fiber-Optik Sensorler
sensorler
Potansiyometrik sensorler | Enzim sensorleri pH Sensorleri
Yar iletken aygltlarla Bag1§1k11k sistemi Metal-iyon Sensérleri
kullanilan sensorler sensorleri
Amperometrik sensorler Sabitleme sensorleri | Gaz Sensorleri

Sensorler arasinda genis bir uygulama alani olan ve biyolojik analizler
icin kullanilan biyosensorler; kimya, biyokimya, biyoloji, miithendislik gibi pek
cok bilim alanmin bilgi birikiminden faydalanilarak biyolojik molekiillerin veya

sistemlerin  segicilik 6zellikleri ile modern elektronik tekniklerin islem
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yeteneginin birlestirilmesi sonucu gelistirilen, biyolojik olaylardaki biyokimyasal
degisimleri algilayarak, biyolojik olayin teshisine imkan saglayan biyoanalitik
cihazlar olarak tanimlanmaktadir(Telefoncu 1999, Egi 2009, Yilmaz 2011, Aydin
2012, Bal 2012).

Biyosensorler ile ilgili ilk calisma 1950°li yillarda L.C. Clark’in
Cincinnati Hastanesinde (Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kandaki oksijen
miktarini bir elektrot (pO2-elektrot) ile izlemesiyle baslamistir. 1962 yilinda Clark
ve Lyons oksido-reduktaz enzimi olan glukoz oksidaz (GOD) enzimini O
elektrodu ile kombine ederek kanin glukoz diizeyini 6l¢meyi basarmigslardir
(Gooding 2006). Boylece biyolojik sistemin yiiksek spesifikligi (enzim) ile
fiziksel sistemin tayin duyarlilifini birlestiren, bircok biyolojik parametrenin
tayinine yonelik ¢esitli tipte biyosensorlerin gelistirilmesine olanak saglayan,
renkli ve bulanik ¢ozeltilerde genis bir konsantrasyon araliginda dogrudan 6l¢tim
yapma Ustiinliigiine sahip yeni bir analitik sistem gelistirilmistir (Battilotti ve ark
1989, Merkogi ve ark 1999, Zhang ve ark 2000, Cubuk 2007, Hasangebi 2008,
Ozdemir 2010).

1.5.1. Biyosensorlerin temel bilesenleri

Birbiri igerisine gecmis biri biyokimyasal digeri elektrokimyasal
ozellikteki iki ¢eviriciden olusan biyosensorlerde biyokimyasal ¢eviricinin gorevi
ise analizlenecek maddeyle etkileserek onu tamimak iken elektrokimyasal
ceviricinin gdrevi bir veya bir grup analitin (analiz edilecek madde) miktartyla
orantili olarak siirekli elektrik sinyali {retmektir (Toprakkiran-Mert 2010).

Biyosensorlerin sematik gosterimi Sekil 1.6.’da verilmistir.

Tetici

Biyoaltif tabaka

Sekil 1.6. Biyosensorlerin sematik gosterimi (Telefoncu 1999)
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Sekil 1.6.’da goruldiigii gibi biyosensor sistemleri; segici tanima
mekanizmasina sahip biyoaktif tabaka (biyoajan), bu biyoaktif tabakanin
incelenen maddeyle etkilesmesi sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri
elektronik sinyallere doniistiirebilen sinyal iletici sistem (transduser) ve bu
sinyalleri 6l¢ebilen bir kaydedici olmak tizere ti¢ temel bilesenden olusmaktadir
(Akyiiz 2011).

A. Biyoajanlar

Biyosensoriin hassasiyeti ve segiciliginde etkili olan, bir analitin
taninmasinda biyosensoriin analizi yapilacak maddeye karsi son derece duyarl
biyolojik hassasiyete sahip kismimi olusturan biyoajanlar; biyokatalitik ve

biyoaffinite olmak {izere 2 grup altinda incelenirler (Akyiiz 2011).

> Biyoaffinite ajanlari; Biyoafinite ajanlari olan antikorlar, hormon
reseptorleri, DNA, lektin gibi molekiiller; antijenlerin, hormonlarin, DNA
parcaciklarinin ve glikoproteinlerin molekiiler tanimlanmasinda kullanilirlar.
Kompleks olusumu sonucunda, tabaka kalinligi, kirinim indisi, 151k emilmesi ve

elektriksel yiik gibi fizikokimyasal parametrelerin degisimine neden olurlar.

> Biyokatalitik ajanlar; Biyokatalitik ajanlar1 olan saf enzim ya da
koenzim sistemleri, mikroorganizmalar ve bitkisel ya da hayvansal doku
parcalar1 kullanilarak analit iizerinde molekiiler de§isimin meydana gelmesi
saglanmakta ve bu doniisim sonucunda ortamda artan ya da azalan madde

miktari takip edilerek sonuca gidilmektedir.

B. Sinyal ceviriciler

Sinyal geviriciler, biyoalicilar vasitasiyla biyoaktif tabakada meydana
gelen reaksiyonu Olgiilebilir elektriksel bir sinyale ¢eviren cihazlardir (Yilmaz
2012). Ceviriciler, biyokimyasal reaksiyonun tiiriine gore segilir. Potansiyel
degisimi, elektron transferi, 15181n {iriin veya reaktant tarafindan yayilmasi veya
absorbe edilmesi, sicaklik veya kiitle degisimi gibi olaylar geviriciler ile tespit
edilmektedir (Gerard ve ark 2002, Emre 2007, Eren 2008, Akyiiz 2011).
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Biyosensoriin temel ¢alisma prensibi; biyo-clementin analiti tanimasi ve
bu analitin konsantrasyonuyla orantili olarak sinyal olusturmasi ve bunlar1 elektrik
sinyaline doniistiirmesine dayanir (Sekil 1.7).

sinvallere

. doniistirilen
reseptér ‘ kimyasal etkilesim elektronik

‘||1
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\ . veri dongisi

I - Ny g > v <

- S .2 yn
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//'" K i | e
substrat ’ ?
(analir) |

\doniistiiriicii

ortamdaki diger
molekiiller

substrat ve reseptor bolge
arasmda spesifik molekiil
belirlenmesi

Sekil 1.7. Biyosensorlerin ¢alisma prensibi (Dursun 2009)

Biyoaktif tabakanin tiire karsi se¢imliligini artirmak amaciyla yiizey
kimyasinda meydana gelen gelismelere paralel olarak, biyokatalitik bilesen ve
elektrot yiizeyi arasinda bir yiik aktarimi saglamak i¢in elektrot materyalinin,
elektron vericileri ya da alicilar1 ile modifiye edilmesi giindeme gelmis ve son
yillarin en popiler konularindan biri olmustur. Modifiye edilmis elektrot
yiizeyinde elektron aktarimi daha diisiik potansiyellerde gerceklestirilebilmekte,
bozucu tiirlerin etkisi azaltilabilmekte ve bunlara ek olarak belirli reaksiyonlarin
oksijen bagimliligina son verilebilmektedir. Ayrica modifiye edilmis elektrot
yiizeylerine enzim immobilizasyonu yapilarak enzim elektrotlarin olusturulmasi
ile de hazirlanan yeni elektrotlar biyolojik tiirlerin tayininde yiiksek hassasiyet ve

secicilikte kullanilabilmektedir.
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1.5.2. Biyosensorlerin siniflandirilmasi

Biyosensorlerin siniflandirilmast bir¢ok sekilde yapilmakta ancak en
yaygin siniflandirma elektrodun analit ile etkilesmesi sonucu gergeklesen
fizikokimyasal sinyali elektrik sinyaline doniistiirerek, bu sinyalin giiclenerek
okunabilir ve kaydedilebilir bir sekle girmesine onciiliik eden doniistiiriictilerin
tiirlerine gore yapilan siniflandirmadir (Chaubey ve Malhotra 2002, Cubuk 2007,
Yilmaz 2012). Buna gore biyosensorler; (1) Piezoelektrik biyosensorler, (I11) Optik
biyosensorler, (I11) Kalorimetrik biyosensorler, (IV) Iyon duyarli (ISFET)
biyosensorler ve (V) Elektrokimyasal biyosensorler olmak  iizere
siniflandirilabilirler (Vural 2009).

> Piezoelektrik biyosensorler

Bir elektriksel polarizasyonun varligini veya mevcut bir polarizasyondaki
degisikligi kullanan piezoelektrik sensorler; karakteristik rezonans frekansindaki
farklanmay1 belirleyerek bir piezoelektrik kristal yiizeyinde toplanan Ornegin
kiitlesinin Ol¢lilmesi esasina gore calisan gravimetrik aygitlardir. Piezoelektrik
sensorlerde sensor sec¢imliligi, kristal yiizeyindeki madde ile spesifik bir
etkilesime sahip analitin birikimiyle ilgilidir. Sensor yilizeyinde bir madde
adsorblandig1 veya biriktigi zaman maddelerin substratlara baglanmasindan dolay1
meydana gelen kiitle degisimlerinin, piezoelektrik kuartz diskin vibrasyonunda
sebep olduklar1 farklanmadan yararlanilarak madde miktarina ulasilir (Gerard ve

ark 2002, Cubuk 2007, Emre 2007).

» Optik biyosensorler

Biyolojik  reaksiyon sonucunda olusan liiminesans, floresans,
kolorimetrik veya diger optik sinyallerin dlciilmesi ilkesine dayanan ve etkilesim
sonucu meydana gelen kimyasal ya da fizikokimyasal bir degisimin Ol¢limiinii
esas alan optik biyosensoérler; iletici sistem olarak kullanilan optik lifler iizerine
bir biyomolekiiliin uygun bir yontemle immobilize edilmesiyle hazirlanan
aygitlardir. Optik algilama yontemleri genellikle birden ¢ok analitin ayni anda

incelenmesini gerektiren biyosensorlerde kullanilir (Cubuk 2007, Yilmaz 2012).

22



Cok hassas olmalarina ragmen bulanik ortamlarda kullanilamiyor olmalar1 bu tip

biyosensorler i¢in bir dezavantajdir (Chaubey ve Malhotra 2002, Yilmaz 2012).
» Kalorimetrik biyosensorler

Biyolojik tepkimelerin temel 6zelliklerinden biri olan 1s1nin absorpsiyonu
veya tretimi ilkesine dayanan, enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden
yararlanarak substrat konsantrasyonunu belirlemeyi temel alan kalorimetrik
biyosensorler; termal enzim sensorleri, enzim termistdrleri ya da entalpimetrik
enzim sensorleri gibi degisik isimlerle tanimlanabilmektedir. Kalorimetrik
biyosensorlerde, analit ve uygun enzim arasindaki enzimatik ekzotermik
reaksiyon sonucunda a¢iga c¢ikan 1s1 ile substrat konsantrasyonu arasindaki
dogrusal iligkiden sonuca ulasilir. Bu tip biyosensorlerde karsilasilan en biyiik
sorun ortamin sicakliginin degismesidir (Vural 2009, Yilmaz 2012).

> Iyon duyarh (ISFET) biyosensorler

pH ve iyonlarin derisimlerinin bir referans elektrot varliginda, akima
kars1 6l¢timiiniin esas oldugu enzim sensorlerdir. Genel olarak, metal oksit yar1
iletken alan etki transistorleri (MOSFET) ya da iyon duyarli alan etki
transistorlerinin (ISFET) kullanildig1 bu tiir enzim sensorleri, enzim ile alan etki
transistorlerin (FET) birlikte kullanimindan (ENFET) olusabilmektedir. Bunun
yanisira iyon-duyarli alan etki transistorii, sensor elektrodun analite karsi segici
gecirgen bir polimer tabakasi ile kaplanmasiyla da elde edilebilir (Evtugyn ve ark
1998, Thévenot ve ark 2001, Gerard ve ark 2002, Emre 2007, Vural 2009, Yilmaz
2012). Iyonlarin yari-iletken ile etkilestiginde yiizeyin elektriksel potansiyelinin

degismesi ve potansiyeldeki bu degisimin 6lciilmesi esasina dayanir.

» Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal  biyosensorler;  biyolojik  tanima  proseslerinin
spesifikligini elektrokimyasal tekniklerin avantajlar1 ile birlestiren cihazlardir.
Hedefi analit konsantrasyonu ile orantili olarak elektrik sinyali iiretmek olan bu
tip sensorlerde biyolojik tanima olayin1 amperometrik veya potansiyometrik
olarak kantitatif bir cevaba doniistiiren biyospesifik bir madde uygun bir elektrot

ylizeyine immobilize edilir. Boylesi biyomalzeme-elektrot kombinasyonlart ile
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birgok zorlu problemin ¢6ziimii i¢in yeni ve gii¢lii analitik yoOntemler
getirilmektedir (Kilig¢ 2011). Biyoetkilesim esnasinda gergeklesen reaksiyonda,
elektrokimyasal olarak olgiilebilir diizeyde akim, yiik, potansiyel ve elektrotlar
arasindaki ortamin iletkenliginde degisimleri meydana gelebilir. Bu degisimler ise

elektrokimyasal bir detektor ile 6l¢iiliir (Grieshaber ve ark 2008).

Bulanik ortamlarda ¢alisma imkani sunmasi, kolay minyatiirize edilebilir
olasi, hizli yanit vermesi, enstiirimental olarak hassas olmasi, kolay kullanilabilir
ve diisiik maliyetli olmasindan dolayr bu tip sensdrler en yaygin kullanilan
biyosensor sinifini olusturmaktadir. Ayrica Elektrokimyasal biyosensorler 6l¢iilen
elektriksel parametreye gore (a) kondiiktometrik, (b) amperometrik, (c)
potansiyometrik olarak siniflandirilabilir (Yeni 2009, Ozdemir 2010, Bas 2011).

A. Kondiiktometrik elektrokimyasal biyosensorler:

Kondiiktometri esasli elektrokimyasal biyosensorler, biyokimyasal
reaksiyon nedeniyle Ornek c¢ozeltideki veya ortamdaki iyonik tiirlerin
konsantrasyonundaki degisime bagli olarak meydana gelen elektriksel
iletkenlikteki degisimi tespit etmekte kullanilmaktadir (Skoog ve ark 2007). Bu
tip elektrokimyasal biyosensorlerde Olciilen parametre ¢ozeltinin elektriksel
direncidir. Diger elektrokimyasal yontemlerle karsilastirildiginda teknigin en
biiyiilk dezavantaji duyarliliginin digerlerine gore diisiik olmasidir. Bu problemi
gidermek i¢in son zamanlarda biyolojik sensor fonksiyonlar1 gosteren, iyon

kanalli iletken immiinosensorler tanimlanmistir (Eren 2008).

B. Potansivometrik elektrokimyasal biyosensorler:

Potansiyometrik elektrokimyasal biyosensorler ihmal edilebilir akim
altinda, elektrokimyasal hiicredeki potansiyelin 6l¢iilmesi esasina dayanir. Denge
kosullarinda ¢alisirlar ve elektrot yiizeyindeki segici baglanma ile olusan yiik
yigimini tayin ederler (Yilmaz 2012). Bu tip sensorlerin ¢aligma prensibi yari
gecirgen bir membranla ayrilmis referans elektrot ve calisma elektrodu ile
olusturulan ve bu iki elektrot arasinda 6nemli bir akim akisinin olmadigi bir
biyokimyasal reaksiyon ortamindaki potansiyel degisimin izlenmesi sonucunda
olgiim ortamindaki tiirlerin nicel analizine dayanmaktadir .Olgiim ortamindaki

caligma elektrodu ile ayn1 ortamda bulunan referans elektrot arasinda olusan
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potansiyel degeri ile analizi yapilacak tiiriin konsantrasyonu arasinda Nernst

esitligine (Esitlik 1.1.) uyan logaritmik bir iligki vardir.

E=g0+ Ry [a]
nF

Esitlik 1.1.

E = Calisma elektrodu potansiyeli

E° = Standart elektrot potansiyeli

R = Ideal gaz sabiti, 8,314 J.mol1.K™!

T = Mutlak sicaklik, Kelvin ( 0°C i¢in 273,15°K)
F = Faraday sabiti = (96486 J.volt™?)

a= Tanimlanan iyonun aktivitesi

n = Alian-verilen elektron sayist veya membrandaki aktif iyon yiikiidiir (Vural

2009).

Potansiyometrik biyosensorlerde kullanilan temel sensorler; pH ya da tek
degerlikli iyonlara duyarli cam elektrotlar, anyonlara, katyonlara duyarli iyon
secimli elektrotlar, karbondioksit veya amonyaga yonelik gaz duyarh
elektrotlardan olusmaktadir. Iyon aktivitesindeki degisiklige cevap veren iyon
se¢imli elektrotlar olarak tanimlanan potansiyometrik sensorler ile Na*, K*, Ca?*,
H* veya NH4* gibi iyonlarin tayini; uygun iyon degistirici membrana iyonlarin
baglanmasiyla elektrot potansiyelinde olusan hassas degisiklikten yola ¢ikarak

gergeklestirilmektedir.
C. Amperometrik elektrokimyasal biyosensarler:

Amperometrik biyosensorlerin ¢alisma prensibi bir ¢aligma elektrodu ile
bir referans elektrot arasina denge potansiyelinden farkli sabit bir potansiyel
uygulandiginda, olusan elektrokimyasal reaksiyon sirasinda, tiirlerin indirgenme
veya yiikseltgenmesiyle olusan akim degisikliklerinin Olgiilmesine dayanir.

Amperometrik tekniklerde, Olclilen akim Ornekteki elektroaktif tiirlerin
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konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Indirgenme veya yiikseltgenme reaksiyonu
sirasinda uygulanan potansiyelin analit tiirlerine 0zgli olmasi sebebiyle
amperometrik biyosensorler diger tekniklere gore ¢cok daha segicidirler (Chaubey
ve Malhotra 2002).

Amperometrik biyosensoriin yaniti;

» Ol¢lim ortamindan elektrot yiizeyine dogru akan tiiriin kiitle aktarim

(difiizyon) hizina,

> tepkimeye girecek olan maddenin bir kimyasal reaksiyon sonucunda

olustugu durumlarda tepkimenin hizina,

> elektrot reaksiyonunun adsorplanan tiirler tzerinden yiridigi

durumlarda yiizeye tutunma ve yiizeyden koparak 6l¢lim ortamina gegme hizina,

> elektrot ylizeyindeki madde ile elektrot arasindaki yiik aktarimi ya da
elektron aktarim hizina baghdir. Bu ise tepkimeye giren madde tiiriine,

derisimine, elektrot malzemesinin tiiriine ve uygulanan gerilime baghdir.

Giivenilirlilik, diisiik maliyet, klinik, c¢evre ve endiistri alanindaki
uygulamalarda olduk¢a se¢ici olmasit gibi avantajlara sahip oldugundan

amperometrik biyosensorler, diger tip sensorlere gore one ¢ikmaktadir.

1.5.3. Biyosensorlerin Performansim Etkileyen Faktorler

Hazirlanan biyosensorii karakterize eden, onun calisma niteliklerini ve
verimini belirleyerek hedeflenen amaclar ¢ergcevesinde kullanilir olup olmadigina
karar verebilmemizi saglayan performans faktorleri vardir. Bunlar; kararlilik,
duyarlilik, segicilik, yanit siiresi, tekrarlanabilirlik, dogrusal calisma araligir ve

gozlenebilme sinir1, kullanim 6mrii, biyouyumluluk, maliyet, taginabilirliktir.
» Duyarhhk

Olgiim ortamina eklenen analitin derisimde meydana getirdigi bir birim
farklanma i¢in biyosensor sinyalinin zamanla degisimi olarak tanimlanmaktadir.
Duyarlilik, analizi yapilacak maddenin belli konsantrasyonlardaki ¢6zeltilerini

iceren bir dizi standart ¢ozelti ile yapilan Olglimler sonucu kalibrasyon grafigi
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cizilerek kolaylikla belirlenebilmektedir. Biyosensor duyarlili§inin bir 6l¢iisii olan
kalibrasyon grafigindeki dogrunun egim degeri arttikga duyarlilikta da bir artig
meydana gelmekte ve analiz ortamina eklenen maddenin olusturdugu kiigiik bir
konsantrasyon degisimine dahi cevap alinabilmektedir. Ayni analit derisime
karsilik ne kadar biiyilk yamit elde edilirse duyarliligin o kadar iyi oldugu

sOylenebilmektedir.
» Dogrusal calisma arahg: ve gozlenebilme sinir1

Biyosensoriin klinik analizler gibi gercek drneklerde kullanilabilmesi i¢in
gerekli olan en 6nemli 6zelliklerinden biri ilgili maddenin kantitatif tayininden
sorumlu olan dogrusalligidir. Bunun igin biyosensorler ile yapilan galismalarda,
dogru dlgtim alinabilmesi amaciyla 6l¢iim ortamina ilave edilen analitin degisen
konsantrasyonuna bagli olarak elde edilen sinyal degerlerinin dogrusal olarak
degisim gosterdigi linecer bolgeyi tamimlamak gerekmektedir. Kalibrasyon
grafiginde substrat derisimi ile sensor yaniti arasindaki iligkinin lineer oldugu
bolge “dogrusal calisma araligi” ve bu dogrusal grafi§in en alt siniri
“gbzlenebilme smir1” olarak tanimlanmaktadir. Dogrusal calisma aralifi ve
gozlenebilme siir1 tayin edilecek hedef maddenin analiz ortamindaki diizeyinden
ve girisim yapabilecek diger maddelerle birlikteliginden Onemli dlgiide
etkilenmektedir. Bunlarin yam sira ortamin pH degeri, sicaklik, girisim yapici
tiirler, kullanilan tampon ¢ozeltinin tiirii ve tampon ¢ozeltinin derisimi biyosensor
cevabmna etki ederek dogrusal c¢alisma araligt ve gozlenebilme sinirim

degistirebilen diger parametrelerdir.
» Tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

Biyosensorlerle  yapilan  ¢alismalarda tekrarlanabilirlik  mutlaka
incelenmesi gereken bir parametredir. Tekrarlanabilirlik denemelerinin en basiti,
ayn1 kosullar altinda, aymi substrat ile arka arkaya Olclimler alarak
yapilmaktadir. Elde edilen degerlerden standart sapma ve korelasyon katsayilari
hesaplanmaktadir.  Tekrarlanabilirlik ne kadar 1yi olursa biyosensor
uygulamalarinin da o denli iyi oldugundan s6z edilebilmektedir. Tekrar
tretilebilirlik ise, aym1 prosediir ile hazirlanan farkli biyosensdrlerin aym

biyomolekiil i¢in verdigi cevaplarin birbiri arasindaki uyumunu agiklamaktadir.
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Biyosensor hazirlama prosediiriiniin giivenilirligini gostermek amaciyla tekrar
retilebilirligi mutlaka c¢alismak gerekmektedir (Buerk ve Taraves 1993,
Telefoncu 1999, Thévenot ve ark 2001).

> Kararhhk

Bir elektrodun diger faktorlerde yeterli kosullar saglandiktan sonra pratik
olarak kullanilabilirliginin bir gostergesi olan kararlilik, ayn1 materyallerle kag
kez analiz yapilabileceginin bir 6l¢iisii olan biyosensor 6mrii hakkinda da fikir
vermektedir. Ayni sensor ile ¢ok sayida 6lglim yapilabilmesi, is giicii ve maliyet
acisindan ¢ok Onemli avantajlar saglamaktadir. Biyosensorlerin dmrii, onlarin

saklanma ve ¢alisma kosullarina baglhidir.
» Secicilik

Biyosensoriin kompleks bir matriks icerisinde tek basina analitik bir
Olglim cihaz1 olarak kullanilabilmesini saglayan segicilik biyosensoriin hedef
analite karst duyarli olmasi ve 6l¢iim ortaminda olabilecek diger maddelerden
etkilenmemesi olarak ifade edilmektedir. Bir reaksiyon ortaminda analizlenecek
hedef analitin yaninda buna girisim yapabilecek analit ya da analitlerin bulunmasi
durumunda, hedef analite iliskin tayin araligi da segicilik tizerinde bilyiikk 6nem
tasimaktadir. SOyle ki; oldukg¢a diisiik konsantrasyonlara inilebilen bir tayin
araliginda, ornekteki hedef analitin 6nemli 6l¢lide seyreltilerek tayinine olanak
varsa, girisim yapacak maddenin konsantrasyonunun bu islemler sonucunda tayin
siirlart disina ¢ikarilmasi miimkiin olabilmekte ve bu durum segicilige 6nemli bir

katki saglamaktadir.
» Yanit siiresi

Elektrot materyaline, destek maddesinin cinsine, biyomolekiiliin
yapisina, analitin biyomolekiile olan ilgisine ve analitin elektrot yilizeyindeki
redoks potansiyeline bagl olarak degisim gosteren ve biyosensorler igin onemli
bir performans parametresi olan, o6l¢iim ortamina analitin ilave edilmesi ile
meydana gelen sinyal degisiminin tekrar kararli hal degerine ulastigi zaman

aralig1 olarak tanimlanan biyosensoriin yanit siiresi;

% Substratin analiz ortamindan zar ylizeyine difiizlenme hizina,
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¢ Substratin zar i¢ine ne kadar hizli difiizlendigine ve biyokatalizoriin aktif

merkezi ile ne kadar gabuk tepkime verdigine,

% Olusan {riliniin Ol¢iildiigi yer olan sensor ylizeyine ne kadar hizli

difiizlendigine bagl olarak degismektedir.

Cozeltinin karistirma hizi, substrat derisimi, optimum pH, sicaklik,
sensOr yiizeyinde veya biyoaktif tabaka yiizeyinde herhangi bir zarin kullanilip
kullanilmadig1 ve kullaniliyorsa bu zarin niteligi yanit siiresini etkileyen baslica
unsurlardir. Bunlardan optimum pH degerine yakinlasma, karistirma hizinin artisi
yanit siiresini kisaltirken, substrat derisimindeki artis yanit siiresinin uzamasina
neden olmaktadir. Sicaklik ise difiizyonu olumlu yonde etkileyerek cevap
stiresinin  kisalmasina sebep olmaktadir. Girisim yapan iyonlar, bir Nernst
potansiyel farki olugmasi i¢in tasinmasi gereken iyonlarin aktif elektrot yiizeyine
ulagmalarin1 geciktirerek cevap zamanini etkilemektedir. Bir biyosensoriin yanit
stresi elde edilen akim-zaman egrilerinden anlasilabilir. Elde edilen egride
basamaklarin sekli yayvan ve genigse cevap zamani uzun (yavas), tersi s6z konusu

ise cevap zamani kisa (hizli)'dir.
> Raf omrii

Hazirlanan biyosensorler ile yapilan dl¢iimler sonucunda biyomolekiiliin
aktivitesindeki degisimin bir Ol¢iisii olarak tanimlanan kullanim omrii; yapilan
Olgim sayisina ve Olglilen analitin = derisimine bagli olarak degisim
gosterebilmektedir. Kullanilmadan ideal Kkosullarda saklandigindaki omrii ile
stirekli ¢alisma kosullarindaki 6mrii farkli olacagindan kullanma 6mrii; hazirlanan
sensoriin saklama ve ¢alisma kosullar agisindan iki durumda da incelenmelidir.
Bu amagla, hazirlanan bir biyosensor ile rutin uygulamalara ge¢gmeden Once,
operasyonel ve depolama kararliliklarinin  spesifik olarak belirlenmesi
gerekmektedir. Ayrica hazirlanan biyosensorler, yapilarindaki biyolojik aktif
maddelerin fonksiyon kaybinin onlenmesi i¢in buzdolabinda saklanmalidirlar

(Buerk ve Taraves 1993, Telefoncu 1999, Thévenot ve ark 2001).
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> Biyouyumluluk

Hastalik tedavisi veya biyosensoriin insan viicuduna uzun siireli
implantasyonlar1 gibi tibbi uygulamalarda kullanilacak biyosensorlerde kullanilan
malzemelerin ve viicut sivilariin kimyasal etkilesimi ve bu etkilesimin fizyolojik
sonuglarin viicuda zarar verip vermediginin bir Olglisii olarak tanimlanan

biyouyumluluk énemli bir performans faktoriidiir.
> Maliyet

Biyosensorlerin performansini etkileyen diger bir faktdr olan maliyet
biyosensoriin hazirlanmasina dair giderler ile s6z konusu biyosensdrle yapilan bir
analize ait giderlerin toplami olarak tanimlanmaktadir. Hazirlanan biyosensdriin
operasyonel kararliliginin iyi olmasi hazirlanan sensor ile ¢ok sayida analizin
yapilabilmesine olanak saglayarak hazirlik giderlerinden analiz basina diisen pay1

azaltir ve dolayisiyla maliyeti diistirtir.
» Tasmabilirlik

Ozellikle ¢evre ve savunma sektorlerinde kullanilacak bir biyosensér icin
taginabilir olmast Onem tasimaktadir. Biyosensorler tasinabilirligin yani sira
kullanim kolaylig1 olarak ifade edilen basitlik niteligine de sahipse daha yaygin
kullanim alani bulmaktadir. Ancak; pratik kullanim amaciyla basitlestirilmis
sistemler cogu zaman karisik sistemlere gore hassas olamamaktadir. Bu nedenle
bu sistemler acil durumlarda fikir edinebilmek amaciyla ya da diger tiirden bir

analizin miimkiin olmadig1 durumlarda kullanilmaktadir.

1.5.4. Biyosensorlerin Uygulama Alanlar:

Giintimiizde 180’den fazla madde i¢in hazirlanabilir olmasina ragmen
sadece 25 kadar1 ticari olarak iiretilebilen biyosensorler tip, tarim, gida, eczacilik,
cevre kirliligi, savunma sektorlerinde oldugu gibi otomasyon, kalite kontrol,
durum tespiti ve enerji saklanmasi gibi birgok endiistriyel alanda da genis bir
uygulama alan1 bulmaktadir. Biyosensorlerin uygulama alanlarinin bazilar

asagida verilmistir:

» Klinik diyagnostik, biyomedikal sektor
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» Biyoteknolojide proses kontrolii

» Tarla tarimi, bag-bahge tarimi ve veterinerlik
» Bakteriyel ve viral diyagnostik

> llac analizi

» Endistriyel atik su kontrolii

» Cevre koruma ve kirlilik kontrolii

» Askeri uygulamalar

» Maden isletmelerinde toksik gaz analizleri

1.6. Analitik Yontemlerin Degerlendirilmesi

Analitik yontemin se¢imi ve degerlendirmesi, yontemin uygulanmasindaki
onemli basamaklardir. Gelistirilmis bir yontem rutin uygulamaya girmeden once,
mevcut laboratuvar sartlarinda ¢alismaya uygunlugunun ve performansinin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Analitik yontemlerin degerlendirilmesinde bes

onemli nokta vardir ve basarili bir yontem kiyaslamasi i¢in bunlara uyulmalidir.
1) Tim islemlerde klinik perspektifin uygulanmasi,
2) Analitik hedeflerin belirlenmesi,
3) Gerekli verilerin toplanarak, dogru deneylerin tasarlanip yapilmasi
4) Uygun istatistikler kullanilarak hatalarin dogru hesaplanmasi,
5) Yontem konusunda tarafsiz kararlarin verilmesi (Giin 2014)

Degerlendirmede  istatistiksel —parametrelerden  yararlanilir, ancak
istatistiksel veriler tek basmma yontemin kabulii i¢in yeterli degildir. Ydntem
degerlendirilirken gdzoniinde bulundurulmas: gereken bir baska husus da
laboratuvar maliyetidir. Buna ragmen ihtiya¢ yeni yontem se¢iminde ilk basamagi
olusturur ve maliyete gore ¢ok daha etkindir. Numune miktari, tipi, sonu¢ verme

stiresi, testlerin maliyeti, yeterli personel durumu ve personelin becerisi, kalite

31



kontrol, atiklar, giivenlik gibi pratik gereklilikler gozden gegirildikten sonra

analitik performans degerlendirilmesine gegilebilir.

1.6.1. Analitik performans parametreleri

Gelistirilen yontemin kabul edilip edilemeyecegine; dogrulugu, analitik
Olgim araligi, gerikazanim degeri, duyarliligi, spesifikligi, analitik O6l¢iim
limitleri, tayin siniri, girisim etkisi, tekrarlanabilirligi gibi analitik performans

parametrelerini kapsayan deneyler yapilarak karar verilir.

1.6.2. Performans standartlari

Gelistirilen yontemin tarafsiz olarak degerlendirilebilmesi i¢in performans
standartlarinin belirlenmesi gerekmektedir. Gelistirilen yontemin gecerliligi bu
standartlara uygunluguna gore degerlendirilmektedir. Tam olarak belirlenmis bir
standart olmamas1 nedeniyle performans hedefleri, hem laboratuvarlar arasi hem
de ayni laboratuvarda uygulamadan uygulamaya farklilik gdsterebilmektedir.
Cesitli analitler icin analitik performans standartlarinin yer aldig: ¢esitli klavuzlar
yayimmlanmigtir (Barnett 1968, Skendzel ve ark 1985, Fraser ve ark 1997).
Biyokimyasal analizler i¢in gelistirilen yontemin performas standartlarinin
degerlendirilmesinde, cesitli  analitlerin ~ laboratuvar  performanslarini
degerlendirmede kullanilabilecek limitlerin yer aldigi CLIA (Clinical Laboratory
Improvement Amendments) tarafindan yayimlanmis klavuz kullanilmaktadir
(Jung ve ark 2006). Performans standartlar1 belirlendikten sonra aday yontem
secilir ve degerlendirme icin gerekli deneyler yapilarak veriler toplanir (Giin
2014).

1.6.3. Yontem degerlendirme deneylerinin basamaklari
e Prosediiriin degerlendirilmesi i¢in protokol hazirlanir.
¢ Prosediiriin uygulanmasi sirasinda elde edilen tiim veriler raporlanir.

e Yiiksek derisimde analit iceren kontrol materyali ya da plazma/serum
havuzu uygun diluent ile seyreltilir. Olgiilen degerler grafige aktarilir ve analitik

aralik belirlenir.
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¢ Uygulanan yonteminin kesinlik ¢alismasi yapilir. Tibbi karar diizeyine
yakin Kkonsantrasyonda analit kullanilarak ve gerekli protokollere uyularak

yontemin kesinligi saptanir.

e Yontem karsilastirma ve geri kazanim deneyleri uygulanarak yontemin
dogrulugu test edilir. Bilimsel olarak en gegerli olan test, aday yontemin referans
yontem ile kiyaslanmasidir. Geri kazanim deneyleri; konsantrasyonu bilinen bir
numunenin iizerine belirli miktarda analit eklenerek yapilir ve % geri kazanim

hesaplanir. Bu sonug orantisal sistematik hatay verir.

e Yeni gelistirilen yontemin duyarliligi kalibrasyon egrisinin egiminden

faydalanilarak hesaplanir.
e Yontemin limitleri belirlenir.
¢ Girisim deneyleri yapilarak yontemin segiciligi saptanir.

e Referans aralik belirlenir.

1.6.4. Yontem kabul edilebilirliginin degerlendirilmesi

e Performans degerlendirme deneyleri ile belirlenen hatalar analitik hedef

olarak belirlenmis hatalarla kiyaslanir.

e Hesaplanan toplam hata izin verilen toplam hatadan daha diisiik olmak

zorundadir.

e Analitik parametrelerden biri ya da daha fazlasi i¢in izin verilen hata
toplam hatadan biiylikse kabul edilmemeli ve iyilestirme ¢aligmalari

yapilmalidir.

1.7. Metot Validasyonu

CLSI’ya gore (Clinical and Laboratory Standards Institute) validasyon bir
islem, stireg, sistem, donanim ya da yontemin dogru ve kesin olarak siirekli bir
sekilde bekleneni gergeklestirdigini ve kullanim amacini karsiladigimi kanitlama

eylemi veya siireci olarak tanimlanmaktadir.
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1.7.1. Dogruluk

Dogruluk; bir analitin 6l¢iilen diizeyinin gerg¢ek degerine olan yakinligini
ifade eder (Ellison ve ark 2000). Dogrulugun gdstergesi olan hata (bias) ise
Olgiilen deger ile gercek deger arasindaki fark olarak tanimlanir (Ellison ve ark
2000). Preanalitik, analitik ve postanalitik olmak {izere hatalar {ige ayrilmaktadir
(Westgard 2008). Preanalitik hatalar, 6rnek alimindan 6nce yapilan, (yanls test
istenmesi, hasta ile ilgili ¢evresel ve fiziksel faktorler), numune alimi esnasinda
yapilan (1slak ve/veya kirli malzeme kullanilmasi, inflizyon yapilan ekstremiteden
ornek alinmasi, tam kan, serum, plazma cinsinden uygun numune alinamamasi ve
ac¢ karnina alinmasi gereken numunelerin yeterli aclik saglanmadan alinmasi) ve
orneklerin laboratuvara ulastirilmasinda yapilan hatalar1 (bekletilmis numunenin
gonderilmesi, yanhs etiketleme) kapsamaktadir. Analitik hatalar; biiyiik,
sistematik ve rastgele hatalar olmak iizere tice ayrilmaktadir (Westgard 2008).
Kullanilan prosediiriiniin hatali olmasi, yanlis deney planlama ve hesaplama
biliylik hatalar1 olusturur. Deney tekrarlanmali ya da sonuglar iptal edilmelidir
(Ellison ve ark 2000). Analiz sonucunu sabit ve belirli diizeyde degistiren, nedeni
bilinen ve Olciilebilen kesin degerlere sahip hatalar sistematik hatalardir ve bu tiir
hatalar sabit ve oransal olmak tiizere iki tiptir (Westgard 2008). Sabit hata
kaynaklarin1 genellikle girisimler olusturur, bunun yani sira yanhis kor (blank)
hazirlama da sabit hataya neden olabilmektedir. Oransal hata kaynaklarini,
kalibrator degerinin dogru olmamasi ve analitin bir kisminin yan {riinlere
donlismesi olusturur. Sabit hatalar girisim (interferans) ¢alismalariyla, oransal
hatalar ise recovery (geri elde) calismalariyla saptanmaktadir (Ellison ve ark
2000). Diizeltilemeyen ve kontrol edilemeyen bir¢ok degiskene bagli olan hatalar
ise rastgele hatalar olarak adlandirilir. Ortamin sicakligindaki degisim, cihazin
kararsizlig1, ayirag ve kalibrator degisimleri, pipetleme hatalari, zamanlama ve
karistirma islemlerindeki degisiklikler, ¢alisanlarin degismesi rastgele hatanin
kaynagimi olusturmaktadir. Rastgele hata; tekrarlanabilirlik deneyleri ile
saptanabilmektedir (Westgard 2008). Post analitik hatalar ise sonuglarin
raporlanmas1 ve degerlendirilmesi agsamasinda yapilan hatalar1 kapsamaktadir.
Toplam hata; sistematik hata ve rastgele hatalarin toplamindan olusmaktadir

(Tietz 1992, Jung ve ark 2006). Toplam izin verilen hata ise (Total Allowable
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Eror, TEa), testin klinik yararini ortadan kaldiramayacak biiyiikliikteki hata olarak
tanimlanmaktadir (Westgard 2008).

Dogruluk; geri elde, girisim ¢alismalart ve yontem Kkarsilagtirma ile

belirlenir.

1.7.2. Analitik aralik (Linearite)

Linearite; yontemin Ornekte higbir modifikasyon olmaksizin 6lgebildigi
konsantrasyon araligidir. Linearitenin smirlari kalibrasyon egrisi ¢izilerek
belirlenir. Bir yontemin linearitesi diliisyon islemi yapilmaksizin beklenen degerin
% 95-99’unu 6lgebilmelidir. CLIA 88’¢ gore yontemin linearitesi rapor edilebilir

aralik olarak da tanimlanmaktadir (Tietz 1992, Jung ve ark 2006).
CLSI EP6-A protokoliine gore Linearite ¢alismast;
* Protokol en az 5 6rnegin ¢ift ¢calisilmasini kabul eder

* Lineer aralig1 belirlemek i¢in 9-11 diizey ve her 6rnegin 2 veya 4 tekrarh
calismasi onerilmektedir (ilk ¢alisma igin lineer araligi beklenenden %20-30 daha

genis tutmak gerekir).

* Modifiye yontem veya laboratuvar i¢i kurulan yontemi (in-house)

dogrulamak i¢in 7-9 nokta ve her diizeyde 2 veya 3 tekrar ¢aligma onerilmektedir.

* Laboratuvarda lineer araligin gecerliliginin kanitlanmasi i¢in 5-7 6rnek
ve her diizeyde 2 tekrar ¢alisma Onerilmektedir (Westgard 2008). Linear aralik
belirlenmesinde minimum analitik konsantrasyonu veya lineer araligin en alt
sinir1, ¢esitli tibbi karar sinirlar1 ve maksimum analitik konsantrasyon veya linear

araligin st sinir1 konsantrasyonlarini igermesi 6nemlidir.

1.7.3. Analitik 6l¢iim limitleri

> Limit of blank (LOB)

Kor okumalarinin belli bir olasilikla karsilasilabilecek en yiliksek deger

olarak tanimlanan LOB reaktif ve analit disindaki 6rnek bilesenlerinin 6l¢timiidiir

35



(Westgard 2008). Toplam hatay1 etkilemesi nedeniyle kor Olgiimlerinin diizeyi
bilinmelidir. Daha dogru ve kesin 6l¢iim yapmanin miimkiin olabilmesi i¢in kor

Ol¢tim diizeyinin diisiik olmasi istenmektedir (Tietz 1992, Jung ve ark 2006).

LOB c¢alismalarinda ¢oziicii on islemlerden gecirilerek standartlarla

birlikte 20 defa okutularak analitin degeri hesaplanir.
» Kor 6rnegi ve diisiik seviye analit iceren 6rnek alinir.
* 60 tekrar olacak sekilde 5 giin 6l¢iim yapilir.
* LOB=Mean (blank) + 1.65S (blank)
* LOD=LOB+ 1.65S (diisiik seviye)

* LOQ= Bias (diislik seviye)+ 2S (diisiikk seviye) oldugu ilk nokta olarak

hesaplanir.

> Limit of dedection (LOD)

Belirli bir olasilikla saptanabilen en diisiikk analit miktar1 olarak
tanimlanmaktadir (Tietz 1992, Jung ve ark 2006). Sinyal/giiriiltii oraninin 3

oldugu konsantrasyon degeri tayin sinir1 olarak belirlenir.

» Limit of quantitation (LOQ)

Belli bir kesinlik ve dogruluk degerinde kantitatif olarak Olgiilebilen en
kii¢iik analit miktaridir (Tietz 1992, Jung ve ark 2006). Sinyal/giiriiltii oraninin 10

oldugu konsantrasyon degeri kantitatif tayin limiti olarak belirlenir.

1.7.4. Tekrarlanabilirlik

Bir analitik yontem uygulanarak tek bir Ornegin ard arda analiz
sonuglarin1 ayn1 olarak analiz edebilme giicii, yontemin kesinligini verir. Rastgele

hatayi belirlemek amaciyla kullanilmaktadir (Tietz 1992, Jung ve ark 2006).
CLSI EP5-A protokoliine gore kesinlik ¢aligmast;

* Matriks klinik hasta 6rneklerine uygun olmalidir.
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» Iki konsantrasyon dnerilmektedir ancak daha fazlada kullanilabilir.

* Cihazin dl¢lim araliginin biiyiik ¢ogunlugunu kapsayan konsantrasyonlar

sec¢ilmelidir.

* Eger ikiden fazla konsantrasyon kullanilacaksa tibbi karar

konsantrasyonuna yakin degerler secilmelidir.

* 20 calisma giinii ve gilinliik iki g¢alisma yapilmasi Onerilmektedir

(Westgard 2008).

1.7.5. Geri kazanim

Bir analitik yontemin konsantrasyonu bilinen miktarda eklenen analiti
dogru olarak 6lgme kapasitesi olarak tanimlanan geri kazanim ¢alismalari ile bir
yontemin dogrulugu hakkinda en gergekei bilgi elde edilmis olur. Ciinkii igerigi
bilinen 6rnegin matriksinde bulunan tiim bilesiklerin varliginda, analiti ne derece

olgtiigiinii gosteririr (Tietz 1992, Jung ve ark 2006).

Kalibrasyon grafigi ¢izildikten sonra;
1. Tiipe 900 pl plazma havuzundan alinip, 100 pl distile su eklenir.
2. Tiipe 20 uM’lik standarttan 100 ul alinip, 900 ul serum havuzundan eklenir
3. Tiipe 10 uM’lik standarttan 100 pl alinip, 900 pl serum havuzundan eklenir
4. Tiipe 5 uM’lik standarttan 100 pl alinip, 900 pl serum havuzundan eklenir.

On islemler tamamlanarak okutulur ve eklenen standartlara gére %R degerleri

hesaplanir.

1.7.6. Girisim (Interferans)

Analitten bagka bir bilesigin etkisi ile veya Ornegin 6zelligi nedeniyle,
Olgiilen analit konsantrasyonunda klinik olarak anlamli bir biasin olusumudur

(Tietz 1992, Jung ve ark 2006, Burtis ve ark 2012).
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1.7.7. Referans aralik dogrulama

CLSI’ya gore gegerliligi kabul edilen yontemin referans araligi temel
alinarak yeni yontemle karsilastirmak amaciyla 20 saglikli birey numunesinin

analizi yapilmaktadir. %10 undan fazlasi aralik disindaysa red edilmektedir.

1.7.8. Tasima (Carryover)

Otomatize olarak calisan sistemlerde, bir Onceki numuneden sonraki
numuneye aktarim olup olmadigini, eger aktarim oluyorsa bunun kabul
edilebilirligini gostermek icin yapilmaktadir. Bir sonrakinumuneye aktarim olup
olmadigin1 anlamak i¢in yiiksek ve diisiik konsatrasyondaki numuneler belirli bir
diizen i¢inde yerlestirilerek okutulmaktadir. Tasima ¢aligmalarinda numunelerin

diizenleme sekli ;

D1-D2-D3-Y1-Y2-D4-Y3-Y4-D5-D6-D7-D8-Y5-Y6-D9-Y 7-Y8-D10-Y9-Y10-
D11

GRUP 1: D2-D3-D6-D7-D8
GRUP 2: D4-D5-D9-D10-D11

Grup 1; distiklerden sonra gelen diisiik numunelerden olusurken, Grup 2;
yiikseklerden sonra gelen diisitk numuneleri icermektedir. Gruplarin ortalamalari
ve standart sapmalart hesaplanarak grup ortalamalari arasindaki farkin total izin
verilen hatadan kiigiik olmasi durumunda tagima hatasinin olmadigr kabul

edilebilmektedir (Westgard 2008).

1.7.9. Matriks etkisi

Matriks etkisi, standart soliisyon i¢indeki ve plazma gibi biyolojik
matriksteki ayni analitin analizlerinde farkli yanitlar olusturmasi seklinde
tamimlanmaktadir (Chambers ve ark 2007). Matriks etkileri es salinimli matriks
bilesenlerinden kaynakli hedef analitin iyonlagmasini etkileyen iyon supresyon ya
da bazi durumlarda iyon artirma sonucudur. Es zamanli salinan endojen
fosfolipitler ve ve pek c¢ok farkli bilesikten kaynaklanan matriks etkisi ¢ok

degisken olabilir bu nedenle tahmin etmek zordur. Matriks hedef analitin
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iyonizasyonunu etkiler (Chambers ve ark 2007). Iyonizasyon etkileri, ¢ozelti
fazinda ya da gaz fazinda olusabilir. Biyolojik ekstraklarda ESI (Elektro Sprey
Iyonizasyon) ile yapilan ¢alismalar, iyon supresyonunun temel nedenini, ugucu
olmayan ya da daha az ucucu ¢o6ziinenden kaynaklanan sprey damlacigl
Ozelliklerinin degisimi olarak rapor etmislerdir. Ugucu olmayan; endojen
bilesikler, tuzlar, iyon eslestirme ajanlari, ilaglar ve bunlarin metabolitleri
damlacik olusumunu ya da damlacik buharlagsma verimliligini degistirerek gaz

fazinda dedektore ulasan yiiklii iyon miktarimi etkiler (Annesley 2003).

1.7.10. Yontem Karsilastirma

Dogrulugu 6lgmek amaciyla 6rnekler hem referans hem de gelistirilen yeni
yontemde es zamanli olarak ¢alisilir, sonuglar karsilagtirilir ve aralarindaki iliskiyi
belirlemek i¢in regresyon analizi yapilir. Yontem Kkarsilastirma calismalarinda
metotlar arasinda gorsel degerlendirme sacilim grafigi (scatter plot) ve Bland
Altman grafikleri (difference plot) kullanilarak gergeklestirilmektedir. Iki metot
ile elde edilen 6l¢iim sonuglari arasindaki farkin ortalamalarina karsi gosterdigi
sacilim ortalamalar (ger¢ek deger) ve farklar (hata) arasindaki olas1 korelasyonun
degerlendirilmesine  olanak saglagan Bland-Altman uyum grafigi ile
degerlendirilir. Ayrica Bland — Altman grafigi farklarin sistematik olarak sifirdan
farkli olup olmadiginin (yanlilik) ve farklarin ne kadar yaygin oldugunun (rastgele

hata) degerlendirilmesini de saglar.

Klinik caligmalarda, iki metot arasindaki uyumu incelemede kullanilan
yontemlerden bir digeri ise regresyon analizidir. Bu analiz yonteminde ise;
gelistirilen analiz metodu ve referans metot (X ve Y metotlar) ile elde edilen

verilerin bagimsiz oldugu kabul edilir.
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2. GEREC VE YONTEM

S6z konusu tez calismasi, S.U. Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik kurul onayir (no: 2015/10) ile gerceklestirilmistir. 15202021
proje numarast ile S.U. Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatdrliigiince
desteklenmistir. Calismamizda Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Merkez Laboratuvarinda rutin analizleri yapilmis hasta plazma
havuzunun arta kalan kisimlar1 kullanilmistir. Kolorimetrik &lgiimler S.U. Tip
Fakiiltesi Fizyoloji ABD Arastirma Laboratuvarinda, HPLC analizleri S.U. Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya ABD Arastirma Laboratuvarinda , biyosensor tasarimi
Selguk Universitesi Ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinde mevcut

cihazlar ile gerceklestirilmistir.

Calismamizda, MDA’nin mevcut analitik yontemlerle analizlerinde,
yontem performansina bagl smirlhiliklar olmast nedeniyle yeni bir analiz
yonteminin gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amagla, MDA tayinine yonelik
sensor tasariminin yapilmasi ve boylelikle MDA tayininde metot validasyonunun
temelinin olusturulmasi amag¢lanmigtir. Mevcut kolorimetrik metottan ve referans
yontemden modifiye ettigimiz HPLC kromatogramlarindan elde ettigimiz veriler
ile tasarladigimiz elektrokimyasal sensoriin verileri karsilastirilarak yontem
performanslart degerlendirilmistir. Bu diisiincelerden yola ¢ikarak analitik
dogruluk, duyarlilik, tekrarlanabilirlilik, interferans, linearite, geri kazanim gibi
bircok agidan yontem ile yontemlerin performanslarinin degerlendirilmesi
gergeklestirilmistir. Tasarlanan bu sensor ile, rutin laboratuarlarda yapilan ve uzun
siire¢ gerektiren biyokimyasal analiz yontemlerinin yerine ¢ok daha hizli ve
giivenilir olan biyosensorlerin kullaniminin alternatif olarak sunulabilecek olmasi
bakimindan bilime katki saglayacak, kullanilacak nanomateryallerin bu amagla ilk
kez uygulanacak olmasi ile de biyokimya literatiirlinde 6nemli ve Onciil yer

edinecektir.

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler, Kitler ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve Kitler ticari olarak
temin edilmis, 3 ayr1 yontemle MDA tayini yapilmis ve her bir yontem ig¢in

kullanilan kimyasallar ve ¢6zeltilerin hazirlanmasi asagida belirtilmistir.
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2.1.1. Kolorimetrik Calismalarda Kullanmilan Kimyasallar

> Plazma MDA analizleri Cayman marka TBARS ASSAY (katalog no:
10009055, Cayman Chemical Company, Michigan, USA) test Kkiti
kullanilarak gerceklestirildi.

2.1.2. HPLC Cahsmalarinda Kullanilan Kimyasallar
> 1,1,3,3 tetraetoksipropan (Aldrich, >96%; CAS-No: 122-31-6)
> Biitillenmis hidroksitoliien (Aldrich, >99% CAS-No: 128-37-0)
» Potasyum iyodiir (Sigma, >99,5%; CAS-No: 7681-11-0)
» Triklor asetik asit (Merck, > 99,5%; CAS-N0:76-03-9)
» TBARS (Merck, > 99%; CAS-No: 504-17-6)
> n-bitanol (Merck, > 99,0%; CAS-No: 71-36-3)
» Etanol (Merck, >99,9%; CAS-No: 64-17-5)
> Metanol (Merck, >99,8%; CAS-No: 67-56-1)

» Potasyum dihidrojen fosfat (Riedel-deHaén, %98,0-100,5 CAS-No: 7778-
77-0)

> Di potasyum mono hidrojen fosfat (Riedel-deHaén, CAS-No: 7758-11-4)

» Potasyum hidroksit (Merck; >85%; CAS-No: 1310-58-3)

2.1.3. Biyosensor Tasarimi Calismalarinda Kullanilan Kimyasallar
> 1,1,3,3 tetraetoksipropan (Aldrich, >96%; CAS-No: 122-31-6)
> Altin (IIT) kloriir trihidrat (Aldrich, >99,9%; CAS-No: 0016961254)
» Cok duvarli karbon nanotiip (Aldrich, 95%; CAS-No: 308068-56-6)

> Grafen (Aldrich, CAS-No: 799084)
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> Gliserol (Merck, > 99,5%; CAS-No: 56-81-5)

» Siikroz (Sigma-Aldrich, >99,0%; CAS-No: 57-50-1)

> Asetonitril (JT-Baker, min 99,8%; CAS-No: 75-05-8)

> Izopropil alkol (Riedel, 99,9%; CAS-No: 67-63-0)

» Sodyum hidroksit (Merck, > 99,0%; CAS-No: 1310-73-2)
> Borik asit (Merck, 99,5-100,5%; CAS-No: 10043-35-3)
» Orto-fosforik asit (Merck, 85,0%; CAS-No: 7664-38-2)
> Asetik asit (Merck, > 99,8%; CAS-No: 64-19-7)

» Potasyum Kloriir (Sigma, >99,0%; CAS-No: 7447-40-7)
> Hidroklorik asit (Merck, 37,0%; CAS-No: 7647-01-0)
> Siilfiirik asit (Merck, 98,0%; CAS-No: 7664-93-9)

» Tetrabiitilamonyum tetrafloroborat (Sigma-Aldrich, 99,0%; CAS-No: 429-
06-1)

» Gilimiis nitrat (Merck, 99,8-100,5%; CAS-No: 7761-88-8),
> Etanol (Merck, >99,9%; CAS-No: 64-17-5)
> Metanol (Merck, >99,8%; CAS-No: 67-56-1)

» Potasyum dihidrojen fosfat (Riedel-deHaén, %98,0-100,5 CAS-No: 7778-
77-0)

> Di potasyum mono hidrojen fosfat (Riedel-deHaén, CAS-No: 7758-11-4)
> Potasyum hidroksit (Merck; >85%; CAS-No: 1310-58-3)

» pH metrenin kalibrasyonunda pH’1 4,0; 7,0 ve 10,0 olan ticari tampon
cozeltiler (VWR) kullanilmistir.
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2.1.4. Kolorimetrik Calismalarda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kolorimetrik tayin i¢in kullanilan tim ¢dzeltiler kit igeriginde belirtilen
sekilde hazirlanmistir. Test Kiti iceriginde yer alan kimyasal ayraglarin

hazirlanmasi asagida belirtilmistir.

“ TBARS (Item no: 10009199): 2,0 g TBARS kit igeriginde kullanima

hazir halde sunulmustur.

s TBA asetik asit (Item no: 10009200): 40,0 mL TBA-asetik asit
160,0 mL HPLC-grade su ile muamele edilerek hazirlanmistir.

¢ TBA-Sodyum Hidroksit (10x) (Item no: 100009201): 20,0 mL TBA-
NaOH 180,0 mL HPLC-grade su ile muamele edilerek hazirlanmistir.

s TBA-MDA  Standardi (Item no: 100009202): 500,0 uM
konsantrasyonundaki MDA standardi kit iceriginde kullanima hazir halde
sunulmustur. 250,0 uL MDA standard: 750,0 uLL. HPLC-grade su ile diliie
edilerek 125,0 uM konsantrasyonunda stok MDA standardi elde
edilmistir. 7 adet tiip alinarak seri diliisyonlarla 50,0 uM, 25,0 uM,
10,0 uM, 5,0 uM, 2,5 uM, 1,25 uM ve 0,625 uM konsantrasyonlarinda
standartlar hazirlanmistir. 1 adet tiipe sadece HPLC-grade su alinarak

(0,0 uM) blank olarak kullanilmustir.

+» TBA SDS soliisyonu (Item no: 100009203): kit iceriginde kullanima

hazir halde sunulmustur.

% Renk Ayiract: 530,0 mg TBA (Item no: 100009199) 50,0 ml TBA-
asetik asit soliisyonu ile muamele edilmis, ardindan TBA-NaOH ile

karistirilip ¢6zlinmesi saglanmistir.

2.1.5. HPLC Cahsmalarinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Cizelge 2.1.’de hakkinda bilgiler verilen 1,1,3,3, tetraetoksi propan (TEP)
maddesinin HPLC analizlerinde kullanilmak tizere 20,0; 10,0; 5,0; 2,50; 1,25;
0,625; 0,312; 0,156; 0,078; 0,039 ve 0,0195 uM konsantrasyona sahip standart

¢oOzeltileri hazirlanmistir. Standart ¢Ozeltiler hazirlanirken; ana stoktan 1 M’lik
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cozelti elde edilene kadar etanol ile, daha diisiik konsantrasyonlardaki standartlar

icin ise HPLC saflikta su ile diliisyon yapilmistir.

Cizelge 2.1. TEP’in kimyasal 6zellikleri

Maddenin Adi Malonaldehit

Maddenin IUPAC Ad1 1,1,3,3-Tetraetoksipropan
Maddenin Kisa Adi TEP

Maddenin Molekiil Agirhg | 220,31 g-mol ™!

Elde Edilisi Ticari

Maddenin Kapah Formiilii C11H2404

Sinonimleri

Malonaldehit, Bis-(Dietilasetal )

Yogunlugu

0,919 g/cm3

Erime ve Kaynama Noktasi

-90°C ve 220°C

Fiziksel Ozellikleri

Renksiz ve sivi

Maddenin Molekiil Yapisi

H=C CH=
\O .
s
(@] (@)
CH=

Maddenin 2 Boyutlu Yapisi

Maddenin 3 Boyutlu Yapisi
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» HPLC’de mobil faz olarak kullanilmak tizere 0,01 M’lik KoHPO4 (%30
Metanol) ve 0,01 M’lik KH2POs4 (%30 Metanol) tampon c¢ozeltileri
hazirlanarak karistirilmis, 1,0 M’lik hidroklorik asit ve 1,0 M’lik KOH
cozeltileri kullanilarak pH degeri 7,0’ye ayarlanmis hacim saf su ile

litreye tamamlanmustir.

» HPLC’de standartlarin ve numunelerin 6n hazirh@ asamasinda

kullanilmak tizere;

X4

% 0,20’1lik BHT ¢ozeltisi etanolde hazirlanmastir.
+ 10 N’lik NaOH ¢ozeltisi HPLC saflikta su ile hazirlanmustir.

¢ % I'lik KI igeren % 7.2°’lik TCA ¢ozeltisi HPLC saflikta su ile

hazirlanmustir.

¢ % 0,6’lik TBA ¢ozeltisi HPLC saflikta su ile hazirlanmustir.

2.1.6. Biyosensor Cahsmalarinda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

» Britton—Robinson (BR) tampon ¢o6zeltisi hazirlanirken 2,29 mL  saf
asetik asit, 2,69 mL %385’lik fosforik asit ve 2,472 g borik asit karistirilip hacim
saf su ile litreye tamamlanmis ve ortamin iyonik siddetinin sabit tutulmasi
amaciyla ortama konsantrasyonu 0,1 M olacak sekilde potasyum kloriir
eklenmistir. Hazirlanan BR tampon ¢ozeltisi {izerine uygun hacimlerde 0,2 M
sodyum hidroksit ve 0,2 M hidroklorik asit ilave edilerek farkli pH degerlerine

ayarlamalar yapilmistir.

» Elektrokimyasal olarak MDA tayininde kullanilmak tizere 50mM’lik
KH2PO4 fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) hazirlanmis, 1,0 M’lik hidroklorik asit ve
1,0 M’lik NaOH ¢ozeltisi ile pH degeri 6,8’¢ ayarlanmis hacim saf su ile litreye

tamamlanmustir.

» Doniistimli. ~ voltametri  teknigi ile yapilan elektrokimyasal
karakterizasyonda kullanilmak iizere; ferrosen ¢ozeltisi 1,0 mM olacak sekilde

100 mM tetrabiitilamonyum tetrafloroborat (TBATFB) iceren asetonitril (CH3CN)
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¢ozeltisinde ve potasyum ferrisiyaniir ¢ozeltisi 1,0 mM olacak sekilde pH’1 2,0

olan BR tampon ¢ozeltisinde hazirlanmistir.

» Elektrokimyasal impedans spektroskopisi teknigi ile yapilan
elektrokimyasal karakterizasyonda kullanilmak {izere potasyum ferri/ferrosiyaniir

kimyasallarinin 1,0 mM olacak sekilde 100 mM KCI’de ¢6zeltileri hazirlanmustir.

» Hazirlanan yiizeye ait biyosensor uygulamalarinda kullanilmak tizere

1,0 M TEP ¢ozeltisi etanolde hazirlanmustir.

» Yalin GC elektrot yiizeylerinin MDA hassasiyetini artirmak amaciyla

kullanilmak iizere;

«»+ Ticari olarak temin edilen HAuCl4.3H2.O maddesinin 10,0 mM’lik
¢ozeltisi 0,1 M KCI ortaminda hazirlanmastir.

¢ Ticari olarak temin edilen grafenin 1,0 mg/mL olacak sekilde

¢Ozeltisi saf su ortaminda hazirlanmistir.

% Ticari olarak temin edilmis ¢ok duvarli karbon nanotiipiin
(MWCNT) 1,0 mg/mL olacak sekilde ¢ozeltisi saf su ortaminda

hazirlanmastir.

2.2. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Kolorimetrik yéntemle MDA analizi ¢alismalar1 Selguk Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizyoloji ABD Arastirma Laboratuvarinda, HPLC calismalar1 Selguk
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya ABD lleri Teknik Arastirma
Laboratuvarinda, Biyosensor ¢alismalar1 Selcuk Universitesi Ileri Teknoloji ve
Arastirma Sentez ve On Hazirlik Laboratuvarinda multidisipliner prensiple
gergeklestirilmistir. Her bir yontem i¢in kullanilan cihazlar ayri ayri bagliklar

halinde verilmistir.

2.2.1. Kolorimetrik Calismalarda Kullamilan Cihazlar

Hasta numunelerinde ve hazirlanan standartlardaki MDA ’nin kolorimetrik

yontemle tayini i¢in 220-1000 nm Absorbans deger aralifinda analiz imkani
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sunan BMG LABTECH SPECTROstar® Nano marka Dahili Kiivet Odasina
Sahip Ultra Hizli UV/VIS Absorbans Mikroplaka Okuyucu (BMG LABTECH
GmbH, Almanya) kullanilmistir. Elde edilen verilerin degerlendirilmesi MARS

Veri Analizi Programi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Kit igerigindeki prosediiriin uygulanabilmesi i¢in 1sitma islemleri BM 302
(Niive, Tiirkiye) marka Benmari, sogutma islemleri Scotsman AF 100 (italya)
marka buz makinasi, santrifiij islemleri icin Beckman Coulter Mikrofuge 22R
(Brea, Kaliforniya, ABD) marka sogutmali santrifiij  kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Kit prosediirine goére hazirlanan numuneler ve standartlarin
mikrokiivetlere pipetlenmesi ayarlanabilir otomatik pipetler (Brand, Almanya)

kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.2.2. HPLC Cahsmalarinda Kullanilan Cihazlar

Kromatografik yontemle MDA analizi i¢in Cizelge 2.2.’de detayli olarak
birimleri hakkinda bilgi verilen Agilent HPLC 1200 Serisi (Almanya)
kullanilmistir. HPLC ¢alismalarinda Shimadzu Shim-Pack SBC-ODS; 2.5 mm X
15 cm, 5 um kolon (228-17268-91, Japonya) kullanilmistir.

Cizelge 2.2. HPLC sistemini olusturan birimler

Birimin Ad: Markast ve Modeli

Degazor Agilent 1200 Series Degasser

Pompa Agilent 1200 Series Quadratic Pump
Enjektor Agilent 1200 Series Auto Sampler

Kolon Firmi Agilent 1200 Series Column Oven
Dedektor Agilent 1200 Series Fluorescence Detector
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HPLC calismalarinda kullanilacak olan ¢ozeltilerin hazirlamasinda tartim
islemleri AND GH Analytical Balance marka hassas terazi (Japonya) kullanilarak

gerceklestirilmistir.

Karigtirma islemleri Heidolph marka vortex (Almanya) kullanilarak

gergeklestirilmistir.

Standart ve numunelerin analiz igin hazirlanmasi sirasinda TCA ile
cokelek olusturan proteinlerin ayrilmasi1 Beckman Coulter Allegra X-22R (Brea,

Kaliforniya, ABD) marka santrifiij cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

HPLC analizi prosediiriinde uygulanan inkiibasyon islemleri Elektro-mag

marka ve M5040P model etiiv (Niive, Tiirkiye) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Hazirlanan numuneler ve standartlarin viallere pipetlenmesi ayarlanabilir

otomatik pipetler (Brand, Almanya) kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.2.3. Biyosensor Calismalarinda Kullamilan Cihazlar

Bu ¢alismada yapilan yiizey hazirlama, elektrokimyasal karakterizasyon ve
elektrokimyasal olarak MDA tayini deneylerinde doniistimlii voltametri,
elektrokimyasal impedans spektroskopisi ve open circuit potential (agik devre
potansiyeli) tekniklerinin uygulanmasi amaciyla Gamry Reference 3000
potantiyostat/galvonastat cihazi (Warminster, USA) PHE 200, EIS 300 ve PV 220

yazilimlar esliginde kullanilmistir.

Hiicre sistemi olarak; ¢alisma, referans ve Karsit elektrodu biinyesinde
bulunduran ¢ elektrotlu Bioanalytical System (BAS) C3 hiicre sistemi (West
Lafayette, Indiana, ABD) kullanilmistir. BAS hiicre sisteminin 6zelligi sayesinde
deneyler esnasinda adsorpsiyonu engellemek ve oksijeni uzaklastirarak inert bir
ortam saglamak i¢in %99,99 saflikta Argon gazinin gegirilmesi otomatik olarak

yapilabilmistir.

C3 hiicre sisteminde BAS Model MF-2012 (West Lafayette, Indiana,
ABD) GC ¢alisma elektrodu, platin tel (Pt) yardimci elektrot BAS Model MW—
1032 (West Lafayette, Indiana, ABD), sulu ortamlarda Ag/AgCIl/KCldoy (BAS
model MF-2052) (West Lafayette, Indiana, ABD) ve susuz ortamlarda ise
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icerisinde CH3CN’de 0,010 M AgNO3 ve 100 mM TBATFB olacak sekilde
hazirlanmis dolgu ¢ozeltisiyle doldurulmus Ag/Ag+ elektrotlart (BAS model MF—
2062) (West Lafayette, Indiana, ABD) referans elektrot olarak kullanilmiglardir.

Bu tez calismasinda hazirlanmis olan yiizeylerin karakterizasyonunun

gergeklestirilmesi amaciyla,

% Swvi/sivi ve sivi/katt numuneler arasinda temas agisi Olglimlerinin
yanisira kati numunelerin ylizey serbest enerjileri ile ylizey ve araylizey
geriliminin Ol¢iilmesinde de kullanilabilen Dataphysics OCA15 pro marka ve
model (Almanya) temas agist Olgim cihazi (Contact Angle) yiizey

1slanabilirliginin (hidrofilik/hidrofobik) tespiti i¢in kullanilmugtir.

o,

% NSG30 tipi ile non-contact modda tarama yapilarak nanometre
seviyesinde yiizey morfolojisinin aydinlatilmasi i¢in NT-MDT marka ve NTegra
Solaris model (Rusya) Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) kullanilmustir.

% SEM-ZEISS LS-10 marka ve modelde (Almanya) taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Bu islem ylizeyin kusursuz bir goriinti

sunabilmesi i¢in ylizeyler tizerine altin kaplama yapilarak gerceklestirilmistir.

Tez caligmalarinda kullanilacak olan ¢ozeltilerin hazirlamasinda tartim
islemleri AND GH Analytical Balance marka (Japonya) terazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Camsi karbon elektrot yiizeyini temizlemek ve bazi maddeleri
¢ozmek icin BANDELIN marka RK 100 (Almanya) model sonikator
kullanilmistir. pH 6l¢timleri, VWR 1100L (Radnor, Pensilvanya, ABD) model pH
metre ile yapilmistir. Karigtirma iglemleri Heidolph marka (Almanya) vortex

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Tez c¢alismas1 siiresince yapilan islemlerde kullanilan cihazlarin

kalibrasyonu, periyodik araliklarla yapilmistir.

2.2.4. Plazma Havuzunun ve Hasta Grubunun Olusturulmasi

Hastalardan alinan kan 6rnekleri ¢alisildiktan sonra arta kalan plazmanin
almabilir duruma getirilebilmesi i¢in hemogram tiipleri Sigma marka sogutmali

3K30 santrifiij (Almanya) kullanilarak santrifiij edilmistir.
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Kolorimetrik, HPLC ve biyosensor calismalarinda kullanilmak tizere
Selcuk Universitesi Selguk Tip Fakiiltesi Hastanesine bagvuran 250 kadin ve 250
erkekten olusan saglikli bireylerin ¢alisilmis hemogram 6rneklerinin her birinden
1 mL plazma alinarak plazma havuzu olusturulmustur. Olusturulan plazma
havuzunun hemoliz degeri Olglilmiis ve hemoliz + olarak bulunmustur.
Calismalarda hasta grubu olarak; Selguk Universitesi Selcuk Tip Fakiiltesi

Hastanesine bagvuran ve LDL seviyeleri;
» 50-129 mg/dL araliginda olan (disiik),
» 130-159 mg/dL araliginda olan (orta),
» >160 mg/dL olan (yiiksek),

ve her bir grupta 15 kisi bulunan 3 grup olusturulmus; Kolorimetrik, HPLC ve
Biyosensor calismada kullanilmak {izere herbir hasta numunesi 3’er
porsiyonlanarak kullanim anina kadar -80°C’de saklanmistir. Hasta grubunda
kullanilan kan 6rnekleri de yine hastalarin arta kalan plazmalarindan elde edilmis,

3’er porsiyonlanarak kullanim anina kadar -80°C’de saklanmustir.
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2.3. Kolorimetrik Yontemle MDA Tayini

Kolorimetrik yontemle MDA tayini i¢in uygulanan islem basamaklari

maddeler halinde verilmistir;

5 mL’lik etiketlenmis deney tiiplerinin her birine 100 uL standart veya

plazma 6rnegi alinir.

l

Her bir deney tiipiine 100 pL SDS soliisyonu ilave edilerek vortekslenir.

l

Her bir deney tiiptine 4 mL renklendirici reaktif ilave edilir.

l

1 saat boyunca kaynar su banyosunda bekletilir.

l

Hizli bir sekilde buz banyosuna yerlestirilerek sogumasi saglanir. 10 dk

buz banyosunda bekletilerek reaksiyon sonlandirilir.

l

Tiipler 10 dk boyunca +4°C’de 1.600x g’de santrifiij edilir.

l

Oda sicakliginda 30 dk stabil olan standartlar ve plazma 6rneklerinden

150 pL almarak sirastyla mikroplatelere pipetlenir.

l

532 nm dalga boyunda SPECTROstar Nano (BMG LABTECH GmbH,
ALMANYA) cihazinda absorbansi 6l¢iiliir. Degerler, uM olarak hesaplanir.

o1



2.4. HPLC ile MDA Tayini

HPLC ile MDA tayini i¢in (Hong ve ark 2000)’nin gelistirdigi floresan
temelli yontem kullanilmistir. Bu yonteme gore numune ve standartlarin
hazirlanmasi islem basamaklar1 asagida verilmistir.

250 uL plazma/standart alinir.

l

25 uL BHT + 12,5 uLL. NaOH ilave edilir.
lszB

60°C’de 30 dk. inkiibe edilir.

l

%1 oraninda KI igeren 1,5 mL TCA

l

10 dk. buz igerisinde sogutulur.

l

2500 rpm’de 10 dk santrifiij edilir.

l

1 mL siipernatan + 0,5 mL TBA

l

Karistirilir ve 95°C’de 30 dk. inkiibe edilir.

l

Sogutulur ve n-biitanol ile ekstrakte edilir.

l

Biitanollii tabakadan viallere alinarak numuneler analiz igin hazir hale getirilmis

olur.

52



HPLC calisma kosullar1 Cizelge 2.3.’te verilmistir.

Cizelge 2.3. HPLC calisma kosullar1

Mobil Faz: 0.01M KH2PO4 (%30 metanol) + 0.01M K;HPO, (%30 metanol)
Akis Hizi: 1 mL /dk

Kolon Tiirii: Shimadzu

Furin Sicakhg: 30°C

Uygulanan Prosediir: | (Hong ve ark 2000)

Dedektor Tiirii: Floresan Dedektor (530-560 nm)

Enjeksiyon Hacmi: 20 uL

2.5. MDA Analizine Yonelik Biyosensor Tasarimi

MDA analizine yonelik biyosensor tasarimi gerceklestirmek icin

uygulanan islem basamaklari asagida sunulmustur.

2.5.1. Cahismada Kullanilan Elektrot Yiizeyinin Temizlenmesi

Inertligi, diisiik elektriksel direnci, diisiik zemin akimi, genis potansiyel
araliginda c¢alisilabilmesi, kolay iiretilmesi, yenilenebilen yiizeyi ve diisiik
maliyeti gibi bir¢ok avantaja sahip olmasindan dolay1 elektrokimyasal analizlerde
yaygin olarak kullanilan karbon esashi kati elektrotlar icerisinde camsi karbon
elektrotlar mikkemmel mekanik ve elektriksel 6zellikleri, genis potansiyel araligi,
kimyasal inertligi ve tekrarlanabilir performansi ile daha ¢ok tercih edilmektedir

(Yeve ark 2012, Nardiello ve ark 2015, Arun ve Sankaran 2016).

Elektrokimyasal analizlerde; elektrot yiizeyinin yeteri kadar temiz
olmamas1 durumunda pik akiminda azalma ve pik potansiyelinde kayma meydana
gelmekte ve bu da analiz sonucunu olumsuz etkilemektedir. Bu yiizden elektrot
yiizeyinin temizligi onem arz etmektedir. Elektrot yiizeyinin analizden Once
temizlemesindeki amag elektron transferini engelleyen adsorplanmis maddelerin
yiizeyden uzaklastirilmasi, elektrot yiizeyinin mikro yapisinin degistirilmesi ve
buna bagli olarak analiz sonuglarinin dogru ve giivenilir ¢ikmasi olarak
aciklanabilir. Calisma elektrodu olarak kullanilan camsi karbon (GC) elektrot saf

su ile yikandiktan sonra, sirasiyla kadife yiizeylere uygulanmis 0,30 ve 0,05 pum
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boyutlarina sahip siispansiyon seklindeki aliimina tozlari ile esit sayida dairesel
hareketlerle parlak ve diizgiin hale getirilerek temizlenmistir. Burada farkli
boyuttaki aliimina tozlarin karismamasi Onemlidir. Bu nedenle 0,30 uym
boyutundaki allimina siispansiyonu ile temizlenen elektrot yiizeyi saf sudan
gecirilmis daha sonra bu yiizey 0,05 um boyutundaki aliimina siispansiyonu ile
muamele edilmistir. 0,05 um boyutundaki aliimina tozu ile temizlenen elektrot
yiizeyindeki aliimina tozlar1 yiizeyin saf su ile yikanmastyla uzaklastirilmis, yiizey
saf suda 3 dakika sonikasyon islemine tabi tutulmustur. Yiizeyde kalmasi olasi
diger safsizliklar asetonitril ile 3 dakika sonikasyon islemi uygulanarak
uzaklastirilmistir. Yiizeyi temizlenmis ve parlatilmis olan elektrot, elektroanalitik

caligmalar i¢in hazir hale getirilmistir.

Elektrot temizliginin kontrol edilebilmesi i¢in yukarida belirtilen
prosediirlerle temizlenmis GC elektrot yiizeyleri elektrokimyasal olarak (i)
100 mM TBATEFB i¢eren CH3CN’de hazirlanmis 1,0 mM ferrosen ¢ozeltisinde -
0,2/+0,4 V potansiyel araliginda, 100 mV/s tarama hizinda (ii) pH’1 2,0 olan BR
tampon ¢ozeltisinde hazirlanmis 1,0 MM Fe(CN)s* ¢ozeltisinde +0,6/0,0 V
potansiyel araliginda, 100 mV/s tarama hizinda Ag/Ag" ve Ag/AgCI/KCldoy
referans elektrotlarina karsi doniistimlii voltametri teknigi ile karakterize edilmis
ve redoks reaksiyonlarina ait piklerin potansiyel farklar1 degerlendirilmistir. Tlgili

testlere ait voltamogramlar Sekil 2.1. ve 2.2.’de verilmistir.

FERROSEN TEST

23,00 uA 4
| pik1
13,00 uA 4
= 3000uA
- ]
1 | Pik 2
-7,000 uA 1 |
1 Section (Pt# 1 to Pt¥598 | Akim,pA | @Potential, mV Trace | Index | Height (A)
Peak 1: 2924 pA 83,79mV vs.Ref | 2 142 29.24pA
Peak 2: -1642pA | 391TmV vs.Ref. | 2 493 -16.42 pA
-17,00 uA T T T T T T T T T T T
-200,0 mV 0,000V 200,0 mV 400,0 mV

Potansiyel, mV
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Sekil 2.1. Yalin GC elektrodun Ag/Ag* referans elektroduna karsi ferrosen ile yiizey testi

FERRISIYANUR TEST

7,500 uA

AKIm, pA

2,500 uA

Section (P 4 o PE307 | Akm, 1A | @Potential, mv ce | Tndex | Height (A)
Peak | T100uA | 291 2mv 3 36 | 1199uA
Peak2 1180uA | 203,5mv v 3 103 | -11.80uA

12,50 uA . , . r . , . . , , .
0,000V 100,0 mV 200,0 mV 300,0 mV 400,0 mV 500,0 mV 600,0 mV

Potansiyel, mV

Sekil 2.2. Yalin GC elektrodun Ag/AgCI/KClgoy referans elektroda karsi potasyum ferrsiyaniir ile

yiizey testi

Sekil 2.1. ve 2.2.’de verilen voltamogramlara ait pik potansiyelleri farki
(AEp) ferrosen ve potasyum ferrisiyaniir ¢ozeltileri igin sirasiyla 79,87 mV ve
77,70 mV olarak hesaplanmistir. Tersinir bir elektrot reaksiyonu icin pik
potansiyelleri farkinin 59/n olmas1 gerektigi gdz oniline alindiginda 79,87 mV ve
77,70 mV; olarak hesaplanmig sonuglar her iki redoks probun da temizlenmis
yalin GC elektrot yiizeyinde elektrokimyasal olarak aktif oldugunu ve
indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlarinin olmasi gereken sekilde meydana
geldigini dolayisiyla elektrot yiizeyinin yeteri kadar temiz oldugunu gdstermistir.
Yapilan islemlerden sonra calisma elektrodu olarak GC elektrot elektroanalitik

Ol¢iimler i¢in hazir hale getirilmistir.

2.5.2. GC Elektrot Yiizeyinin Modifiye Edilmesi

Elektrot yiizeylerinin tabaka veya filmler ile kaplanarak elektrot
ylizeyindeki elektron aktarim hizlarinin degistirilebilmesi, elektrokatalitik 6zelligi
yiiksek olan yiizeyler elde edilebilir. Bu nedenle, yiizey modifikasyonu, belirli bir
tiire kars1 elektrodun duyarli olabilmesi, malzemenin korozyona ve dis etkenlere
kars1 dayanikliginin artirilmasi, elektron aktarim mekanizmasinin agiklanabilmesi,

enzimlerin modifiye elektrot ylizeyine tutturulmasi ile biyosensdr yapiminin
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kolaylastirilmas1 amaciyla giiniimiizde 6nemli bir yer tutmaktadir. Modifikasyon,
elektrot materyallerinin  sinirli  olmasi  sebebiyle elektrot yiizeylerini
tirevlendirebilmek icin de siklikla bagvurulan bir yontemdir. Boylece elektrot
ylizeyi farkli bir calisma alami sundugu gibi se¢imlilik ya da katalizorliik gibi
Ozellikler de kazanabilir. Buna bagli olarak elektrot tiirlerinde bir ¢esitlilik
saglanmis olup yeni uygulama alanlari olusturulabilir. Bu ¢alisma fiziksel ve
elektrokimyasal metotla GC  elektrot  yiizeyinin  modifikasyonunun
gerceklestirilmesi ve elde edilen modifiye yiizeylerle MDA tayininin yapilmasinin
yani sira her iki yontemin birlestirildigi kombine bir yiizey modifikasyonu ile de
MDA tayininin gerceklestirilmesini i¢cermektedir. Her bir yontemle hazirlanan

yiizeyler agagida madeler halinde verilmistir.

A. Fiziksel Modifikasyon:

Bu yontem ile modifikasyon i¢in ¢ok duvarli karbon nanotiip (MWCNT)
ve grafenin (GR) 1,0 mg/mL olacak sekilde saf su ile siispansiyonlari hazirlanmig
ve bu dispers haldeki ¢ozeltiler, prosediire uygun olarak temizlenmis yalin GC
yiizeyine her defasinda 5,0 uLL hacimde olmak iizere 3 kez damlatilmis ve her bir
damlatma isleminin bir 6nceki damlanin oda sicakliginda kurumasinin ardindan
yaptlmasma dikkat edilerek gerceklestirilmistir. Boylece, MWCNT-modifiye
camsi karbon elektrot (MWCNT/GC) ve grafen-modifiye camsi karbon (GR/GC)
elektrot seklinde tanimlanan yiizeyler hazirlanmistir. (Metot 1). Burada anlatilan
islem basamaklari sonucunda hazirlanan elektrot yiizeyi Sekil 2.3.’te sematize

edilmistir.

5,0 uL. Grafen Grafen/GC
5,0 u. MWCNT MWCNT/GC

[
Metot 1
_—
GC

Elektrot

Sekil 2.3. Elektrot yilizeylerinin Metot 1°e gore hazirlanmasinin sematik gosterimi
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B. Elektrokimyasal Modifikasyon:

Bu ¢alismada kronoamperometri teknigi uygulanarak sabit potansiyelde
akim degisimine bagli olarak camsi karbon elektrot yiizeyinde elektrobiriktirme
islemi ile altin maddesine ait bir film olusumu sonucu elektrokimyasal
modifikasyon yontemi ile altin-modifiye camsi karbon (Au/GC) elektrot yiizeyi
hazirlanmigtir.  Yalin - GC  elektrot  yiizeyinin  elektrokimyasal —olarak
modifikasyonunun yapilmast i¢in 10,0 mM’lik HAuCls.3H.O 0,1 M KCI
ortaminda hazirlanmig ve hiicreye alinmistir. Hiicre 3 elektrot sistemine
yerlestirilmis; calisma elektrodu olarak temizleme basamaklarindan ge¢cmis GC
elektrot, referans elektrot olarak Ag/AgCI/KClgoy referans elektrot ve karsit
elektrot olarak Pt tel kullanilmis, -300 mV potansiyel uygulanarak ¢esitli zaman
dilimlerinde (1800, 3600, 5400, 7200 ve 9000 sn) kronoamperometrik yontemle
elektrot yiizeyinde altinin elektrokimyasal olarak biriktirilmesi saglanmistir
(Metot 2). Burada anlatilan islem basamaklari sonucunda hazirlanan elektrot

yiizeyi Sekil 2.4.’te sematize edilmistir.

Avw/GC

() |

L Ag/AgCIEC];

Metot 2 Prtel} mj dnl

> s >
% | Lellon kapak
Wm,n mM HAuCl1.3H20
S
GC
Elektrot

Sekil 2.4. Elektrot yilizeylerinin Metot 2’ye gore hazirlanmasinin sematik gésterimi

C. Fiziksel ve Elektrokimyasal Modifikasyon

Yapilan deneyler sonucunda MDA molekiiliine en iyi yanit veren (Metot 1
ve Metot 2) iki yiizeyi olusturan maddelerle, yine iki farkli metotla elektrot
ylizeyinin modifikasyonu gerceklestirilmistir. Bu amagla GC elektrot yiizeyi 6nce
yukarida belirtildigi sekilde MWCNT ile hazirlanmis (Metot 1), elde edilen
MWCNT/GC elektrot yiizeyine belirtilen sartlarda kronoamperometrik teknikle
7200 sn boyunca Au biriktirilmis (Metot 2) ve elde edilen elektrot yiizeyi
AU/MWCNT/GC olarak tanimlanmistir (Metot 3a). Burada anlatilan islem
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Sekil 2.5.te  sematize

AuvMWCNT/GC

basamaklar1 sonucunda hazirlanan elektrot yiizeyi
edilmistir.
MWCNT/GC
i
MWCNT+GC {f}
Metot 3a Ag/AgCUECTy
3 Pt telf] 'J ﬂ?} g doy

\le{),{) mM HAuCL.3H20

"

Sekil 2.5. Elektrot yiizeylerinin Metot 3a’ ya gore hazirlanmasinin sematik gosterimi

Ayn1 zamanda Au/GC elektrot yiizeyi belirtilen sartlarda hazirlanmis
(Metot 2) ve hazirlanan bu yiizeye 5,0 uL hacimde 3 kez MWCNT damlatilmig
(Metot 1) elde edilen elektrot yiizeyi MWCNT/AU/GC olarak tanimlanmigtir

(Metot 3b). Burada anlatilan islem basamaklari sonucunda hazirlanan elektrot

yiizeyi Sekil 2.6.’da sematize edilmis ve tiim ydntemlerle hazirlanan elektrot

yiizeylerine ait kisaltmalar Cizelge 2.4’te verilmistir.

5,01l MWCNT
AWGC ;

Metot 3b

v

MWCNT/Aw/GC

Sekil 2.6. Elektrot yiizeylerinin Metot 3b’ye gore hazirlanmasinin sematik gdsterimi
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Cizelge 2.4. Sekil 2.3.-2.6.'da gosterildigi sekilde hazirlanan elektrot yiizeylerine ait kisaltmalar

3 kez 5 uL MWCNT damlatilmast sonucu

MWCNT/GC . ' .
elde edilen modifiye GC elektrot yiizeyi
Metot 1
3 kez 5 puL GR damlatilmas1 sonucu elde
GR/GC
edilen modifiye GC elektrot yiizeyi
Kronoamperometrik yontemle GC elektrot
Metot 2 Au/GC yiizeyinde altin biriktirilmesi sonucu elde

edilen modifiye GC elektrot yiizeyi

3 kez 5 pL MWCNT damlatilmis GC
elektrot  yiizeyine  kronoamperometrik
Metot 3a | Au/MWCNT/GC . _
yontemle altin biriktirilmesi sonucu elde

edilen modifiye GC elektrot yiizeyi

Kronoamperometrik yontemle GC elektrot
yiizeyinde altin biriktirilmesi sonucu elde
Metot 3b | MWCNT/AuU/GC | edilen GC elektrot yiizeyine 3 kez 5 pL
MWCNT damlatilmasi sonucu elde edilen
modifiye GC elektrot yiizeyi

Metot 3a ve 3b’ye gore hazirlanmis olan elektrotlarla MDA tayini
gergeklestirilmis bu iki yontemle hazirlanan elektrotlardan en iyi cevabi veren
yiizey lizerinden deneysel caligmalara devam edilmistir. Bu nedenle Metot 3b’ye
gore hazirlanan elektrot ileri uygulamalara ve karakterizasyon ¢aligmalarina dahil

edilmemistir.

2.5.3. Yalin ve Modifiye Yiizeylerin Karakterizasyonu

Bolim 2.5.1. ve 2.5.2°de anlatildig1 sekilde temizlenmis ve modifiye
edilmis olan GC elektrot yiizeylerinin ¢esitli tekniklerle karakterizasyonlar
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yapilmistir. Elektrokimyasal karakterizasyon i¢in redoks problar varliginda
doniisimlii voltametri ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi teknikleri

kullanilmistir.

Daha onceki boliimlerde belirtildigi sekilde temizlenmis yalin GC ve
temizlenme sonrasi modifiye edilmis GC [MWCNT/GC; GR/GC; Au/GC ve
AU/MWCNT/GC] elektrot yiizeylerini doniisiimlii  voltametri  teknigi ile
karakterize etmek amaciyla (i) 100 mM TBATFB igeren CH3CN’de hazirlanmis
1,0 mM ferrosen ¢ozeltisinde, -0,2/+0,4 V potansiyel araliginda, 100 mV/s tarama
hizinda, (ii) pH’1 2,0 olan BR tampon ¢ozeltisinde hazirlanmis 1,0 mM potasyum
ferrisiyaniir ¢ozeltisinde, +0,6/0,0 V potansiyel araliginda, 100 mV/s tarama
hizinda Ag/Ag* ve Ag/AQCI/KClgoy referans elektrotlarina karsi voltamogramlar
kaydedilmistir.

Doéniistimlii ~ voltametri  teknigi  ile  yapilan  elektrokimyasal
karakterizasyona ek olarak yalin ve modifiye yiizeyler elektrokimyasal impedans
spektroskopisi teknigi ile de karakterize edilmis ve bu amacgla 75000-0,05 Hz
frekans araliginda, 1,0 mM ferri/ferrosiyaniir karisimi iceren 100 mM KCI
cozeltisinde, AQ/AQCI/KClgoy referans elektroduna karst Nyquist egrileri
kaydedilmistir.

Elektrokimyasal tekniklerin yani sira yalin ve hazirlanan modifiye GC
yiizeylerin topografik ve morfolojik 6zelliklerinin aydinlatilmasi amaciyla; Yiizey
Temas Acis1 Olgiimii (Contact Angle), Atomik Kuvvet Mikroskopisi (AFM) ve

Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile karakterizasyon iglemleri yapilmistir.

Yalin GC ve modifiye GC elektrot [MWCNT/GC; GR/GC; Au/GC ve
AU/MWCNT/GC] yiizeylerine 5,00 pL distile su, ignenin ucunun elektrot
yiizeyine temas etmesini engellemek i¢in non-contact modda mikro siringa
enjeksiyon sistemi kullanilarak damlatilmis ve ylizeylerin su damlasiyla
olusturdugu temas agilar1 Dataphysics OCA15 pro marka ve model (Almanya)
temas agis1 Ol¢iim cihazi Kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Elde edilen veriler sag ve sol
ac1 degerlerinin ortalamasi olarak verilmis ve ortalama degerler {izerinden veriler

yorumlanmigtir.
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¢ Yizeyi kaplayan parcaciklarin biiytikliikleri ve sekli, elektriksel yiik ve
manyetiklik gibi bu parcaciklarin birbirleriyle olan etkilesimleri, yiizeyde
meydana gelen asinma, korozyon, piiriizlendirme gibi nanomekanik o6zellikleri
hakkinda bilgi saglamasinin yani sira ornek ylizeyinin gorliniimii, atomlarin
madde i¢indeki diizenlenmeleri, yiizey tizerinde bulunan molekiiler yapilar
arasindaki iligkiler ve sertlik, yansima gibi maddesel 6zellikler hakkinda fikir
edinilmesini de saglar. Yalin ve modifiye GC elektrot yiizeylerinin topografisini
incelemek amaciyla hazirlanan tim elektrot yiizeylerinin NT-MDT marka ve
NTegra Solaris model (Rusya) Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ile 75x75u;
50x50pn ve 25x25p tarama alanlarinda NSG30 tipi ile non-contact modda
gortintiileri alinmis, 3 boyutlu olarak islenmis ve sonuglar Average Roughness

(Ortalama Piiriizliilik) degerleri kullanilarak yorumlanmaigtir.

Taramali elektron mikroskobunda (Scanning Electron Microscope, SEM),
goriintli, yiikksek voltaj ile hizlandirilmis elektronlarin numune iizerine
odaklanmasi, bu elektron demetinin numune yiizeyinde taratilmasi sirasinda
elektron ve numune atomlar1 arasinda olusan ve cesitli girisimler sonucunda
meydana gelen etkilesimlerin uygun algilayicilarda toplanmasi ve sinyal
giiclendiricilerinden gecirildikten sonra bir katot 1sinlar1 tiipliniin ekranina
aktarilmasiyla elde edilmektedir.Dolayisiyla SEM elektrooptik prensibe dayali
calisan bir cihazdir. Calismamizda kullandigimiz yalin ve modifiye GC elektrot
yiizeylerinin yiizey morfolojilerinin belirlenmesi i¢in SEM-ZEISS LS-10
(Almanya) marka ve modelde taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilmustir.
Bu islem yiizeyin kusursuz bir goriintii sunabilmesi i¢in yiizeyler iizerine altin

kaplama yapilarak gerceklestirilmistir.

2.5.4. Uygulama Cahsmalari

MWCNT/GC; Grafen/GC; Au/GC ve Au/MWCNT/GC elektrot
ylizeylerinin MDA molekiiliine karsi elektrokimyasal yanitlar1 incelenmistir.
Uygulamayr gergeklestirebilmek ve HPLC sonuglariyla karsilastirmasini
yapabilmek i¢in HPLC sisteminde uygulanan sartlar aynen biyosensor
uygulamalarina da yansitilmistir. Bu nedenle 50 mM K2HPO4 tampon ¢dzeltisinin
(PBS) 1,0 M’lik hidroklorik asit ve 1,0 M’lik NaOH ¢o6zeltisi ile pH degeri 6,8’e

ayarlanmig hacim saf su ile litreye tamamlanmis ve metanol-fosfat tamponu
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karisimi hazirlanarak (%65 KoHPO4- %35 metanol) elektrokimyasal dlglimlerde
tampon sistemi olarak bu karigim kullanilmistir. MDA’nin sicakliga duyarl
olmasi ve ortam sicakligina bagli olarak sistemin yanitinda ciddi farklilik
olusturmasi nedeniyle ¢alisma boyunca sicaklik degeri (kolon sicakliginda oldugu

gibi) 30°C’de sabit tutulmustur.

Yukarida anlatilan sekillerde hazirlanan GC elektrotlarin, 5,0 mL pH’1 6,8
olan fosfat (PBS) tampon ¢ozelti ortaminda Ag/AQCI/KClgoy referans elektrodu
kullanilarak ~ farkli  tetraetoksipropan (TEP) konsantrasyonlarina  Kkarsi
potansiyometrik Ol¢timleri ticer kez tekrarlanarak kaydedilmis ve sonuglar

degerlendirilmistir. Yapilan islemler Sekil 2.7.”de sematize edilmistir.

Grafen/GC
MWCNT/GC
Au/MWCNT/GC
MWCNT/Auw/GC

Potansivel, mV'

Zaman, sn
Farkh Sekillerde Hazirlanan
Elekirot Yiizeyleri

Sekil 2.7. Hazirlanan elektrot yiizeylerinde farkli konsantrasyonlarda TEP ilavesi ile OCP
Ol¢limleri

Alinan OCP o6lg¢limlerinin sonuglar1 degerlendirilmis ve optimum yiizey
AU/GC olarak belirlenmistir. Optimum sartlarda hazirlanan modifiye elektrot
yiizeylerinin tampon ¢dzelti ortaminda kararliligini belirlemek amaciyla yiizeyler
0; 2; 4; 6; 8; 12; 18; 24 ve 36 saat boyunca tampon ortaminda bekletilerek OCP
Olgimleri almmis ve sonuglar degerlendirilmistir. Tekrar {retilebilirlik
caligmalarinda yiizey optimal sartlarda her defasinda yeniden hazirlanarak elektrot
yiizeylerinin MDA’ya kars1 elektrokimyasal yanitlart OCP yontemi uygulanarak
farkli konsantrasyonlarda 1,1,3,3-tetractoksipropanin ortama ilavesi sonucu
incelenmistir. Bu amacla optimum sartlarda {i¢ farkli elektrot hazirlanmis ii¢
ol¢timden elde edilen sonuglar 1,1,3,3-tetractoksipropanin konsantrasyonuna karsi
potansiyel farki seklinde grafige aktarilarak kaydedilmis ve varyasyon katsayisi
hesaplanmigtir. Tekrarlanabilirlik g¢alismalarinda ise Au/GC ylizeyi bir kez
optimum sartlarda hazirlanmig, elektrot yiizeylerinin MDA’ya  karsi

elektrokimyasal yanitlar1 OCP yontemi uygulanarak farkli konsantrasyonlarda
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1,1,3,3-tetractoksipropanin ortama ilavesi sonucu incelenmis, elde edilen sonuglar
potansiyomogram olarak kaydedildilmis, elektrot yiizeyleri saf su ile yikanmis,
tampon ortami tazelenmis ve tekrar 1,1,3,3-tetractoksipropanin ortama ilavesiyle
OCP olgtimii alinarak potansiyomogrami kaydedilmistir. Bu islem igin optimal
sartlarda 3 farkli elektrot hazirlanmis ve her bir elektrot yiizeyinde ardarda 3’er
kez Olgim alinmig, her bir Ol¢lim sonucunda elde edilen veriler 1,1,3,3-
tetraetoksipropanin konsantrasyonuna karsi potansiyel farki seklinde grafige

aktarilarak kaydedilmis ve varyasyon katsayisi hesaplanmaistir.

2.6. istatistiksel Analiz

Sunulan tez calismasinda istatistiksel analizler i¢in SPSS, Med-Calc ve
Minitab paket programlari kullanilmistir. Verilerin normal dagilima uyup
uymadigi Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilks testleri yapilarak kontrol
edilmistir. LDL ve MDA degiskenlerine iliskin grup ortalamalar1 arasinda fark
olup olmadigini test etmek amaciyla SPSS paket programi kullanilarak ANOVA
ve Welch testleri uygulanmistir. Minitab paket programi kullanilarak HPLC ve
potansiyometrik biyosensoriin kullanildigi elektrokimyasal sensorler ile analiz
edilen MDA degerlerinin tekrarlanabilirligi, varyasyon katsayilar1 hesaplanmaistir.
Kolorimetrik ve biyosensor olglimleriyle elde edilen MDA degerlerinin uyum
analizinde ise, MadCalc paket programi kullanilarak Deming Resgresyon ve

Bland-Altman yontemleri uygulanmustir.
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3. BULGULAR

Bu tez caligmasi 3 ana bolimden olugmakta olup, birinci bolim MDA
tayini i¢in gelencksel ve yaygin olarak kullanilan bir yontem olan kolorimetrik
caligmalari, ikinci bolim MDA tayinine yonelik HPLC analiz yonteminin
gelistirilmesini liglincli boliim ise MDA tayini i¢in daha énce denenmemis farkli
nanomateryaller  kullanilarak  biyosensér  tasarlanmasini  kapsamaktadir.
Dolayistyla s6z konusu tez ¢alismasi ile MDA tayini i¢in literatiirdeki mevcut
HPLC metotlarindan modifiye HPLC metodunun gelistirilmesinin yanisira yeni
bir biyosensor tasarimininin yapilmasi da saglanmigtir. Kolorimetrik analizler
icin kullanilan ticari test kiti, modifiye edilen HPLC metodu ve de tasarlanmis
olan biyosensor ile hasta kan orneklerinde yapilan c¢alismalarla, metotlarin
performans standartlarini tarafsiz olarak degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu
nedenle yontemin gegerlilik standartlarinin  hesaplamalar1 yapilmis ve bu
metotlarin birbirleri ile uyum ve ustiinliikleri istatistiksel olarak tespit edilerek

kapsamli bir ¢alisma ortaya konulmustur.

3.1. Kolorimetrik Yontem ile MDA Analizine Ait Bulgular

3.1.1. Kolorimetrik test kiti bilgileri

Plazma MDA analizlerinde kullanilan Cayman marka (katalog no:
10009055, Cayman Chemical Company, USA) TBARS test kitinin igeriginde
lineer test aralig1 0-50 uM olarak belirtilmistir.

3.1.2. Standart grafigi

Kolorimetrik yontemle MDA analizine dair standart grafigi Sekil 3.1.’de
gosterildigi sekilde olup, 50,0; 25,0; 10,0; 5,0; 2,50; 1,25; 0,625 ve 0 uM
konsantrasyonlarindaki standartlarin  her birinin 532 nm dalga boyunda
SPECTROstar Nano (BMG LABTECH GmbH, ALMANYA) cihazinda verdigi
absorbans degerleri grafikte belirtilmistir. Standart grafigine ait denklem
y=0.000767x-0.00034 iken R? degeri 0,988 olarak hesaplanmustir.
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Standard Curve(s)

y=0.000767x-0.00034

R2.0,988

S0

Sekil 3.1. Kolorimetrik analize ait standart grafigi

3.1.3. Linearite Calismasi

Plazma MDA linearite verileri Cizelge 3.1.’de gosterilmistir. 50 uM

baslayip seri dilusyonlarla 0,625 uM’a kadar alinan dlgiimlerin uygunluk yiizdesi

hesaplanmistir.  Linearite calismasi i¢in 7 diizeyden iki tekrarli olgiimler

alinmustir (Westgard 2008, Giin 2014). Olgiimlerin ortalamalar1 alinmis ve elde

edilen ortalama degerin beklenen degere boliiniip 100 ile carpilmasi ile 6l¢iimlerin

uygunluk % degerleri bulunmustur.

Cizelge 3.1. Plazma MDA linearite verileri

MDA | Dilusyon | MDA (uM) | MDA (uM) | Olciimlerin % Uvaunluk
wM) No 1.0lciim 2. Olciim | Ortalamast
50 1 54,26 49,18 51,72 103,44
25 2 19,47 23,25 21,36 85,428
10 3 9,43 10,74 10,09 100,85
5 4 4,87 5,39 513 102,64
2.5 5 0,83 0,44 2,62 104,72
1.25 6 0,80 0,60 0,70 56,04
0.625 7 0,50 0,41 0,46 72,72
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3.1.4. Tekrarlanabilirlik calismasi

Calismamizda tekrarlanabilirlik  degerleri olarak ticari test Kiti
prosediiriindeki degerler dikkate alinmis ve diger calisma metotlar ile
kiyaslanmalarinda bu degerler kullanilmistir. Kit igeriginde, kolorimetrik MDA
analizi i¢in giin-ici CV (Coefficient of Variation) degeri 10 insan plazmasi
bazinda % 5,5 ve giinler-aras1 degeri 8 insan plazmasi bazinda %35,9 olarak

bildirilmis ve diger metotlarla karsilastirmalar yapilmistir.

3.1.5. Girisim ¢alismasi

Kit prosediiriinde TBARS yontemi ile MDA analizinde 250 mM siikrozun
girisime (interferansa) neden oldugu belirtilmis olup, s6z konusu madde

biyosensorde denenmistir.

3.1.6. Hemoliz, ikterik, lipemik ve dondur-¢6z etkisinin belirlenmesi ¢calismasi

Olusturulan plazma havuzunun hemoliz degeri Olglilmiis ve (+)
bulunmugtur. Hemolizli numune ise (+++) olarak degerlendirilmistir. Dondurma
ve ¢ozme igleminin MDA Ol¢limiine etkisini belirlemek amaciyla plazma havuzu -
80°C’de dondurulmustur. 1. ve 3. giin dondurulup ¢oziilerek kolorimetrik olarak
MDA tayini yapilmis ve degerler kaydedilmistir. Ikterik, hemoliz ve lipemik
numuneler ile dondurup ¢dzme islemi gerceklestirilen numunelerin 6l¢iim sonuglari
kaydedilmis ve Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Hemoliz, ikterik, lipemik ve dondur-¢6z yapilmis plazma numunelerinde 6Slgiilen
MDA degerleri

. Olciilen MDA Bazal MDA
Plazma Orelligs Degerleri (uM) Degerleri (uM) % Fark
Hemoliz (+++) 7,5 6,35 18,1
Ikterik 4,1 6,35 35,4
Lipemik 8,04 6,35 26,6
1. Don-Coz 5,77 6,35 9,1
2. Don-Coz 5,20 S5, 17 11,0
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Cizelge 3.2.’de ifade edildigi {lizere hemoliz ve lipemik numuneleri
sirastyla %18,1 ve %26,6 daha yiiksek okunmustur. Ikterik numune ile
dondurulup ¢6ziilen numuneler ise sirasiyla %35,4; %9,1 ve %11,0 daha diisiik
okunmustur. Numune dondurulup ¢ozildiigiinde MDA degeri 5,77 uM ve ikinci
kez dondurulup tekrar ¢oziildiigiinde ise 5,20 uM olarak ol¢iilmiistiir. Dolayisiyla
dondurulup tekrar ¢6ziilme sayisi arttikga MDA degerleri daha diisiik ¢ikmaktadir.

3.1.7. Yiiksek-orta-diisiik LDL diizeyli hastalarda MDA degerlerinin

belirlenmesi

Calismamizda, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya
Merkez Laboratuvarina gelen hemogram tiiplerindeki hasta plazma 6rneklerinin
arta kalan kisimlar1 kullanilmig olup, hastalarin LDL-kolesterol diizeyleri normal
seviyeli (<130 mg/dL) (Grup 1), orta riskli seviyeli (130-159 mg/dL) (Grup 2)ve
yiksek riskli seviyeli (>160 mg/dL) (Grup 3) vakalar (Tietz 1992) olarak

ayrilarak her bir grup i¢in n sayis1 15 olarak belirlenmistir.

Kolmogorov-Smirnov test istatistigi uygulanmis ve her bir gruba iliskin
kolorimetri metodu ile Olgiilen MDA degerleri i¢in normallik varsayimi
saglanmigtir (p>a =0,05). Kolorimetri Ol¢iimlerine gore grup varyanslari
homojen olmadigindan MDA degiskenlerinin grup ortalamalar1 arasinda fark olup

olmadigini belirlemek igin Welch Testi uygulanmastir.

Welch testi sonucuna gore Kolorimetri Ol¢iimlerine iliskin MDA
degiskeninin grup ortalamalar1 arasindaki fark istatistiki olarak anlamh
bulunmustur (Welch istatistigi=5,517; p=0,011< a =0,05). Coklu karsilastirma
Tambhane test istatistigi sonucuna gére MDA grup ortalamalarindan sadece Grup 1
ve Grup 2 ortalamalar1 arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulunmustur

(p<a=0,05).

Kolorimetrik olgiimlere ilisgkin MDA degiskenlerinin gruplara gore
minimum, maksimum degerleri, ortalamalar1 ve standart sapmalari

Cizelge 3.3.’te, ilgili verilere ait grafik ise Sekil 3.2.’de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Kolorimetrik olgiimlere iliskin MDA degiskenlerinin gruplara gbére minimum-

maksimum degerleri, ortalamalari ve standart sapmalari

Minimum
MDA degeri

Maksimum MDA

Ort. 4+ St. Sapma

degeri (uM) (M)
M)
Grup 1 (Normal
LDL  diizeyine 5,92 23,25 12,41+5,55
sahip vakalar)
Grup 2 (Orta risk
LDL  diizeyine 6,96 39,26 17,87+8,82
sahip vakalar)
Grup 3 (Yiiksek
risk LDL diizeyine 12,69 23,12 17,84+ 3,01
sahip vakalar)
30,0
25,0
& 2007
? - 1
P4 150-
10,0 .
5,0
Grulp 1 GI'L:p 2 Grulp 3
Hasta Gruplan
Sekil 3.2. Kolorimetrik o6lgiimlere iliskin MDA degiskenlerinin gruplara gére minimum-

maksimum degerleri, ortalamalar1 ve standart sapmalari
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3.2. HPLC Yontemiyle MDA Analizine Ait Bulgular

3.2.1. HPLC yontem bilgileri

Plazma MDA analizleri, (Hong ve ark 2000) tarafindan gelistirilen Total
plazma TBA-MDA diizeylerinin 6l¢imii i¢in modifiye metot ve (Seljeskog ve ark
2006) tarafindan gelistirilen metotlar modifiye edilerek Agilent HPLC 1200 Serisi
(Almanya) cihazinda Shimadzu Shim-Pack SBC-ODS; 2.5 mm X 15 cm kolon
(228-17268-91, Japonya) kolon kullanilarak Cizelge 2.3.’de verilen calisma
sartlarinda gergeklestirilmistir.

3.2.2. Standart grafigi

HPLC metodu ile MDA analizine dair standart grafigi Sekil 3.3.°te
gosterildigi sekilde olup, 20; 10; 5; 2.5; 1.25; 0.625; 0.312; 0.156; 0.078 ve 0,039
uM konsantrasyonlarindaki standartlarin her birinin HPLC ¢alisma kosullarinda
olusturdugu pik alami grafikte belirtilmistir. Standart grafigine ait denklem
y=1.6475x + 1.4408 iken R? degeri 0.99550larak hesaplanmustir.

40 1 MDA (uM) | Pik Alam
35 -
20 342
30 +
10 183
= 25 -
E 5 9
< 20
v 25 62
A 15 1.25 5.1
10 y = 1.6475x+1.4408 P =
R?= 0.9955
51 0.312 19
0 T T 1 0.156 13
0 5 10 15 20
0.078 0.74
MDA, uM
0.039 12

Sekil 3.3. HPLC analizine ait standart grafigi

3.2.3. Linearite Calismasi

Plazma MDA Linearite verileri Cizelge 3.4.’te gosterilmektedir. 20 uM
baslayip seri dilusyonlarla 0,312 pM’a kadar alinan 6l¢timlerin uygunluk yiizdesi
hesaplanmistir. Linearite i¢in 7 diizey iki tekrarli ¢alisilmistir (Westgard 2008).
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Olgiilen degerin beklenen degere boliiniip 100 ile ¢arpilmasi ile uygunluk %

degerleri ifade edilmistir.

Cizelge 3.4. MDA linearite verileri

MDA | Diliisyon | MDA (uM) | MDA (uM) | Olgiimlerin | % Uygunluk
M) No 1. Olciim 2. Olciim | Ortalamasi
20 1 21.34 19.64 20.49 102.46
10 2 8.05 11.57 9.81 98.08
5 3 4.47 5.86 5.17 103.30
2,5 4 2.46 3.44 2.95 117.98
1,25 5 1.86 1.98 1.92 153.41
0,625 6 0.52 0.76 0.64 102.87
0,312 7 0.28 0.40 0.34 108.79

3.2.4. Tekrarlanabilirlik ¢alismasi

Plazma MDA tekrarlanabilirlik ¢alismalarinin HPLC sonuglar1 Sekil 3.4. -
3.13.’te verilmis ve bu sonuglara ait ortalama, standart sapma ve degisim
katsayilar1  (Coefficient of Variation, CV) Cizelge 3.5.’te  verilmistir.
Tekrarlanabilirlik ¢alismasi i¢in 20; 10; 5; 2.5; 1.25; 0.625; 0.312 ve 0.156 uM
konsantrasyonlardaki standartlar giin icerisinde ard arda 3 kez okutulmustur.

Numunelerin 2SD araligindaki dagilimlar ise Sekil 3.14.’te verilmistir.
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Sekil 3.4. 20 uM MDA standardina ait ii¢ 6l¢timiin tekrarlanabilirlik kromatogramlar
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Sekil 3.5. 10 uM MDA standardina ait ii¢ 6l¢iimiin tekrarlanabilirlik kromatogramlar
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Sekil 3.6. 5 uM MDA standardina ait ii¢ 6l¢limiin tekrarlanabilirlik kromatogramlar
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Sekil 3.7. 2,5 uM MDA standardina ait {i¢ 6l¢iimiin tekrarlanabilirlik kromatogramlar:
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Sekil 3.8. 1,25 uM MDA standardina ait {i¢ 6l¢iimiin tekrarlanabilirlik kromatogramlar
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Sekil 3.9. 0,625 uM MDA standardina ait ii¢ 6l¢iimiin tekrarlanabilirlik kromatogramlar
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Sekil 3.10. 0,312 pM MDA standardina ait ii¢ dl¢timiin tekrarlanabilirlik kromatogramlari

77



[ FLD1 A, Exe530, Ene560 (3107201 5BRGULOSH 20180241 10-18:3M31010000220)

T T T
2 | ¢ §

| FLDY A, e OTSBRGUALE! B0 301N

T
0 1

T T T T
2 ] ¢ §

[ FL1 A Er530, Env 580 (310720 BRGULOSD1 20164201 10-19373101000024.0)

0 1

T T T T
H 3 4 5

O}

Sekil 3.11. 0,156 pM MDA standardina ait ii¢ dl¢timiin tekrarlanabilirlik kromatogramlari
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Sekil 3.12. 0,078 pM MDA standardina ait ii¢ dl¢timiin tekrarlanabilirlik kromatogramlari
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Sekil 3.13. 0,039 pM MDA standardina ait ii¢ dl¢timiin tekrarlanabilirlik kromatogramlari
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Cizelge 3.5. HPLC yontemiyle plazma MDA tekrarlanabilirlik ¢aligmalarina ait ortalama, standart
sapma, CV ve 2SD Aralig1

MDA uM | Ortalama S;Bg t V‘”V“SV&‘“’S”"’S’ 2 SD Arali
20 20,56 0,90 %4,41 18,75-22,38
10 9,96 1,72 %17,20 6,52-13,39
5 5,16 0,75 914,44 3,67-6,65
2,5 3,19 0,47 914,70 2,25-4,13
1,25 2,49 0,32 912,94 1,85-3,13
0,625 0,85 0,26 930,97 0,32-1,38
0,312 0,62 0,15 923,83 0,32-0,91
0,156 0,23 0,059 925,69 0,11-0,35

MDA i¢in ortalama degerimizin % 25’ini izin verilebilir hata kabul

edersek;

20 uM’ ik konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi; 20%0,25=5 pM’dir.
Izin verilebilir SD, Ea’nin Y4’dir. 5+4 = 1,25"dir. 0,907 < 1.25 oldugu i¢in 20 pM
MDA i¢in giin i¢i kesinlik degeri kabul edilebilir diizeydedir.

10 uM’ lik konsantrasyon ig¢in izin verilen hata diizeyi; 10x0,25=2,5
puM’dir.  Izin verilebilir SD, Ea’nin % dir. 2,5+4 = 0,625dir. 1,717 > 0,625
oldugu i¢in 10 uM MDA i¢in giin i¢i kesinlik degeri kabul edilebilir diizeyde
degildir.

5uM’ Iik konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi; 5%0.25=1,25
puM’dir. Izin verilebilir SD, Ea’nin '4’dir. 1,25+4 = 0,3125°dir. 0,745 > 0,3125
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oldugu icin 5 uM MDA i¢in giin i¢i kesinlik degeri kabul edilebilir diizeyde
degildir.

2,5uM’ ik konsantrasyon ig¢in izin verilen hata diizeyi; 2,5x0,25
=0,625 uM’dur. Izin verilebilir SD, Ea’nin Y’dir. 0,625+4 = 0,156’dir. 0,47 >
0,156 oldugu igin 2,5 uM MDA igin giin i¢i kesinlik degeri kabul edilebilir
diizeyde degildir.

1,25 uM’ lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi; 1,25%0,25=0,313
uM’dir. izin verilebilir SD, Ea’nm '4’dir. 0,313+4 = 0,078’dir. 0,32 > 0,078
oldugu icin 1,25 pM MDA ig¢in giin i¢i kesinlik degeri kabul edilebilir diizeyde
degildir.

0,625 uM’ lik  konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi;
0,625x0,25=0,156 uM’dur. izin verilebilir SD, Ea’nmn % dir. 0,156+4=0,039"dur.
0,26>0,156 oldugu i¢in 0,625 pM MDA i¢in giin i¢i kesinlik degeri kabul
edilebilir diizeyde degildir.

0,312 uM’ lik  konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi;
0,312x0,25=0,078 uM’dir. Izin verilebilir SD, Ea’nin %4’dir. 0,078+4=0,0195"tir.
0,15>0,078 oldugu i¢in 0,312 uM MDA i¢in giin i¢i kesinlik degeri kabul
edilebilir diizeyde degildir.

0,156 uM” ik  konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi;
0,156%0,25=0,039 uM’dir. izin verilebilir SD, Ea’nin %4 dir. 0,039+4=0,00975"tir.
0,059>0,00975 oldugu icin 0,312 uM MDA i¢in giin i¢i kesinlik degeri kabul
edilebilir diizeyde degildir.

3.2.5. Geri elde ¢calismasi

Geri elde c¢alismasinda MDA igin 20, ve 10,0 uM’lik standartlar
kullanilmistir. Standartlar 20 uM’dan baslanarak 0.039 uM’a kadar seri diliisyonla
elde edilmis ve kalibrasyon grafigi bu 10 noktaya gore ¢izilmistir. Geri kazanim

caligmasi i¢in;

1. Tiipe plazma havuzundan 1000,0 puL alinmistir.
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2. Tipe 20,0 uM’lik standarttan 250,0 puL alinip, 750,0 uL plazma havuzundan

eklenmistir.

3. Tipe 20,0 uM’lik standarttan 200,0 uL aliip, 800,0 uL plazma havuzundan

eklenmistir.

4. Tipe 10,0 uM’lik standarttan 125,0 uL alimip, 875,0 uL plazma havuzundan

eklenmistir.

5. Tiipe 5,0 uM’lik standarttan 125,0 pL alinip, 875,0 pL plazma havuzundan

eklenmistir.

Numune hazirligi ve diger 6n islemler tamamlanarak Ornekler cihaza
verilmis ve eklenen standartlara goére %R degerleri hesaplanmis ve ilgili veriler

Cizelge 3.6.’da gosterilmistir.

Cizelge 3.6. MDA icin geri elde verileri

Eklenen Geri Elde %
Olciilen Deger | Konsantrasyon Degeri Rec;/ery
(M) (uM) —
Plazma 0,29

Plazma Havuzu
+ 5,37 50 5,08 101,5
20 uM’lik MDA

Plazma Havuzu
+ 4,05 40 3,76 94,0
20 uM’lik MDA

Plazma Havuzu
+ 1,47 1,25 1,18 94,56
10 uM’lik MDA

Plazma Havuzu
+ 0,91 0,625 0,62 99,84
5 uM’lik MDA
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3.3. Biyosensor Cahismalarina Ait Bulgular

Biyosensor tasarimina ait ¢alismalar kendi igerisinde 3 temel boliimden
olugsmaktadir. Birinci bolim elektrot ylizeylerinin g¢esitli nanopartikiillerle
modifikasyonuna, ikinci bdliim modifiye elektrot yiizeylerinin karakterize
edilmesine ve yalin ylizeye ait sonuglarla karsilastirilmasina, iiglincli boliim;
modifiye elektrot yiizeylerine ait elektrokimyasal olarak MDA tayinine dair
calismalar1 icermektedir. Bu ¢alismada karbon oksidasyonunun yavas
kinetiginden dolayr ozellikle pozitif yonde genis bir potansiyel araliginda
kullanilabilen karbon elektrotlar tercih edilmistir. Kati yiizeylerde filmlerin
olusturulmasi sonucu kisith elektrot yiizeylerinin ¢esitliliginin artirilabildigi ve bu
sekilde modifiye yiizeylerin molekiiler elektronikten analitik uygulamalara kadar
kullanimmin miimkiin oldugu bilindiginden g¢esitli amaglar dogrultusunda
kullanilmasina olanak saglayabilmek amaciyla MWCNT, GRve HAuCI4.3H20 ile
GC celektrot yiizeyleri modifiye edilmistir. Son yillarda kiigiik boyutlar1 (1-
100 nm) ve buna bagli olarak yilizey/hacim oraninin biiyliikk olmasi, hedef
molekiilleri baglama 6zelliklerinin farkli olmasi, kuvvetli iletkenlikleri ve yapisal
saglamliliklar1  gibi  avantajlarindan  dolayr nanomateryaller biyosensor
uygulamalarinda ilgi ¢ekici yapilar oldugundan elektrot yiizeylerinin
hazirlanmasinda bu materyaller tercih edilmistir (Nikalje 2015, Sandulescu ve ark
2015, Tilmaciu ve Morris 2015, Shivaramakrishnan ve ark 2017). Modifiye edilen
GC elektrot yilizeyleri 100 mM TBATFB igeren CH3CN ¢ozeltisindeki 1,0 mM
ferrosen ve pH’1t 2,0 olan BR tampon ¢o6zeltisindeki 1,0 mM potasyum
ferrisiyaniir redoks problar varliginda doniisiimlii voltametri teknigi ile ve
100 mM KCI c¢ozeltisindeki 1,0 mM potasyum ferri/ferrosiyaniir redoks ¢ifti
varliginda elektrokimyasal impedans spektroskopisi teknigi ile elektrokimyasal
olarak karakterize edilmistir. Elektrokimyasal karakterizasyon tekniklerine ek
olarak hazirlanan elektrot yiizeyleri; yiizey temas acis1 6lgiimii (contact angle),
atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilarak karakterize edilmistir. Farkli karakterizasyon teknikleri kullanilarak

elde edilen veriler yalin GC elektrot ylizeyine ait verilerle karsilastirilmistir.
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Yiizeyler MDA tayininde kullanilmistir. Her basamakta elde edilen sonuglar

degerlendirmeleriyle birlikte Boliim 3.3.1°de verilmistir.
3.3.1. Elektrot Yiizeylerinin Karakterizasyonu

Yalin GC, MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC ve AuU/MWCNT/GC elektrot
ylizeylerinin karakterizasyonu doniisiimlii voltametri, elektrokimyasal impedans
spektroskopisi, taramali elektron mikroskopisi, atomik kuvvet mikroskopisi ve

yiizey temas agis1 0l¢lim teknikleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

> Elektrot Yiizeylerinin Doniisiimlii Voltametri Teknigi ile Elektrokimyasal

Karakterizasyonu

Yalin GC, MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC ve Au/MWCNT/GC
elektrotlarinda ferrosen ve potasyum ferrisiyaniir redoks problarinda doniistimlii

voltamogramlar1 kaydedilmis ve yalin ve modifiye elektrotlara ait verilerin

karsilastirilmasi seklinde Sekil 3.14.-3.23.’te
verilmisti
FERROSEN TEST
193,0 vA — YALIN c;c b+———
E

é L e S

-207,0uA . . , - . . - . . . .
-200,0 mV 0,000 V 200,0 mV 400,0 mV

Potansiyel, mV

Sekil 3.14. (a) Yalin GC ve (b) MWCNT/GC elektrotta 100 mM TBATFB igeren CH3CN
ortammdaki ferrosen redoks probuna ait Ag/Ag" referans elektroduna karg1 kaydedilen
voltamogramlar
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FERROSEN TEST

GRAFEN/GC <iE
——VYALIN GC / g ~
16,30 uA
<
-3,200 A
2320uA . v . ’ D % . . . i .
200,0 mV 0,000V 200,0 mV 400,0 mV

Potansiyel, mV
Sekil 3.15. (a) Yalin GC ve (c) GR/GC elektrotta 100 mM TBATFB igeren CH3CN ortamindaki
ferrosen  redoks probuna ait Ag/Ag" referans  elektroduna  karst  kaydedilen

voltamogramlar
FERROSEN TEST

Au/GC

— YALIN GC
a \
17,00 uA -

Akim, pA

23,000 uA _'_’”’

-23,00 uA . . , . . . . . . , .
200,0 mV 0,000V 200,0 mV 400,0 mV

Potansiyel, mV

Sekil 3.16. (a) Yalin GC ve (d) Au/GC elektrotta 100 mM TBATFB igeren CH3CN ortamindaki
ferrosen redoks probuna ait Ag/Ag* referans elektroduna karsi kaydedilen voltamogramlar
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FERROSEN TEST

— AUMWCONT/GC
— YALIN GC

€

30,00 uA

AKim, pA

20,00 uA

70,00 uA v . . . : . . . . . .
-200,0 mV 0,000 V 200,0 mV 400,0 mV

Potansiyel, mV

Sekil 3.17. (a) Yalin GC ve (e) AuU/MWCNT/GC elektrotta 100 mM TBATFB igeren CH3CN
ortamindaki ferrosen redoks probuna ait Ag/Ag" referans elektroduna kars1 kaydedilen
voltamogramlar

FERROSEN TEST
MWONT/GC
193.0 uA — AUMWONT/GC be——
’ —YALIN GC
GRAFEN/GC
AWGC
4__'__'_’_8’17—-———._.___
c
1 / el
| A = =
5 00004 | . - —
ra E—
E / a
207,0uA ' r r r r . ' ' ' ' '
2000 mV 0,000V 200,0 mV 400,0 mV

Potansiyel, mV

Sekil 3.18. (a) Yalin GC, (b) MWCNT/GC, (c) GR/GC, (d) Au/GC ve () AuU/MWCNT/GC
elektrotta 100 mM TBATFB igeren CH3CN ortamindaki ferrosen redoks probuna ait Ag/Ag*
referans elektroduna karsi kaydedilen voltamogramlar
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FERRIiSiYANUR TEST

MWENT/GC
YALINGC
be—
110,0 uA
a\_

) —
<

90,00 uA 4

-290,0 uA - T - T - T - - - - -

0,000V 100,0 mV 200,0 mV 300,0 mV 400,0 mV 500,0 mV 600,0 mV

Potansiyel, mV

Sekil 3.19. (a) Yalin GC ve (b) MWCNT/GC elektrotta pH’1 2,0 olan BR ortamindaki potasyum

ferrisiyantir redoks probuna ait Ag/AgCI/KClgy referans elektroduna kars1 kaydedilen
voltamogramlar

FERRISiYANUR TEST
35’00 uld GRAFEN/GC
—— YALIN GC ¢
15,00 uA
a
-
=
-
-25,00 uA
-45,00 uA r r . . T v : . . T r
0,000V 100,0 mV 200,0 mV 300,0 mV 400,0 mV 500,0 mV 600,0 mV

Potansiyel, mV

Sekil 3.20. (a) Yalin GC ve (b) GR/GC elektrotta pH’1 2,0 olan BR ortamindaki potasyum

ferrisiyantir redoks probuna ait AQ/AgCI/KClgey referans elektroduna karsi kaydedilen
voltamogramlar
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FERRISIYANUR TEST

ﬁ/\K

13,10 uA - . : . . . . . . . -
0,000 V 100,0 mV 200,0 mV 300,0 mV 400,0 mV 500,0 mV 600,0 mV

Potansiyel, mV

AwGC

—— YALIN GC a

6,900 uA

s BA

Sekil 3.21. (a) Yalin GC ve (c) Au/GC elektrotta pH’1 2,0 olan BR ortamindaki potasyum
ferrisiyantir redoks probuna ait AQ/AQCI/KClgey referans elektroduna karsi kaydedilen
voltamogramlar

FERRIiSIYANUR TEST

93’00 uA — AVMWONT/GC

w— YALIN GC

43,00 uA

En 7,000 uA T
Z
57,00 uA
107,0uA : . . . . . . . . . .
0,000V 100,0 mV 2000 mV 3000 mV 4000 mV 5000 mV 600,0 mV

Potansiyel, mV

Sekil 3.22. (a) Yalin GC ve () AU/MWCNT/GC elektrotta pH’1 2,0 olan BR ortamindaki
potasyum ferrisiyaniir redoks probu.na ait Ag/AgCI/KClgey referans elektroduna karsi kaydedilen
voltamogramlar
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FERRISIiYANUR TEST

be—

105,0 uA

R //——_k_
s~ ——— //

95,00 uA 1 //

MWCNT/GC
e AWMWCNT/GC

Akim, pA

YALIN GC
GRAFEN/GC

AWGC

-295,0 uA T T T T T T T T T T T
0,000V 100,0 mV 200,0 mV 300,0 mV 400,0 mV 500,0 mV 600,0 mV

Potansiyel, mV

Sekil 3.23. (a) Yalm GC, (b) MWCNT/GC, (c) GR/GC (d) Au/GC ve () Au/MWCNT/GC
elektrotta pH’1 2,0 olan BR ortamindaki potasyum ferrisiyaniir redoks probuna ait Ag/AgCIl/KClgoy
referans elektroduna karsi kaydedilen voltamogramlar

Sekil 3.14.-3.23.’te verilen voltamogramlar incelendiginde ferrosen ve
potasyum ferrisiyanlir redoks problarmma ait indirgenme-yiikseltgenme
reaksiyonlart i¢in; yalin GC elektrot yiizeyinin elektron transferine modifiye
yiizeylere gore daha az izin verdigi ve modifiye yiizeylerin elektron transferini
katalizledigi goriilmektedir. MWCNT yiizey iletkenligine hem indirgeme hem de
yiikseltgeme yoniinde katalizleyici etkide bulunurken, grafen ve altin ylizeylerin
indirgeme yoniinde elektron transferini katalizledigi yiikseltgenme yoniinde
neredeyse hi¢ etkisinin olmadigi, AUMWCNT/GC elektrodun ise elektron
transferini Au/GC elektroda gore daha fazla katalizledigi goriilmiistiir. Bu durum
MWCNT’lin ¢ok iy1 elektrokatalitik 6zellik gdostermesinden kaynaklanmaktadir
(Konuk ve Oktay 2007, Sahoo ve ark 2010).

Tim redoks prob testlerine ait voltamogramlar incelendiginde
modifikasyonlar sonucunda karbon yiizeyde bir filmin olusmas: ile yalin GC

elektrot ylizeyinden farkli ylizeyler elde edildigi diistintilmiistiir.
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> Elektrot Yiizeylerinin Elektrokimyasal impedans Spektrokopisi Teknigi

ile Karakterizasyonu

Optimum sartlarda MWCNT, GR, HAuCl4.3H.O maddeleriyle modifiye
edilen GC elektrot yiizeyleri 75000-0,05 Hz frekans araliginda, potasyum
ferri/ferrosiyaniir  ¢ozeltisinde Ag/AgCl/KClgoy referans elektroduna karst
elektrokimyasal impedans spektroskopisi teknigi ile karakterize edilmis ve elde
edilen sonuglar simiile edilerek Sekil 3.24.-3.28.'da verilmistir. Modifiye
yiizeylerden elde edilen sonuglar ile yalin GC elektrot yiizeyinin karakterizasyon

sonuglari karsilagtirilmis ve ilgili Nyquist egrileri Sekil 3.29.’da verilmistir.

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi teknigi ile elde edilen veriler
degerlendirildiginde yalin GC elektrot ylizeyi potasyum ferri/ferrosiyaniir redoks
ciftinin elektron transferine karsi bir direng gosteritken MWCNT, GR,
HAuUCI4.3H20 maddeleriyle ile modifiye edilen GC elektrot yiizeylerinin elektron
transferini katalizledigi tespit edilmistir. Benzer durum Sekil 3.14. ve 3.23.’te
verilen ferrosen ve potasyum ferrisiyaniir redoks problarina ait voltamogramlarda
da gozlenmistir. Dolayisiyla doniisiimlii voltametri teknigi ile yapilan dl¢iimlerle
elde edilen sonuglarin elektrokimyasal impedans spektroskopisi teknigiyle alinan
Olgim  sonucglartyla uyumlu oldugu gozlemlenmistir. Tiim  sonuglar
incelendiginde; GC elektrot yiizeyinde modifikasyon sonrasi bir filmin olustugu

belirlenmistir.

YALIN GC

6.000 kohm

4.000 kohm

-Zsanal, ohm

2.000 kohm

0.000 ohm
0.000 ohm 5.000 kohm 10.00 kohm 15.00 kohm

Zgercek, ohm

Sekil 3.24. Yalin GC elektrot yiizeyinde 100 mM KCI ¢ozeltisindeki potasyum ferri/ferrosiyaniir
redoks ciftinin Ag/AgCl/KClgoy referans elektroduna karsi Nyquist egrisinin simiilasyonu
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4,000 kohm MWCNT/GC

3,000 kohm

2,000 kohm

-Zsanal, ohm

1,000 kohm

0,000 ohm
60,00 ohm 160,0 ohm 260,0 ohm 360,0 ohm 460,0 ohm 560,0 ohm 660,0 ohm
Zgercek, ohm

Sekil 3.25.  MWCNT/GC elektrot yiizeyinde 100 mM KCl ¢ozeltisindeki — potasyum

ferri/ferrosiyaniir redoks ¢iftinin Ag/AgCl/KClgoy referans elektroduna kargi Nyquist egrisinin
simiilasyonu

2,500 kohm

GRAFEN/GC

2,000 kohm

1,500 kohm

-Zsanal, ohm

1,000 kohm

500,0 ohm

0,000 ohm
150,0 ohm 350,0 ohm 550,0 ohm 750,0 ohm

Zgercek, ohm
Sekil 3.26. GR/GC elektrot yiizeyinde 100 mM KCI ¢ozeltisindeki potasyum ferri/ferrosiyaniir
redoks ciftinin Ag/AgCl/KClgey referans elektroduna karst Nyquist egrisinin simiilasyonu

950,0 ohm

25.00 kohm

AWGC

20.00 kohm

15.00 kohm

Zsanal, ohm

10.00 kohm:

5.000 kohm

0.000 ohm
0.000 ohm 2.000 kohm 4.000 kohm 6.000 kohm 8.000 kohm 10.00 kohm 12.00 kohm 14.00 kohm 16.00 kohm 18.00 kohm
Zgergek, ohm

Sekil 3.27. Au/GC elektrot yiizeyinde 100 mM KCI c¢ozeltisindeki potasyum ferri/ferrosiyaniir
redoks ¢iftinin Ag/AgCl/KClgoy referans elektroduna karsi Nyquist egrisinin simiilasyonu
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2,500 kohm{ AWMWCNT/GC

2,000 kohm

1,500 kohm

sanal, ohm

e 1,000 kohm

Z

500,0 ohm

0,000 ohm T - T T T T T T T T T T
180,0 ohm 280,0 ohm 380,0 ohm 480,0 ohm 580,0 ohm 680,0 ohm 780,0 ohm 880,0 ohm

Zgercek, ohm
Sekil 3.28. AuU/MWCNT/GC elektrot yiizeyinde 100 mM KCI1 ¢ozeltisindeki potasyum
ferri/ferrosiyaniir redoks ¢iftilnin Ag/AgCI/KClgoy referans elektroduna karst Nyquist egrisinin
simiilasyonu

3.000 kobm
MWONT/GC
—AWMWOCNT/GC
be«—
——YALIN GC
‘GRAFEN/GC
AWGC e
u — R .
—>d
2.000 kohm
—>a
E .
]
E
g ey
N el TR NG
. o= —a
1.000 kohm . —
i
H
H
(-~
. !
- P —sa
. s el
.8 g S por. T Cope r=8
/.‘ 0‘ Zgergen. onm N
0.000 ohm ke i

h N u T v ™
110.0 ohm 410.0 ohm 710.0 ohm 1.010 kohm 1.310 kohm 1.610 kohm 1.910 kohm
Zgercek, ohm

Sekil 3.29. Yalin GC, MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC ve Au/ MWCNT/GC elektrot yiizeylerinde
100 mM KCI ¢o6zeltisindeki potasyum ferri/ferrosiyaniir redoks ¢iftinin Ag/AgCl/KClgoy referans

elektroduna karst Nyquist egrileri

Sekil 3.24.-3.28.’de verilen Nyquist egrilerinin simiilasyonlar1 sonucunda
elde edilen veriler Cizelge 3.7.de ve her bir yiizeye ait Nyquist egrileri
Sekil 3.29.’da verilmistir. Sekil 3.29.’da gorsel olarak verilen Nyquist egrileri
iizerinde yapilan yorumlarimiz, simiilasyon egrilerinin rakamsal degerlerini
kapsayan Cizelge 3.7.’deki verilerin gesitli esitliklere uygulanmasi sonucunda
yalin GC, MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC ve AuMWCNT/GC elektrot yiizeyleri

arasindaki farkliligin gosterilmesiyle rakamsal bir anlam kazanmustir.
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Cizelge 3.7. Yalin GC, MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC ve Au/ MWCNT/GC elektrot yiizeylerinde
100 mM KCI ¢ozeltisindeki potasyum ferro/ferrisiyaniir redoks ¢iftinin Ag/AgCl/KClgoy referans
elektroduna karsi Nyquist egrilerinin simiilasyon degerleri

Simiilasyon \’erileril Yalm GC | MWCNT/GC | Grafen/GC AWGC AWMWCNT/GC
Ru (ohms) 140,4 140,2 170,3 100,0 189,0
Y0 (S¥s”a) 2,862x10 370,0x10-6 570,0x10 13,58x10-6 600,0x10-
Alpha (m) 827,3x10° 845,0x10- 812,8x1073 870,7x10- 847,3x1073
Wd (S*s~(1/2)) 152,2x10 500,0x10-5 360,6x10- 33,44x10° 200,0x10-
Rp (ohms) 10,28x10° 610x10° 1120,0x108 600x10* 500x10°

Cizelge 3.7.°de verilen her bir yiizeye ait simiilasyon verilerinin Rp
degerinin Esitlik 3.1.’e¢ uygulanmast sonucu yiizeylerin yiizde kaplanma orani
MWCNT/GC, Grafen/GC, Au/GC ve Au/MWCNT/GC igin sirasiyla %98,31;
%99,99; %98,92; %97,94 olarak hesaplanmustir.

%Q = [1— (RP Rp.)} 100 Esitlik 3.1.

Igili esitlikte Rpve Ry’ sirastyla yalin ve modifiye GC elektrot yiizeylerine

ait direng degerlerini ve Q ise kaplanmanin yiizde olarak oranini ifade etmektedir.

Elektrokimyasal yontemlerde Olc¢limlerin dogrulugu ve duyarliligini
negatif yonde etkilediginden dolay1 kapasitif akimin diisiik olmasi istenir.
AuUMWCNT/GC ve Au/GC elektrotlara ait donilisimli voltamogramlar
incelendiginde; Au/MWCNT/GC elektrot yiizeyindeki elektriksel iletkenlik
yiksek olmasina ragmen Au/GC elektrotla alinan Olglimdeki kapasitif akim
degerinin minimuma yakin olmasi sebebiyle ¢alismalarda optimum yiizey olarak

Au/GC elektrot tercih edilmistir.

> Elektrot Yiizeylerinin Yiizey Temas Acis1 Ol¢iim Teknigi (Contact Angle)

ile Karakterizasyonu

Temas agis1 6lglim teknigi Yalin GC, MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC ve
AU/MWCNT/GC elektrot yiizeylerinin hidrofobik/hidrofilik &zelliklerinin tespiti
amaciyla kullanilmistir. Temas agist Ol¢timleri hava ortaminda oda sicakliginda

gerceklestirilmig, su damlasi manuel olarak mikro siringa ile olusturulmus sabit
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damla yontemi kullanilarak GC elektrot yiizeyine uygulanmistir. Hem sol hem de
sag temas agist ve damla boyut parametreleri, dijitallestirilmis goriintiiden
otomatik olarak hesaplanmistir. Verilerin sag ve sol a¢1 degerlerinin ortalamasi
hesaplanmis ve verilerle istatiksel analizler yapilmistir. Temas acis1 Ol¢limleri
sonucunda, yiizeylerin hava ortaminda ortam sicakliginda su damlasi ile

etkilesimine dair goriintiileri ve temas acis1 degerleri Cizelge 3.8.’de verilmistir.

Cizelge 3.8. Yalin GC, MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC ve Au/ MWCNT/GC elektrot yiizeylerine

ait su temas agis1 6l¢iim sonuglari

Yiizey Ortalama Yiizeye Ait Goriintii
Temas
Acist (°)
YALIN GC

Yalin GC 71,85°+0,04

(MWCNT/GC)

MWCNT/GC | 75,95°+0,53

(GRAFEN/GC)

GR/GC 78,90°+0,08

Au/GC

Au/GC 72,30°+0,33

Au/MWCNT/GC

AU/MWCNT/GC | 74,15°+0,86
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Cizelge 3.8.°deki temas agis1 degerleri incelendiginde,
Yalin GC, MWCNT/GC, Grafen/GC, Au/GC ve AU/MWCNT/GC elektrot
yiizeylerinin su damlasiyla yaptigi temas acilarinin sirasiyla 71,85°+0,04;
75,95°+0,53; 78,90°+0,08; 72,30°+0,33 ve 74,15°+0,86 oldugu goriilmektedir. Bu
durum modifiye GC elektrot yilizeylerinin yalin GC elektrot yiizeyinden farkli bir
karakterde oldugunu ve yalin yilizeyin modifikasyon sonucunda hidrofilik
ozelligini bir miktar kaybettigini gostermektedir. Modifiye yiizeyler i¢erisinde en
hidrofilik olan yiizeyin Au/GC, en hidrofobik yiizeyin ise Grafen/GC oldugu
tespit edilmistir. MWCNT/GC elektrot yiizeyinin ylizeye Au elektrobiriktirme
islemi uygulanmasindan sonra hidrofobik 0Ozelligini bir miktar kaybettigi

gorilmiustir.

MWCNT ve GR yapisal olarak C=C baglar1 icerdiginden elektrot
yiizeylerinin bu yapilarla modifikasyonu sonucunda yiizeyin su ile yaptigi temas
acist, yalin ylizeyin yaptig1 temas agisina gore nispeten daha yiliksek bulunmustur.
AU/MWCNT/GC elektrot yiizeyinin MWCNT/GC elektrot yiizeyine gore Su
temas agisinin nispeten daha diisiik olmasi, Au ve MWCNT varliginin elektrot
yiizeyinde yapmis oldugu coklu defektlerden kaynaklanabilecegi diistintilmiistiir
(Yang ve ark 2013). Standart sapmanin AU/MWCNT/GC elektrotta diger
elektrotlara gore nispeten yiikselmesi de yiizeyde olusan siyrilma dolayisiyla bu

elektrot yiizeyinin homojenligini kaybetmesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

> Elektrot Yiizeylerinin Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ile

Karakterizasyonu

Yiizey topografisini angstrom (A) seviyesinden 100 mikrona () kadar
Olgebilen bir metot olan AFM; elektrostatik, Van der Walls, siirtinme ve
magnetik kuvvet gibi gii¢lerin olusturdugu kiiclik hareketlerin optik araclarla
Olglilmesi ile hemen hemen her tiirlii numune yiizeyinin morfolojisinin tespit
edilmesinde siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu tez calismasinda molekiiler
diizeyde yiizey goriintiileme amaciyla kullanilan ve hassas bir ignenin ylizeyi
taramasiyla, ylizeyin yliksek ¢oziiniirliiklii goriintiisiinii veren bir goriintiileme
teknigi olan AFM kat1 elektrot yiizeylerinin morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi
amaciyla kullanilmistir. Non-Contact Mode ile hava ortaminda 50 um alanda

tarama yapilmis ve yiizeylerin hem iki boyutta hem de ii¢ boyutta goriintiileri
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alinmistir. Yalin GC, MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC, AuU/MWCNT/GC modifiye
elektrot yiizeylerininin yiizey piriizliligi degerleri Ra (Area Roughness) ve
yiizeyler tizerindeki ¢ukur ve tepeciklere gore hesaplanilan ortalama bir deger
olan RMS (Root Mean Square) degerleri Cizelge 3.9.’da, yiizeye ait goriintiiler ise
Sekil 3.30.-3.34.’te verilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde Yalin GC
elektrot yilizeyine gore MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC ve Au/MWCNT/GC
elektrot yiizeylerinde Ra ve RMS degerlerinde artig olmasi, yiizey piiriizliiliigiinde
bir artis oldugunu ve yalin elektrot yiizeylerinin modifiye oldugunu

gostermektedir.

Sekil 3.30. Yalin GC elektrot yiizeyinin 50 um’lik ve 25 pm’lik alanina ait AFM goriintiileri
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Sekil 3.32. GR/GC elektrot yiizeyinin 50 pm’lik ve 25 pm’lik alanina ait AFM goriintiileri
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Sekil 3.34. AUUMWCNT/GC elektrot yiizeyinin 50 pm’lik ve 25 pm’lik alanina ait AFM

gorintiileri
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Cizelge 3.9. Yalin GC, MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC ve Au/ MWCNT/GC elektrot yiizeylerinde
50 ve 25 pm’lik alanlara ait Ra ve RMS degerleri

Yizey Ra (nm) RMS (nm) Ra (nm) RMS (nm)
(50 ym) (50 ym) (25 pm) (25 pm)
Yalin GC 3,71014 4,66959 3,32697 4,199
MWCNT/GC 371,515 473,227 271,139 344,542
GR/GC 402,81 518,919 288,749 364,201
Au/GC 125,778 212,855 112,586 131,33
AU/MWCNT/GC 227,68 291,835 205,152 254,619

Yalin GC, MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC ve AUMWCNT/GC 50 pm’lik
alanda her bir elektrot yiizeyi i¢in sirasiyla Ra degerleri 3,71014; 371,515;
402,81; 125,778 ve 227,68 nm ve RMS degerleri 4,66959; 473,227; 518,919;
212,855 ve 291,835 nm olarak bulunmustur.

Yalin GC, MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC ve AUMWCNT/GC 25 pm’lik
alanda ise her bir elektrot yiizeyi i¢in sirasiyla Ra degerleri 3,32697; 271,139;
288,749; 112,586 ve 205,152 nm ve RMS degerleri 4,199; 344,542; 364,201;
131,33 ve 254,619 nm olarak bulunmustur.

Yalin ve modifiye elektrot ylizeylerine ait sonuglar degerlendirildiginde en
yiiksek Ra ve RMS degerine sahip ylizeylerin MWCNT ve GR ile modifiye edilen
yiizeyler oldugu bununda molekiillerin boyutu ve yapisal dagilimiyla alakali
oldugu diisiiniilmektedir. Au/MWCNT/GC elektrot yiizeyinde ise MWCNT/GC
elektroda gore nispeten daha diisiik Ra ve RMS degerlerinin gézlemlenmesi ise
yiizeyin altin kaplanmasi sirasinda yiizeyden bir miktar siyrilma oldugunu ve
yiizeyin homojenligini kismen kaybettigini gostermektedir. Bu sonuglar ayni

zamanda temas agisindaki standart sapma artisiyla da uyumludur.
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> Elektrot Yiizeylerinin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile
Karakterizasyonu

SEM cok kiigiik bir alana odaklanan yiiksek enerjili elektronlarla yiizeyin
taranmasi prensibine dayanan ve ylizey morfolojilerinin belirlenmesinde sikca
bagvurulan bir yontemdir. Yalin GC, MWCNT/GC, Grafen/GC, Au/GC ve
AU/MWCNT/GC elektrot yiizeyleri 1 um alanda SEM teknigi ile karakterize
edilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.10.’da verilmistir. Yalin GC ylizeyinin
SEM goriintiisii incelendiginde homojen bir morfolojisinin olmasi nedeniyle
ylizeyin temiz ve modifiye edilmeye hazir oldugu bunun yanisira MWCNT/GC,
Grafen/GC, Au/GC ve AU/MWCNT/GC elektrot yiizeylerine ait goriintiiler
incelendiginde ise elektrot ylizeyinin homojen bir sekilde s6z konusu
nanopartikiillerle modifiye oldugu goriilmektedir.

Cizelge 3.10. Yalin GC, MWCNT/GC, Grafen/GC, Au/GC ve AU/MWCNT/GC elektrot
yiizeylerine ait SEM goriintiileri

Yiizey 1 um Alanda Yiizeye Ait Gériintii

Yahn GC

Signal A = SE1 EHT=2000kY  pMag= 10.00 K X o
@ WD = 13.0 mm I Probe = 50pA —

MWCNT/GC

Signal A = SE1 EHT = 20,00 kv Mag = 20.00 K X o
@ WD = 9.5 mm | Probe = 50 pA 9 —
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GR/GC

Signal A = SE1 EHT = 20.00 kv Mag = 20.00 K X 1um
@ WD = 8.5 mm | Probe = 50 pA 9 —

Au/GC

| .i .

@ Signal A = SE1 EHT = 20.00 kv Mag = 1 um
g= 20.00 KX
o WD = 9.5 mm | Probe = 50 pA =

AUu/MWCNT/GC

@ Signal A = SE1 EHT = 20.00 kv Mag =
g= 2000 KX
o WD = 8.5 mm | Probe = 50 pA —
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3.3.2. Optimum Calisma Sartlarinin Belirlenmesi

» Optimum Elektrot Yiizeyinin Belirlenmesi

Yalin ve modifikasyon sonucu elde edilen MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC,
AU/MWCNT/GC ve MWCNT/AU/GC elektrot yiizeylerinin, tampon ortaminda

artan MDA konsantrasyonuna karsi olusturdugu elektrokimyasal yanitlardan

yararlanilarak, MDA tayinine yonelik biyosensor dizayninda kullanilacak olan

optimum yiizey belirlenmistir. Elde edilen sonuglar 3 verinin ortalamasi olarak

TEP konsantrasyonuna Kkarsi potansiyel farki seklinde Sekil 3.35.'te verilmistir.
Yalin, MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC, Au/MWCNT/GC ve MWCNT/AuU/GC

elektrot yiizeylerinin potansiyel fark degerleri sirasiyla; -21,41 mV, 76,56 mV,
35,63 mV, 103,69 mV, 87,9 mV ve 80,10 mV olarak bulunmustur. Bu nedenle

MDA analizlerinde kullanilmak tizere ortamda artan MDA konsantrasyonuna

kars1 duyarlilig1 en 1yi olan Au/GC elektrot optimum yiizey se¢ilmistir.

Sekil.3.35. Farkli elektrot yiizeylerinin MDA cevaplari
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» Optimum elektrot yiizeyinde elektrobiriktirme siiresi optimizasyonu

Yapilan caligmalar sonucunda; calisma elektrodu olarak GC elektrot,
referans elektrot olarak AQ/AQCI/KClgoy ve karsit elektrot olarak Pt tel
kullamilarak, 0,1M KCI ortaminda hazirlanmis 10,0 mM’lik HAuCls.3H20
¢ozeltisinin bulundugu elektrokimyasal hiicre sistemine -300 mV potansiyel
uygulanarak  kronoamperometrik  yontemle elektrot yiizeyinde altinin
elektrokimyasal olarak biriktirilmesi saglandig1 ylizey MDA tayini i¢in optimum
yiizey olarak belirlenmistir. Yilizeyde altin elektrobiriktirilmesi isleminin dakika
optimizasyonunun yapilabilmesi amaciyla 1800, 3600, 5400, 7200 ve 9000 sn’lik
zaman dilimlerinde elektrokimyasal hiicre sistemine -300 mV potansiyel
uygulanarak  kronoamperometrik  yontemle elektrot yiizeyinde altinin
elektrokimyasal olarak biriktirilmesi saglanmistir (Sekil 3.36.). Elde edilen veriler
degerlendirildiginde en iyi cevabin elektrobiriktirme siiresinin 7200 sn oldugu
durumda alindigi goriilmiis bu nedenle optimum ylizey olarak bu elektrot

secilmistir.
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Sekil.3.36. Farkli siirelerde altin biriktirilmis GC yiizeylerinin MDA cevaplari (50 mM K;HPO4
pH 6,8)

3.3.3. Performans faktorleri

» Dogrusal calisma arahginin belirlenmesi

Optimum sartlarda hazirlanan GC elektrodun dogrusal ¢alisma araliginin
ve duyarliliginin belirlenmesi amaciyla, optimum ¢alisma kosullar1 altinda
substrat derisimi degistirilerek Ap-[MDA] grafigi ¢izilerek bu grafik yardimiyla
dogrusal calisma araligr belirlenmistir. Sekil 3.37.’deki kalibrasyon egrisinden
Au/GC elektrot i¢in dogrusal c¢alisma araligit 0,01-70,0 uM; duyarlilig
0,54 mV/uM; gozlenebilme siirt (LOD) 0,01 uM ve tayin simur1 0,03 yM olarak

bulunmustur.
40 - Equation y=a + b*x
Adj. R-Square 0,99737 %
7 Value Standard Error 5
35 |8 Intercept 0,45862 0,06423 i
7 B Slope 0,53949 0,00388
30 + i y
25 4 B
T L]
- 20+ L
5 :
o . L
= 15 ]
10 — -
5 =
0] ré
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Sekil.3.37. Kalibrasyon grafigi

> Tekrar Uretilebilirlik

Acik devre potansiyeli (OCP) teknigi kullanilarak MDA molekiillerine en
hassas cevabi veren Au/GC yiizeyin tekrar iiretilebilirlik ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu
amagla Au/GC vyiizeyi her defasinda yeniden hazirlanarak optimum sartlarda
potansiyomogramlart alinmistir. Elde edilen potansiyomogramlar incelendiginde pik
potansiyelleri farkinda ciddi bir degisimin olmadig: tespit edilmis ve varyasyon
katsayis1 % 0,21 olarak hesaplanmistir. Boylece Au/GC ylizeyin MDA molekiiliine
yonelik kullaniminda tekrar iretilebilirliginin yiiksek oldugu ve MDA tayininde

kararl1 bir tutum sergiledigi sonucuna varilmstir.
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> Tekrar kullanilabilirlik

Tekrar kullanilabilirlik ¢alismalari i¢in optimum sartlarda Au/GC elektrot
hazirlanip ayni elektrot kullanilarak ard arda 3 Ol¢lim alinmistir. Her bir islem
basamagindan Once tampon ¢dzelti yenilenmis ve elektrotlar saf su ile iyice
temizlenmistir. Bu islem 3 farklt Au/GC elektrot icin 3’er kez tekrarlanmis ve
tekrar kullanilabilirlige ait veriler Cizelge 3.11.’de verilmistir. Varyasyon

katsayist % 37,3 olarak bulunmustur. Bu nedenle MDA tayini i¢in hazirladigimiz

elektrot  yiizeyinin  tekrar  dretilebilirligi  olmasma  ragmen  tekrar
kullanilabilirliginin olmadig1 sonucuna varilmastir.
Cizelge 3.11. Tekrar kullanilabilirlik verileri
2. Olciim 3. Olciim
Elektrot | L Olciim | 2. Olciim | 3. Olciim Sonucu Sonucu
Yiizeyi Olusan Kayip | Olusan Kaywp
1. Elektrot | 103,3 75,1 47,2 %27,30 %54,31
2. Elektrot | 103,1 74,3 48,2 %27,93 %53,25
3. Elektrot | 109,8 83,3 56,4 %24,13 %46,63

» Kararhhk

Optimum sartlarda hazirlanmis olan Au/GC elektrot yilizeyinin hava
ortamindaki kararliligini test etmek amaciyla hazirlanan yiizeyler 0; 2; 4; 6; 8;
12; 18; 24; 36 saat hava ortaminda bekletilerek MDA tayini yapilmis ve elde edilen
potansiyomogramlar degerlendirilmistir. Yiizeylerin hava ortaminda bekletilme
stirelerine karsilik 6l¢iim sonucu elde edilen AP degerleri Cizelge 3.12.°de ve

Bekleme siiresi-AP grafigi Sekil 3.38.’de verilmistir.

Cizelge 3.12. Au/GC elektrot yiizeyinin MDA cevabinin zamanla degisimi

0.s 2.8 45 6.5 8.s 125 18.s 24.s 36.s

Zaman (saat)

AP 103,9 | 102,7 | 101,3 99,8 96,31 | 92,01 | 81,55 64,8 52,8
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Sekil.3.38. Au/GC elektrot yilizeylerinde kararlilik

Sonuglar degerlendirildiginde 4 saate kadar hava ortaminda bekletilen
elektrotlarin elektrokimyasal yanitlarinda neredeyse hicbir degisimin olmadigi
tespit edilmistir. Bunun yanisira hava ortaminda bekletilen elektrotlarin
elektrokimyasal yanitlarinda; 6 saatlik bekletme sonucunda %4’liik, 8 saatlik
bekletme sonucunda %7’lik, 12saatlik bekletme sonucunda %11,4’liik, 18 saatlik
bekletme sonucunda %22,4’°liik, 24 saatlik bekletme sonucunda %37,6’lik ve 36
saatlik bekletme sonucunda %49,2’lik bir kayip oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla
hazirlanan elektrodun hava ortaminda 4 saate kadar miikemmel kararlilik
gosterdigi ve bu nedenle bu siirecte MDA tayini i¢in ayni hassasiyetle
kullanilabilir oldugu tespit edilmistir.

> Bozucu tiirlerin etkisi

Optimum sartlarda hazirlanan Au/GC elektrodun cevabi iizerine gliserol
ve siikroz gibi ¢esitli biyolojik tiirlerin etkisini incelemek amaciyla ¢aligmalar
yapilmis ve ilgili grafik Sekil 3.39.’da verilmistir. Bunun i¢in; tampon ortaminda
%10’luk gliserol; 250 uM siikroz ve her iki tiirlin varliginda her biri igin ayr1 ayri
acik devre potansiyeli uygulanarak potansiyel farklar1 (AP) kaydedilmistir.
Au/GC elektrodun MDA cevabina gliserol, siikroz ve gliserol+siikrozun %

girisim etkisi sirasiyla; 0.01; 0,78 ve 2,97 olarak bulunmustur. Bu sonuglar
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incelendiginde gliserol ve siikrozun elektrot cevabina 6nemli derecede bir bozucu

etki gostermedigi belirlenmistir.

Goreceli Potansiyel Cevabi (%)

100
90 -
80 -
70 -
60
50
40 -
30 4
20 -
10 -

MDA MDA+Gliserol MDA+Sukroz MDA+Gliserol+Sukroz

Sekil 3.39. Bozucu tiirlerin MDA analizine etkisi

3.3.4. Ger¢ek Numune Analizi

Calismamizda, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya
Merkez Laboratuvari’na gelen hemogram tiiplerindeki hasta plazma 6rneklerinin
arta kalan kisimlar1 kullanilmis olup, hastalarin LDL-kolesterol diizeyleri normal
seviyeli (<130 mg/dL), orta risk seviyeli (130-159 mg/dL) ve yiiksek risk seviyeli
(>160 mg/dL) vakalar (Tietz 1992) ayrilarak her bir grup igin n sayist 5 olarak
belirlenmistir. Olusturulan tiim gruplar i¢in OCP 6l¢timleri yapilmis ve plazma

MDA diizeyleri ile LDL diizeyleri arasindaki korelasyon tespit edilmistir.
3.4. Tasarlanan Biyosensor ile MDA Analizine Ait Bulgular

3.4.1. Biyosensor yontem bilgisi

Plazma MDA analizleri, (Yuan ve ark 2013) tarafindan gelistirilen
elektrokimyasal metod temel alinarak farkli Ozelliklere sahip nanoyapilarin
kullanomi ile hazirlanan ylizeylerin, elektrokimyasal karakterizasyon ve
elektrokimyasal uygulama deneylerinde doniisiimlii voltametri, elektrokimyasal
impedans spektroskopisi ve open circuit potential (acik devre potansiyeli)

tekniklerinin uygulanmasi ile yapilmistir.

108



3.4.2. Standart grafigi

Tasarlanan biyosensor ile MDA analizine dair standart grafigi Sekil
3.40.’ta gosterildigi sekilde olup, 70,0; 60,0; 50,0; 40,0; 30,0; 20,0; 10,0; 5,0; 4,0;
3,0; 2,5, 2,0; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156; 0,078 ve 0,039; 0,0195; 0,01 uM
konsantrasyonlarindaki standartlarin her birinin biyosensor ¢alisma kosullarinda
olusturdugu pik potansiyelleri farki belirtilmistir. Standart grafigine ait denklem
y=0,53949x + 0,45862 iken R? degeri 0.99737 olarak hesaplanmistir.

40 - Equation y=a+b*x
Adj. R-Square  0,99737 %
1 Value Standard Error
35 + B Intercept  0,45862 0,06423 i
1B Slope 0,53949 0,00388 g
30 § y
25 4
E ]
"~ 20 - u
5 1
o i L]
< 15
10 o |
5 i -
0 - ,
-5 4+ 7T
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[MDA],nM

Sekil 3.40. Tasarlanan biyosensor ile MDA analizine ait standart grafig

3.4.3. Linearite ¢calismasi

Plazma MDA linearite verileri Cizelge 3.13.’de gosterilmektedir. 70 uM
baslayip seri dilusyonlarla 0,4 uM’a kadar alinan dl¢limlerin uygunluk yiizdesi
hesaplanmistir.  Linearite c¢alismasi i¢in 12 diizey iki tekrarli caligilmistir
(Westgard 2008). Olgiilen degerin beklenen degere boliiniip 100 ile garpilmast ile
% uygunluk degerleri ifade edilmistir.
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Cizelge 3.13. Plazma MDA Linearite verileri

MDA 1. ve 2.
MDA MDA |~ . .
MDA (uM) Olciim Dilusyon Uygunluk %
1.olciim 2. 0lciim
Ortalamasi
70 68,69 70,88 69,79 1 99,70
60 60,16 62,44 61,30 2 102,17
50 49,84 50,33 50,08 3 100,17
30 28,36 28,46 28 .41 4 94,70
20 17,56 17,87 17,71 5 88,59
10 10,14 10,16 10,15 6 101,50
5 479 4,86 483 7 96,52
25 2.89 2,87 2,88 8 115,26
1,25 1,38 1,34 1,36 9 108,58
0,625 0,64 0,64 0,64 10 102,13
0,5 0,47 0,47 0,47 11 93,18
0,4 0,31 0,31 0,31 12 77,48
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3.4.4. Tekrarlanabilirlik (kesinlik) ¢calismasi

Plazma MDA tekrarlanabilirlik galismalarinin biyosensoér sonuglarina ait
ortalama, standart sapma ve degisim katsayilar1 (Coefficient of Variation, CV)
Cizelge 3.14°te verilmistir. Tekrarlanabilirligin belirlenmesi i¢in 50,0; 20,0; 10,0;
5,0; 2,5; 1,25; 0,625 ve 0,5 uM konsantrasyonlardaki standartlar giin igerisinde
ard arda 3 kez okutulmustur.

Cizelge 3.14. Biyosensor ile plazma MDA tekrarlanabilirlik ¢alismalarina ait ortalama, standart
sapma, CV ve 2SD Araligi

MDA uM | Ortalama sg:g ¢ V”FV”SV&(“’S“V’S’ 28D Arali

0,5 0,002 0,001 %61,86 -0,000-0,004
0,625 0,19 0,01 %3,24 0,17-0,21
1,25 0,99 0,04 %4,08 0,90-1,07
2,5 2,71 0,02 %0,80 2,67-2,75
5 4,89 0,04 %0,87 4,81-4,98

10 10,89 0,01 %0,08 10,87-10,91

20 19,34 0,20 %1,05 18,94-19,75

50 55,71 0,32 %0,57 55,08-56,34

MDA igin ortalama degerimizin % 25’ini izin verilebilir hata kabul

edersek;

50 uM’ ik konsantrasyon igin izin verilen hata diizeyi; 50x0.25=12,5
puM’dir. Izin verilebilir SD, Ea’nin V4 diir. 12,5+4 = 3,125°dir. 0,32<3,125 oldugu
icin 50 pM MDA i¢in giin i¢i kesinlik degeri kabul edilebilir diizeydedir.
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20 uM’ ik konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi; 20x0.25=5 uM’dur.
Izin verilebilir SD, Ea’nin %4 diir. 5+4 = 1,25°dir. 0,20 <1.25 oldugu i¢in 20 uM
MDA i¢in giin i¢i kesinlik degeri kabul edilebilir diizeydedir.

10 uM’ lik konsantrasyon igin izin verilen hata diizeyi; 10x0.25=2,5
uM’dir. izin verilebilir SD, Ea’nin Y4 diir. 2,5+4 = 0,625°dir. 0,008<0,625 oldugu
icin 10 pM MDA i¢in giin i¢i kesinlik degeri kabul edilebilir diizeydedir.

5 uM’ lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi; 5x0.25=1,25
uM’dir.  izin verilebilir SD, Ea’nin Y diir. 1,25+4 = 0,3125°dir. 0,043<0,3125
oldugu i¢in 5 pM MDA i¢in giin i¢i kesinlik degeri kabul edilebilir diizeydedir.

2,5 uM’ lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi; 2,5%0.25=0,625
uM’dir. Izin verilebilir SD, Ea’nin %4 diir. 0,625+4 = 0,15625°dir. 0,02<0,15625
oldugu i¢in 2,5 uM MDA i¢in giin i¢i kesinlik degeri kabul edilebilir diizeydedir.

1,25 uM’ ik konsantrasyon i¢in izin  verilen hata  diizeyi;
1,25%x0.25=0,313 uM’dur. Izin verilebilir SD, Ea’nin %’diir. 0,313+4 = 0,078"dir.
0,04<0,078 oldugu i¢in 1,25 uM MDA igin giin i¢i kesinlik degeri kabul edilebilir
diizeydedir.

0,625 uM> lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi;
0,625x0.25=0,156 uM’dir. ~ izin verilebilir SD, Ea’nin Y diir. 0,156+4 =
0,039°dur. 0,01<0,039 oldugu i¢in 0,625 uM MDA igin giin i¢i kesinlik degeri
kabul edilebilir diizeydedir.

0,5 uM’ lik konsantrasyon i¢in izin verilen hata diizeyi; 0,5%0.25=0,125
uM’dir. [zin verilebilir SD, Ea’nin %’dir. 0,125+4 = 0,031’dir. 0,001<0,031
oldugu i¢in 0,5 uM MDA igin giin i¢i kesinlik degeri kabul edilebilir diizeydedir.

3.4.5. Geri elde calismasi

Geri elde calismasinda MDA i¢in 1,0 M’lik stok standart kullanilmastir.
70,0-0,01 uM araliginda 20 adet standart MDA ¢ozeltisi hazirlanarak kalibrasyon
grafigi bu araliktaki 20 noktaya gore ¢izilmistir. Geri kazanim ¢aligmasi i¢in;

1. Elektrokimyasal hiicreye plazma havuzundan 100 pL alinmistir. 4900 pL fosfat
tamponu ilave edilerek total hacim 5 mL’ye tamamlanmistir. 5 mL’lik ortamda 20
uM MDA konsantrasyonu olusturacak sekilde 1,0 M’lik stok standart

elektrokimyasal hiicreye ilave edilmistir.
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2. Elektrokimyasal hiicreye plazma havuzundan 100 pL alinmistir. 4900 pL fosfat
tamponu ilave edilerek total hacim 5 mL’ye tamamlanmistir. 5 mL’lik ortamda 15
uM MDA konsantrasyonu olusturacak sekilde 1,0 M’lik stok standart
elektrokimyasal hiicreye ilave edilmistir.
3. Elektrokimyasal hiicreye plazma havuzundan 100 pL alinmistir. 4900 pL fosfat
tamponu ilave edilerek total hacim 5 mL’ye tamamlanmistir. 5 mL’lik ortamda 10
uM MDA konsantrasyonu olusturacak sekilde 1,0 M’lik stok standart
elektrokimyasal hiicreye ilave edilmistir.
4. Elektrokimyasal hiicreye plazma havuzundan 100 pL alinmistir. 4900 pL fosfat
tamponu ilave edilerek total hacim 5 mL’ye tamamlanmistir. 5 mL’lik ortamda 5
uM MDA konsantrasyonu olusturacak sekilde 1,0 M’lik stok standart
elektrokimyasal hiicreye ilave edilmistir.

Numune hazirligr ve diger 6n islemler tamamlanarak ornekler cihaza
verilmis ve eklenen standartlara gore %R degerleri hesaplanmis ve ilgili veriler

Cizelge 3.15.’te gosterilmistir.

Cizelge 3.15. MDA igin geri elde verileri

Eklenen
Olciilen Deger Kom\/on n mhl % Recovery
M) M) Degeri (uM)

Plazma 0,04
Plazma Havuzu

+ 20,10 20 20,06 100,33
1,0 M’lik MDA
Plazma Havuzu

+ 17,23 15 17,19 114,59
1,0 M’lik MDA
Plazma Havuzu

+ 10,94 10 10,90 109,00
1,0 M’lik MDA
Plazma Havuzu

+ 5,26 5 5,22 104,42
1,0 M’lik MDA
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3.4.6. Hemoliz, lipemik, ikterik ve dondur-¢oz etkisinin belirlenmesi ¢calismasi

Olusturulan plazma havuzunun hemoliz degeri Olgiilmiis ve (+)
bulunmustur. Hemolizli numune ise (+++) olarak degerlendirilmistir. Dondurma
ve ¢ozme igsleminin MDA o6l¢iimiine etkisini belirlemek amaciyla plazma havuzu -
80°C’de dondurulmustur. Don-¢6z etkisini degerlendirmek iizere numune 1. ve 3. giin
dondurulup ¢oziilerek degerler kaydedilmistir. ikterik, hemoliz ve lipemik numuneler
ile 2 defa dondurup ¢ozme islemi gerceklestirilen numunelerin Slglim sonuglari

kaydedilerek Cizelge 3.16.’da verilmistir.

Cizelge 3.16. Hemoliz, ikterik, lipemik ve dondur-¢6z yapilmis plazma numunelerinde 6lgiilen
MDA degerleri

Olciilen MDA Bazal MDA
— Degerleri (uM) Degerleri (uM) % Fark
Hemoliz (+++) 3,77 2,64 42
ikterik 2,2 2,64 16,6
Lipemik 2,66 2,64 0,76
1. Don-Coz 2,45 2,64 7,1
2. Don-Coz 2,22 2,45 9,4

Cizelge 3.16.’da ifade edildigi iizere hemoliz ve lipemik numuneleri
sirasiyla %42 ve %0,76 daha yiiksek okunmustur. Dolayisiyla numunenin lipemik
olmas1 sensor ile alman oSlgiimlere hi¢ etki etmemektedir. ikterik numune ile
dondurulup ¢oziilen numuneler sirasiyla %16,6; %7,1 ve %9,4 daha disik
okunmustur. Numune dondurulup ¢oziildiiglinde MDA degeri 2,45 uM ve ikinci
kez dondurulup tekrar ¢oziildiigiinde ise 2,22 uM olarak 6l¢iilmiistiir. Dolayistyla
dondurulup tekrar ¢6ziilme sayis1 arttikga MDA degerleri daha diisiik ¢ikmaktadir.

3.4.7. Yiiksek-orta-diisiik LDL diizeyli hastalarda MDA degerlerinin

belirlenmesi

Calismamizda, Selguk iiniversitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez
Biyokimya Laboratuvari’na gelen arta kalan hasta plazma 6rnekleri kullanilmig

olup, hastalarin LDL-kolesterol diizeyleri normal seviyeli (<130 mg/dl) (Grup 1)
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,orta riskli seviye (130-159 mg/dl) Grup 2 ve yiiksek riskli seviyeli (>160 mg/dl)
vakalar (Tietz 1992) ayrilarak her bir grup i¢in n sayisi 5 olarak belirlenmistir.

Sensdr Ol¢iimlerine gdére grup varyanslart homojen oldugundan dolayi
MDA degiskenlerinin grup ortalamalar1 arasinda fark olup olmadigini test etmek
icin Tek Yonlii Varyans Analizi (One-Way ANOVA) uygulanmistir. Varyans
Analizi F testi sonucuna gore tasarlanan biyosensor ile alinan dlgiimlere iliskin
MDA degiskeninin grup ortalamalar1 arasindaki fark istatistiki olarak anlamli

bulunmamustir. ( F(z;lz) =0,676; p=0,527 > a =0,05).

Elektrokimyasal biyosensor Olclimlerine iliskin MDA degiskenlerinin
gruplara goére minimum, maksimum degerleri, ortalamalar1 ve standart sapmalari

Cizelge 3.17.’de, ilgili verilere ait grafik ise Sekil 3.41.’de verilmistir.

Cizelge 3.17. Potansiyometrik olgiimlere iliskin MDA degiskenlerinin gruplara gére minimum-

maksimum degerleri, ortalamalar1 ve standart sapmalari

]‘%ﬁ Maksimum MDA | Ort. 4+ St. Sapma
_g_; 5 degeri (uM) (uM)
Grup 1 (Normal
LDL  diizeyine 12,48 19,71 16,58 +2,73
sahip vakalar)
Grup 2 (Orta
risk LDL
.. . 10,96 21,76 14,70+ 4,31
diizeyine sahip
vakalar)
Grup 3 (Yiiksek
risk LDL
. . 13,25 20,35 17,03+ 2,83
diizeyine sahip
vakalar)
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Sekil 3.41. Elektrokimyasal biyosensor 6l¢iimlerine iliskin MDA degiskenlerinin gruplara gére

minimum-maksimum degerleri, ortalamalar1 ve standart sapmalari

3.5. Metotlarin Karsilastirllmasina Ait Bulgular

Calismamizin son basamagi olan, referans metod ile tasarladigimiz
biyosensdr metoduyla ayni hastalar Tlizerinde gerceklestirdigimiz MDA
diizeylerinin Olgiimleri arasindaki uyum, Cizelge 3.17°de ifade edildigi {izere,
Deming regresyon yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Bu veriler hesaplanirken,
kolorimetrik yontem ve tasarlanan biyosensor ile alinan 6l¢lim sonuglarina ait hata

degerlerinin normal dagilima uygun oldugu Shapiro-Wilk testi uygulanarak

belirlenmistir (p=0,767 > a= 0,05; p=0,612 > o= 0,05).
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Cizelge 3.17. Kolorimetrik yontem ve tasarlanan biyosensor ile alinan 6lgiim sonuglarma ait

Shapiro-Wilk testi ile yontem karsilastirilmasi verileri

Metot X SENSOR_MDA _

Metot Y KOLORIMETRI_MDA _(Referans Metot)

y =-1,0758 + 1,0913 x

Katsayi Standart Hata % 95 Giliven Araligi
Parametre
Sabit (Kesim) -1,0758 3,4599 -8,4967; 6,3450
Orantisal (Egim) 1,0913 0,2123 0,6360; 1,5466

Shapiro-Wilk testi sonuglarina gore kesim noktasi -1,0758’dir ve bu
degere ait %95’lik giiven aralig1 0 (sifir) degerini icermektedir. Egim degeri ise
1,0913"diir ve bu degere ait %95’lik giiven araligi 1 (bir) -degerini igermektedir.
Boylece, kolorimetrik metod ve tasarlanan biyosensor ile 6lciilen MDA degerleri

arasinda sistematik ve orantisal yanlilik gozlenmedigi sonucuna ulasilmistir.

Deming regresyon dogrusuna ait y =-1,0758 + 1,0913x denklemi ile
esitlik dogru denklemi (y=x) grafiklerine bakildiginda kolorimetrik yontem ve
tasarlanan biyosensor ile dlglilen MDA degerlerinin birbirleri ile uyumlu sonug

verdigi gbzlenmektedir.

22
20 ; 7 O
V - g )

10

8" 1 i | i 1 | |

8 10 12 14 16 18 20 22
SENSOR_MDA _

Sekil 3.42. Kolorimetrik yontem ile tasarlanan biyosensor 6lgiimleri arasindaki uyumun deming
regrasyonu
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Olgiimler arasinda herhangi bir sistematik veya orantisal hata
bulunmadigindan Deming regresyon ydntemi yerine Bland-Altman ydntemi
kullanilmasi tercih edilmistir. Bland-Altman yonteminin uygulanabilmesi i¢in
tasarlanan biyosensor MDA ol¢iimleri ile kolorimetrik yontemle MDA ol¢timleri
arasindaki farka iligkin verilerin dagilimmin normal dagilima uymasi
gerekmektedir. Shapiro-Wilk testi sonucunda her iki ydntemle elde edilen
verilerin dagilimimin normal dagilima wuydugu varsayimimin saglandig
goriilmiistir (p=0,059>a =0,05). Her iki oOl¢lim ortalamas1 ile farklar
arasindaki pearson korelasyon katsayist1 r= -0,147 olarak bulunmustur

(p=0,600>a=0,05). Her iki varsayimin saglanmasi durumda elde edilen

Bland-Altman grafigi Sekil 3.43.’te verilmistir.

8F
6

L +1.96 SD
4+ ) 4,6

L o
2t 5 . .

i . Mean
or * N ° 04
2+

I o -1.96 SD
4r 3.8

- © - !
-6 1 1 1 1 1 1 1 1

10 12 14 16 18 20 22 24
Mean of KOLORIMETRI and SENSOR

Sekil 3.43. Bland-Altman grafigi

Tasarlanan biyosensor ile elde edilen MDA 6l¢iim degerleri, Kolorimetrik
yontemle elde edilen degerlerinden 3,8 birim biiyiik, 4,6 birim kii¢iik olarak tespit
edilmis ve Cizelge 3.18.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.18. Yontemlerin karsilagtiriimast

Ortalama Standart Uyum Sinirlari
Metotlar — S p—
(d) apma d £1,96*Std. Sapma
Kolormletrl- 04 2.9 38 16
Sensor
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4. TARTISMA

Lipid peroksidasyonunun; hiicre zarinmn lipid yapisinda degisiklikler
olusturmasi nedeni ile hiicre zar1 islevinin bozulmasi, islev bozukluguna bagh
olarak olusan serbest radikallerin etkisi ile olusan son iiriinler olan aldehitlerin
sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarina neden oldugu
diistintilmektedir. Bu nedenle lipid peroksidasyonu son iiriinii ve oksidatif stresin
biyo belirteci olan MDA tayini 6nem kazanmaktadir. Birgok biyolojik dokuda
analizi yapilan MDA’nin, ¢ogu hastalik durumunda ve hastaliklarin olusum
safhasinda rol aldig: bilinmektedir. MDA tayinine yonelik UV-visible (Zinellu ve
ark 2011), floresans (Cooley ve Lunte 2011, Mbagu ve ark 2012), yiizey artirilmis
raman spektrumu (Zhang ve ark 2010, Zhou ve ark 2015), kiitle spektrometrisi
(Cighetti ve ark 2015), elektron yakalama dedektorii (Stalikas ve Konidari 2001),
HPLC(Lazzarino ve ark 1991, Lepage ve ark 1991, Fukunaga ve ark 1993, Cordis
ve ark 1994, Grotto ve ark 2007, Ying ve ark 2008, Cheng ve ark 2009, Zhang ve
ark 2010, Li ve ark 2013, ElI-Maghrabey ve ark 2014, Domijan ve ark 2015, Zhou
ve ark 2015, Hsu ve ark 2016, Yonny ve ark 2016), GC-MS(Concheiro ve ark
2007, Zelzer ve ark 2013) gibi cihazlarin kullanildigi gesitli yontemler
gelistirilmistir. Diabet, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklarin yani sira birgok
kronik hastalik durumunda kanda yiiksek degerlere sahip MDA, pek cok metot
gelistirilmis olmasina ragmen giliniimiizde c¢ogunlukla HPLC ve kolorimetrik
metotlar kullanilarak 6l¢iilmektedir. TBARS yontemi, biyolojik sistemlerin lipid
peroksidasyonunun degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan kolorimetrik
analiz yontemidir (Ohkawa ve ark 1979, Oakes ve Van Der Kraak 2003, Dawn-
Linsley ve ark 2005, Tokur ve ark 2006, Lovri¢ ve ark 2008).

1983 yilindan cesitli bitki tiirlerinde MDA analizleri HPLC yontemiyle
analiz edilmeye baslanmis, (Hirayama ve ark 1983) HPLC yonteminin
gelistirilmek iizere 1985 yilinda insan plazma MDA analizleriyle devam etmistir.
(Wade ve ark 1985). Giiniimiize kadar gelinen siirecte, bu analitik metotlarda,
uygun bir internal standardin olmamasi biyolojik Orneklerde fizyolojik MDA
konsantrasyonunun  belirlenmesinde  tutarsizliklar  olusturmustur.  Birgok
tiirevlendirilmis HPLC temelli metotlar, plazma TBA-MDA kompleksinin l¢iim

esasina dayandirilmistir. Diger taraftan  referans araliklarinin standardize
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edilememesi biiyiik bir sorun olarak karsimiza ¢ikmistir. Bunlara ilaveten, yiiksek
maliyetli donamim, On islemlerin uzun olmast ve biyomolekiillerin
denatiirasyonuna sebep olabilen etiketleme islemlerine ihtiya¢ duymalar1 bu tayin
tekniklerinin dezavantajlarini olusturur. Bu nedenledir ki, basit donanimlarla
MDA tayini i¢in etiket gerektirmeyen hizli bir yontemin gelistirilmesi gerekliligi

ortaya ¢ikmustir.

2013 yilinda yiiksek hassasiyeti, diisik maliyeti, basit islemleri ve
Minyatiirizasyonunun kolayligi nedeniyle MDA ’nin kantitatif tayini i¢in énemli
bir analitik metot olusturan elektrokimyasal biyosensorler alaninda caligmalar
baglatilmistir (Yuan ve ark 2013). Ancak MDA’nin HPLC ve biyosensor
metotlartyla kantitatif tayininin yapilmasinda molekiil yapisi kisitlayici unsur
olarak arastiricilarin karsisina c¢ikmistir. Bu alanda yapilan g¢alismalar metot
validasyon basamaklar1 uygulanamadan sonuglandirilmistir. Bu metotlarin
kisitlayict unsurlart degerlendirildiginde, herbir metoda 6zgii birden fazla hususun

oldugu goriilmektedir.

Sunulan tez c¢alismasinda, MDA’nin kolorimetrik ve HPLC analitik
yontemlerle analizlerinde, yontem performansina bagli smirliliklar olmasi
nedeniyle yeni bir analiz yonteminin gelistirilmesi saglanmistir. Boylelikle, MDA
tayinine yonelik sensor tasariminda su ana kadar denenmemis olan bir yontem
gelistirilmistir. Mevcut kolorimetrik metot ve referans yontemden modifiye
ettigimiz HPLC ile tasarladigimiz elektrokimyasal sensoriin  verileri
karsilagtirilarak yontem performanslari degerlendirilmistir. Bulgularimiz analitik
dogruluk, duyarlilik, tekrarlanabilirlilik, interferans, linearite, geri kazanim gibi
bircok acidan yontem performansinin degerlendirilmesi ile elde edilmistir. Bu
diisiincelerden yola ¢ikarak, tezin bu bolimii iki bashik altinda tartisilmistir.
Birinci boliimde biyosensor tasariminda farkli 6zellikte cesitli nanopartikiiller
kullanilarak tasarlanan sensorlerin performans faktorleri degerlendirilmistir. Elde
ettigimiz performans faktorleri ile diinya literatiiriindeki benzer c¢alismalar
karsilastirilmigtir.  Ikinci béliimde ise analitik anlamda yiiksek performans
faktoriine sahip tasarladigimiz sensor ile mevcut (Kolorimetrik ve HPLC)

yontemlere ait MDA analiz bulgularinin karsilastirilmasi yapilmaistir.
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4.1. MDA Tayinine Yonelik Hazirlanan Biyosensor Sonuclarinin

Degerlendirilmesi

Bu tez calismasinda, genis potansiyel araliginda ¢alisma imkani sunmast,
akimi ¢ok iyi iletmesi, korozif ortamlara karsi direngli olmasi nedeniyle camsi
karbon elektrot (GC) tercih edilmistir (Ye ve ark 2012, Nardiello ve ark 2015,
Arun ve Sankaran 2016). Kati yiizeylerde filmlerin olusturulmasi sonucu kisitl
elektrot yiizeylerinin ¢esitliliginin artirilabildigi ve bu sekilde modifiye yiizeylerin
molekiiler elektronikten analitik uygulamalara kadar kullaniminin miimkiin
oldugu bilindiginden c¢esitli amaglar dogrultusunda kullanilmasina olanak
saglayabilmek amaciyla camsi karbon elektrot yiizeyi; organik(Kozak ve ark
2015, Gomes ve ark 2016, Sharma ve ark 2016), inorganik (Gan ve ark 2013,
Uzun ve ark 2015, Cittan ve ark 2016) ve polimerik yapilarla modifiye edilmistir.
(Gupta ve Goyal 2015, Aswini ve ark 2016, Hall 2016), Son yillarda yiizeylerin
modifikasyonu amaciyla farkli nano yapilarinda kullanildigi goriilmektedir (Yuan

ve ark 2013, Do ve ark 2014, Hu ve Sun 2016).

Buradan yola ¢ikilarak bu tez ¢alismasinda MWCNT, GR ve Au ile GC
elektrot yilizeyleri modifiye edilmistir MWCNT ve GR ile yiizey modifikasyonu
icin damlatip kurutma islemi uygulanirken Au ile yiizey modifikasyonu
elektrokimyasal olarak gerceklestirilmistir. Bir diger modifiye yiizey olan Au/GC
elektrot yiizeyinin hazirlanmasi i¢in Uglii elektrot sisteminde AQ/AgCI/KClgoy
referans elektroduna karsi -300 mV potansiyel uygulanarak 7200 sn boyunca
kronoamperometrik yontemle elektrot ylizeyinde altinin elektrokimyasal olarak

biriktirilmesi saglanmistir.

Sekil 3.14.-3.23.’te verilen voltamogramlar incelendiginde ferrosen ve
potasyum ferrisiyaniir redoks problarina ait indirgenme-yiikseltgenme
reaksiyonlart i¢in; yalin GC elektrot yiizeyinin elektron transferine modifiye
ylizeylere gore daha az izin verdigi ve modifiye ylizeylerin elektron transferini
katalizledigi goriillmektedir. MWCNT yiizey iletkenligine hem indirgeme hem de
yiikseltgeme yoniinde katalizleyici etkide bulunurken, grafen ve altin yiizeylerin
indirgeme yoniinde elektron transferini katalizledigi yiikseltgenme yoniinde hig
etkisinin olmadigi, AUMWCNT/GC elektrodun ise elektron transferini Au/GC
elektroda gore daha fazla katalizledigi bu durumun da MWCNT’{in ¢ok iyi
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elektrokatalitik ozellik gostermesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (Konuk ve
Oktay 2007, Sahoo ve ark 2010).Hazirlanan elektrot yiizeyleriyle yapilan prob test
sonuglar1 incelendiginde modifikasyonlar sonucunda karbon yilizeyde bir filmin
olusmast ile yalm GC elektrot yiizeyinden farkli yiizeyler elde edildigi
diigtiniilmiistiir. Yuan ve ark., 2013 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada MWNT—
CS’nin bare elektrot yiizeyine modifiye edildiginde, bare elektrot ylizeyine gore
amperometrik akiminda belirgin bir artis oldugunu gozlemlemislerdir. Bu
durumun MWNT’iin miikemmel elektronik iletkenligi nedeniyle, redoks probu ve
elektrot yiizeyi arasinda elektron transferini hizlandirmasindan kaynaklandigini
rapor etmislerdir. Calismamizda elde ettigimiz veriler yuan ve arkdaslarinin

verileriyle uyumludur.

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi teknigi ile elde edilen veriler
degerlendirildiginde (Sekil 3.24.-3.29.) yalin GC elektrot yiizeyi potasyum
ferri/ferrosiyaniir redoks ¢iftinin elektron transferine karsi bir direng gdsterirken
MWCNT, Grafen, HAuCl4.3H.O maddeleriyle ile modifiye edilen GC elektrot
yiizeylerinin elektron transferini katalizledigi tespit edilmistir. Benzer durum
Sekil 3.14. ve 3.23.’te verilen ferrosen ve potasyum ferrisiyaniir redoks problarina
ait voltamgramlarda da gézlenmistir. Dolayisiyla doniisiimlii voltametri teknigi ile
yapilan Olgiimlerle elde edilen sonuglarin elektrokimyasal impedans
spektroskopisi  teknigiyle alman Olgiim  sonuglariyla uyumlu oldugu
gozlemlenmistir. Tim sonuglar incelendiginde; GC elektrot yiizeyinde
modifikasyon sonrasi bir filmin olustugu belirlenmistir. Yalin GC, MWCNT/GC,
Grafen/GC, Au/GC ve Au/MWCNT/GC elektrot yiizeylerinin elektrokimyasal
impedans spektroskopisi teknigiyle karakterizasyonu sonucu elde edilen Nyquist
egrilerine ait ve Cizelge 3.7.’de verilen simiilasyon verilerinden Rp degerinin
Esitlik 3.1.”e uygulanmasi sonucu GC elektrot yiizeyinin MWCNT, Grafen, Au ve
AU/MWCNT ile kaplanma yiizdeleri hesaplanmistir. Esitlik 3.1.’de Rp ve Rp’
sirastyla yalin ve modifiye GC elektrot yiizeylerine ait diren¢ degerlerini ve Q ise
kaplanmanin yiizde olarak oranini ifade etmektedir. Her bir yiizeye ait simulasyon
verilerinin Esitlik 3.1.’e uygulanmas1 sonucu ylizeylerin yiizde kaplanma oram
MWCNT/GC, Grafen/GC, Au/GC ve Au/MWCNT/GC igin sirastyla %98,31;
%99,99; %98,92; %97,94 olarak hesaplanmaistir.
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Elektrokimyasal yontemlerde oOl¢limlerin dogrulugu ve duyarhiligini
negatif yonde etkilemesi nedeniyle kapasitif akimin diisiik olmasi istenir.
AuU/MWCNT/GC ve Au/GC elektrotlara ait doniisiimlii voltamogramlar
incelendiginde; Au/MWCNT/GC elektrot yiizeyindeki elektriksel iletkenlik
yiiksek olmasmma ragmen Au/GC elektrotla alinan Olglimdeki kapasitif akim
degerinin minimuma yakin olmasi sebebiyle ¢alismalarda optimum yiizey olarak

Au/GC elektrot tercih edilmistir.

Cizelge 3.8.’deki temas acis1 degerleri incelendiginde,
Yalin GC, MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC, AuU/MWCNT/GC elektrot ylizeylerinin
su damlasiyla yaptigi temas agilarmin sirasiyla 71,85°+£0,04; 75,95°+0,53;
78,90°+0,08; 72,30°+0,33; 74,15°+0,86 oldugu gorilmektedir. Bu durum
modifiye GC elektrot yiizeylerinin yalin GC elektrot ylizeyinden farkli bir
karakterde oldugunu ve yalin yiizeyin modifikasyon sonucunda hidrofilik
ozelligini bir miktar kaybettigini gostermektedir. Modifiye yiizeyler icerisinde en
hidrofilik olan ylizeyin Au/GC, en hidrofobik yiizeyin ise GR/GC oldugu tespit
edilmistir. MWCNT/GC elektrot ylizeyinin ylizeye Au elektrobiriktirme islemi
uygulanmasindan sonra hidrofobik 6zelligini bir miktar kaybettigi goriilmiistiir.
MWCNT ve GR yapisal olarak C=C baglar icerdiginden elektrot yiizeylerinin bu
yapilarla modifikasyonu sonucunda yiizeyin su ile yaptigi temas acisi, yalin
ylizeyin yaptig1 temas agisindan nispeten daha yiiksek bulunmustur.
AuW/MWCNT/GC elektrot yiizeyinin su ile yapmis oldugu temas agisinin
MWCNT/GC elektrodun su temas agisindan nispeten daha diisiik olmasi, Au ve
MWCNT varliginin elektrot yiizeyinde yapmis oldugu coklu defektlerden
kaynaklanabilecegi  diisliniilmistiir.  Standart sapmanin  Au/MWCNT/GC
elektrotta diger elektrotlara gore nispeten yiikselmesi de bu ylizeyin homojenligini
yizeyde olusan siyrilma  dolayisiyla  kaybetmesinden  kaynaklandig:
diistiniilmektedir (Yang ve ark 2013).

Yalin GC, MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC, Au/MWCNT/GC modifiye
elektrot yiizeylerininin yiizey piiriizliiliigii degerleri Ra (Area Roughness) ve
yiizeyler iizerindeki ¢ukur ve tepeciklere gore hesaplanilan ortalama bir deger
olan RMS (Root Mean Square) degerleri Cizelge 3.9.’da ylizeye ait goriintiiler ise
Sekil 3.30.-3.34.’te verilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde Yalin GC
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elektrot yilizeyine gore MWCNT/GC, GR/GC, Au/GC ve AuU/MWCNT/GC
elektrot ylizeylerinde Ra ve RMS degerlerinde artis olmasi, yilizey piiriizliiliigiinde
bir artis oldugunu ve yalin elektrot ylizeylerinin modifiye oldugunu

gostermektedir.

Yalin ve modifiye elektrot yiizeylerine ait sonuglar degerlendirildiginde en
yiiksek Ra ve RMS degerine sahip ylizeylerin MWCNT ve GR ile modifiye edilen
yiizeyler oldugu bununda molekiillerin boyutu ve yapisal dagilimiyla alakali
oldugu disiiniilmektedir. Au/MWCNT/GC elektrot yiizeyinde ise MWCNT/GC
elektroda gore nispeten daha diisiik Ra ve RMS degerlerinin gézlemlenmesi ise
yiizeyin altin kaplanmasi sirasinda yiizeyden bir miktar siyrilma oldugunu ve
ylizeyin homojenligini kismen kaybettigini gOstermektedir. Bu sonuglar ayni

zamanda temas acisindaki standart sapma artistyla da uyumludur.

4.2. Kolorimetri, HPLC ve Tasarlanan Biyosensor Yontemlerine Ait

Biyoanalitik Performans Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi

Gliniimiizde halen tercih edilmekte olan kolorimetrik yontemin esasi
numunelerin  asidik sartlarda 1sitilmasiyla meydana gelen MDA-TBA
kompleksinin  400-700 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmasina
dayanmaktadir (Hong ve ark 2000, Tukozkan ve ark 2006). Kolorimetrik yontem
basit ve uygulanabilir olmasina ragmen TBA’nin diger karbonil igerikli bilesikler
olan sialik asit, prostaglandin, deoksiriboz ile interferans olusturmasi nedeniyle
segici degildir (Hong ve ark 2000). Buna ilaveten, plazma yag asitleri, TBA ile
95°C’de 1sit1ldiginda oksitlenebilmektedir. Dolayisiyla sonuglar beklenenden gok
daha yiiksek ¢ikmaktadir(Hong ve ark 2000). (Tukozkan ve ark 2006)’nin yapmis
olduklar1 c¢aligmalarinda bu sonuglari destekler niteliktedir. (Tukozkan ve ark
2006)’nin calismasinda MDA seviyeleri karaciger, bobrek, beyin ve plazmada
hem TBARS yontemiyle dogrudan hem de 2,4 dinitrofenilhidrazin ile
tirevlendirilmis HPLC yontemiyle tayin edilerek elde edilen sonuglar
karsilastirtlmistir.  Yapilan istatistik analizleri sonucunda TBARS yontemiyle
alinan sonuglarin, HPLC yontemine kiyasla 6nemli derecede yiiksek oldugunu
gozlemlemislerdir. Doku ve plazma oOrneklerinde TBARS yontemiyle MDA
miktarmin diger yonteme (direkt ve tiirevlendirme isleminden sonra uygulanan

HPLC kiyasla daha yiiksek oOl¢iilmesini, lipit olmayan, MDA’ya benzer bu
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maddelerin interferanst ve TBA reaktif maddelerin olusumu ile agiklamislardir.
Diger taraftan TBA metoduyla alinan Olglimlerde giin igerisinde ve giinler
arasinda alinan sonuglarda tutarsizlik oldugunu rapor ederek TBA testinin lipit
peroksidasyon olayinin degerlendirilmesinde nonspesifik oldugu bildirmislerdir

(Tukozkan ve ark 2006).

MDA lipid peroksidasyonu i¢in biyolojik isarettir ve hassas ve segici
analitik yontem calismalarinda patolojik aragtirmalar i¢in oldukca Onemlidir.
Mendes ve arkadaglarinin 2009 yilinda birden fazla modifiye edilmis TBARS
metodu iizerine yaptiklart aragtirmalarinda, geri elde degerini %71 olarak
bulmalar1 metodun yetersizliginin bir diger bulgusu olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Mendes ve ark 2009). Calismamizda kullanilan kolorimetrik test kitinde recovery
degeri %R belirtilmemis oldugundan kolorimetri deneyine ait verilerle HPLC ve
biyosensor recovery degerlerini karsilastirmamiz miimkiin olamamigstir. HPLC
metoduna ait geri elde verilerimize baktigimizda %R degerleri 94,0-101,5
araliginda bulunmustur. (Cizelge 3.6.) (Li ve ark 2013) yapmis olduklari
caligmada; tlirevlendirici reaktif olarak rodamin B hidrazid (RBH) kullanarak
biyolojik sivilarda MDA’ ’nin tayini i¢in yeni bir HPLC yontemi gelistirmeyi ve
valide etmeyi amaglamiglardir. 50°C’de 40 dakika siireyle asit ortaminda 6n islem
ve tlrevlendirme islemlerinden sonra; RBH tiirevlendirilmis MDA Cl18
kolonunda 25°C’de ayrilmis, 560 nm eksitasyon ve 580 nm emisyon dalga
boylarinda floresan dedektorle tayin edilmistir. Sonuclar 0.8-1500 nM aralikta
0.25 nM tayin limiti ile dogrusallik gdstermistir. Plazma ve idrardan MDA’ nin
geri kazanimi 1.45-3.26% bagil standart sapma ile 91.50 ile 99.20 % dir. HPLC
caligma verilerimizde 0,20 nM % geri elde degerimiz %94 bulunmustur.
Sonuglarimiz (Li ve ark 2013)’nin yapmis olduklart c¢alisma verileriyle

uyumludur.

Diger taraftan, calismamizda HPLC metodu i¢in referansmetot olarak
kullandigimiz (Hong ve ark 2000)’nin 5 uM MDA i¢in geri kazanim degerini
%84 olarak bulmuslardir. Ayn1 konsantrasyon icin ¢alismamizdaki geri kazanim
degerimiz ise %99,84 olarak bulunmustur. Calisma verilerimize ait geri kazanim
degerleri, (Hong ve ark 2000)’nin ¢alismalarina goére analitik performans

degerlendirme kriterlerine gore {istiindiir. Calismamizda kullandigimiz HPLC
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metodunun temeli her ne kadar Hong ve ark.,’nin metoduna dayansada yontem
tizerinde yaptigimiz modifikasyonlarin  sonucunda, analitik performans
bakimindan kabul edilebilirligi daha iistiindiir. Calismalar arasindaki farkliliklar,

kullanilan mobil faz ile ortam sartlarina dayanmaktadir (Hong ve ark 2000).

Diger taraftan biyosensér metoduna ait geri elde verileri
degerlendirildiginde HPLC metodu igin 5,0 uM konsantrasyonda %R degeri
101,5; 4,0 uM konsantrasyonda %R degeri 94,0; 1,25 uM konsantrasyonda %R
degeri 94,56 ve 0,625 uM konsantrasyonda %R degeri 99,84 dolayisiyla %R
degerleri %94,0-101,5 araliginda bulunurken, biyosensor igin 20,0 uM
konsantrasyonda %R degeri 100,3; 15 uM konsantrasyonda %R degeri 114,6; 10
uM konsantrasyonda %R degeri 109,0; 5,0 uM konsantrasyonda %R degeri
104,4; dolayisiyla %R degerleri %100,3-%114,6 araliginda tespit edilmistir.
Dolayistyla bu verilerden yola ¢ikarak biyosensdr ve HPLC verilerimize ait geri

elde degerleri bakimindan metodun iistiin oldugunu sdyleyebiliriz.

HPLC metodu ile Insan kan 6rneklerinde florensan dedektér kullanilarak
gergeklestirilen bir ¢aligmada 0,1-1,04 uM lineer aralik tespit edilmis iken (Wong
ve ark 1987, Tatum ve ark 1990, Carbonneau ve ark 1991, Richard ve ark 1992,
Chirico ve ark 1993, Li ve Chow 1994, Templar ve ark 1999), benzer metot
uygulanan bir diger ¢alismada (Breusing ve ark 2010) bu deger 10-1200 uM
olarak bulunmustur. Sunulan ¢aligmada ise 0,039-20,0 uM olarak tespit edilmistir.
Yiizde uygunluk degerleri hesaplandiginda ise 20 pM igin %102,5; 10 uM igin
%98,1; 0,312 pM i¢in %108,8 olarak tespit edilmistir. (Cizelge 3.4.) Bir yontemin
linearitesi diliisyon islemi yapilmaksizin beklenen degerin % 95-99’unu
Olgebilmelidir. CLIA 88’e goére yontemin linearitesi rapor edilebilir aralik olarak
da tanimlanmaktadir (Tietz 1992, Jung ve ark 2006, Burtis ve ark 2012).Bu
nedenledir ki HPLC yontemimizdeki lineer araligi rapor edilebilir aralik olarak

tanimlanabilir.

Hazirlanan Au/GC elektrodun dogrusal ¢alisma araliginin ve duyarliliginin
belirlenmesi amaciyla, optimum calisma kosullar1 altinda substrat derisimi
degistirilerek Ap-[MDA] grafigi ¢izilerek bu grafik yardimiyla dogrusal calisma
aralig1 belirlenmistir. Sekil 3.37.’deki kalibrasyon egrisinden Au/GC elektrot i¢in
dogrusal c¢alisma araligi 0,01-70,0 uM; duyarliig 0,54mV/uM; gozlenebilme
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smirt (LOD) 0,01 uM ve tayin smirt 0,03 uM olarak bulunmustur.  Yiizde
uygunluk degerlerinin ise % 93,2 ve % 99,70 oldugu tespit edilmistir. (Cizelge
3.11). (Yuan ve ark 2013) 0,1-90 pM araligindaki MDAnin logaritmik
konsantrasyonlarina bagimli bir lineerlik oldugu bulunmustur. Regresyon esitligi;
Al (mA) 4 22.95 + 18.79 log C (mmol/L) ve regresyon katsayist 0,9998 olarak

bulunmustur.

Au/GC elektrot ylizeyinin performans faktorlerini incelemek amaciyla
tekrar tretilebilirlik c¢alismalar1 yapilmistir. Elde edilen potansiyomogramlar
incelendiginde pik potansiyellerinde ciddi bir degisimin olmadig tespit edilmis ve
varyasyon katsayis1 % 0,21 olarak hesaplanmistir. Boylece Au/GC yilizeyin MDA
molekiiline yonelik kullaniminda tekrar {iretilebilirliginin yiiksek oldugu ve
MDA tayininde kararli bir tutum sergiledigi sonucuna varilmistir. Buna ragmen
tekrar kullanilabilirlik ¢alismasinda Au/GC elektrot ile alinan 6l¢iimler sonucu
varyasyon katsayis1 % 37,3 olarak bulunmustur. Dolayisiyla bu elektrodun tekrar
iretilebilirligi s6z konusu iken, tekrar kullanilabilirligi yoniindeki veriler

elektrodun tek kullanimlik oldugunu gdstermektedir.

Kolorimetrik MDA analizinde ise; kullanilan ticari test kitinde lineer aralik
0-50 uM olarak belirtilmis ancak, yapilan analizler sonucunda % uygunluk 1,25
uM icin % 56,04 ve 50 uM icin % 103,44 olarak bulunmustur. Dolayisiyla, bu
verilerden bazilarinin, CLIA88 kriterine gore kabul edilebilir aralikta olmadigi
goriilmektedir. Diger taraftan, giiniimiize kadar gelen TBARS metodu ve HPLC
metodu ile yapilan ¢alismalar ile calismamizin linerate verileri karsilastirildiginda
biyosensordeki yiizde uygunluk degerlerinin CLIA88’e gore kabul edilebilir ve

diger metodlara gore listiin oldugu soylenebilir.

MDA analizine yonelik gelistirilen elektrokimyasal biyosensorler alaninda
ilk ve tek ¢alisma, Yuan ve ekibi tarafindan 2013 yilinda yapilmistir. (Yuan ve ark
2013)’nin yapmis olduklart ¢alismalarinda MDA’ nin kolay tespiti igin ilk kez
karbon nanotiipleri kullanarak elektrokimyasal biyosensorler tasarlamislardir.
Gelistirdikleri bu sensoriin yiiksek hassasiyet, kabul edilebilir segicilik, diisiik
tayin sinirt, 0,1 pmol/L den 90 umol/L'ye dogrusal cevap arali1 gosterdigini ve
MDA’nin kabul edilebilir bir segicilik ile CFH (Human complement factor H)
baglayabildigini rapor etmislerdir.

127



Calismamizda tekrarlanabilirlik degerleri olarak kolorimetrik ticari test kiti
prosediiriindeki degerler dikkate alinmis ve diger calisma metodlar ile
kiyaslanmalarinda bu degerler kullanilmistir. Kit iceriginde, kolorimetrik MDA
analizi i¢in giin-i¢gi CV degeri 10 insan plazmasi bazinda % 5,5 ve giinler-arast
degeri 8 insan plazmasi bazinda %35.9 olarak bildirilmistir. HPLC metoduna ve
biyosensér metoduna ait giin i¢i tekrarlanabilirlik calisma verilerimizi
(Cizelge 3.5. ve Cizelge 3.12.) karsilastirdigimzda ise, biyosensér CV degerinin
birgok konsantrasyon degerinde benzer sonuclar gosterdigini bu bakimdan da

sensoriin iistiinliik gosterdigini ifade edebiliriz.

MDA, LPO’nun kararli iiriinii oldugundan dolay1r siklikla LPO’nun
biyolojik isareti olarak kullanilir. (Domijan ve ark 2015), cesitli biyolojik
numunelerde (insan plazmasi, balik karaciger dokusu ve kiiltiir hiicreleri) MDA
diizeyini belirlemek icin 2-tiyobarbitiirik asit tayinine dayali floresans temelli
HPLC yontemini kullanmislardir. Yontem plazma havuz o6rnekleri kullanilarak
valide edilmistir. Yontemin test edilen dogrusal konsantrasyon araligi (0.15-
3.0 umol/L); giin i¢i degiskenligi (CV) %4.7 ile 7.6% arasinda, glinler arasi
degiskenligi CVs 2.6 ve 6.4 % arasinda ve geri kazanimda 91.2 ile 107.6%
arasindadir. Insan plazmasindaki MDA diizeyini (saglikli erkek, sigara igmeyenler
46.3+4.7 yas, N=38) 2.2+1.4 umol/L; sazan baliginin karaciger hiicresindeki
MDA diizeyini 0.02+0.004 nmol/g doku, kiiltiir hiicrelerinde (insan laringeal
karsinom hiicreleri N=10) MDA diizeyini 0.18+0.02 nmol/ mg protein olarak
bulmuslardir. Kiiltiir hiicreleri gibi diisiik MDA diizeylerinin beklendigi ¢esitli
biyolojik orneklerde, LPO diizeyinin izlenmesinde HPLC-FL yonteminin hizl,
dogru ve gilivenilir oldugunu rapor etmislerdir. Hizli analitik siire¢ ve g¢alisma
stiresinin kisa olmasindan dolayr HPLC-FL yonteminin klinik laboratuvarda
MDA’nin rutin tayininde kullanilabilir oldugunu ileri siirmislerdir (Domijan ve
ark 2015).

HPLC c¢alisma verilerimiz ile (Domijan ve ark 2015)’nin verileri
karsilastirildiginda %CV degerlerinin farkli oldugu bunun yanisira (Templar ve
ark 1999)’in 10 ornek iizerinde giin i¢i CV degerini %3,2-4,2 araliginda tespit
ettikleri calisma sonuglarindan daha yiliksek %CV degerlerine sahip oldugumuz

goriilmektedir. Verilerimize gore 20,0 uM konsantrasyonuna ait %CV degeri 4,41
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olup kesinlik kabul edilebilir. Diger konsantrasyonlarda ise %CV degeri kabul
edilemez diizeydedir. Diger taraftan Breusing ve arkadaslar1 %CV degerini 1-30
olarak bildirmislerdir. Calisma verilerimizle Breusing ve arkadaslarinin verileri

uyumludur.

Biyosensor ¢alisma verilerimizi inceledigimizde 50,0; 20,0; 10,0; 5,0; 2,5;
1,25; 0,625; 0,5uM konsantrasyonunda giin i¢ kesinlik degerleri tiim
konsantrasyonlar i¢in kabul edilebilir diizeydedir. (Yuan ve ark 2013)’nin giin i¢i
kesinlik caligmalar1 yapmadiklari i¢in bu veriler ¢calismamizda kullandigimiz diger
Olciim teknikleriyle karsilastirilmistir. Biyosensor verileri, metot performansi
degerlendirmesinde Onemli bir basamak olan giin igi kesinlik parametreleri

bakimindan ¢alismamizdaki diger metotlara gore {istliinliigiiniin bir gostergesidir.

Lipemik, ikterik, don-¢oz etkileri gibi numune kaynakli faktorlerin
biyosensér metodu ile alinan Ol¢lim sonuglarina etkisi TBARS metodu ile
karsilastirildiginda olduk¢a diisiiktiir. Hemolizli numunenin MDA diizeylerine
olan etkisi biyosensorde daha yiiksek bulunmustur. Dolayisiyla biyosensorlerle
MDA o6l¢iim analizlerinde hemolizli numune kullanilmamasi gerektigi sonucuna
varilmigtir. Biyosensor kullanilarak tayin yapilan tek bir literatiir olmasi ve
yayinda giin i¢i kesinlik ¢aligmasinin yapilmamis olmasi sebebiyle uygulanan

metodlarin kendi igerisinde degerlendirilmesi yapilmistir.

Metodlarin girisim etkisi degerlendirildiginde; TBARS yontemi ile MDA
analizinde 250 mM siikrozun interferansa neden oldugu belirtilmis olup, soz
konusu interfere madde biyosensorde denenmistir. Au/GC elektrodun MDA
cevabina gliserol, siikroz ve gliserol+siikroz’un % girisim etkisi sirasiyla; 0.01;
0,78 ve 2,97 olarak bulunmustur. Bu sonuglar incelendiginde gliserol ve siikrozun
elektrot cevabina 6nemli derecede bir bozucu etki gostermedigi belirlenmistir.
Dolayistyla MDA analizi i¢in biyosensoriin bu alanda da ustiinligii s6z

konusudur.

MDA tayini i¢in rapor edilen diger yontemlerle karsilastirildiginda,
onerilen elektrokimyasal biyosensor basitlik, yiiksek hassasiyet, kisa

tiirevlendirme siiresi ve diisiik interferans gostermistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Gergeklestirilen bu sensor tasarimi ile rutin laboratuarlarda yapilan ve
uzun siire¢ gerektiren biyokimyasal analiz yontemlerinin yerine ¢ok daha hizli ve
giivenilir olan biyosensorlerin kullaniminin da alternatif olarak sunulabilecek
olmas1 bakimindan bilime katki saglayacak, kullanilacak nanomateryallerin bu
amacla ilk kez uygulanacak olmasi ile de biyokimya literatiiriinde 6nemli ve onciil

yer edinecektir.
5.1. Sonuclar

Lipid peroksidasyonunun; hiicre zarinin lipid yapisinda degisikliklere
neden olarak hiicre zar1 islevinin bozulmasi, olusan serbest radikallerin etkisi ile,
son lriinler olan aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarina
neden oldugu bilinmektedir. Buna bagli olarak lipid peroksidasyonu son iiriinii ve
oksidatif stresin biyo belirteci olan MDA tayini bu noktada dnem kazanmaktadir.
Birgok biyolojik dokuda analizi yapilan MDA nin, bir¢ok hastalik durumunda ve
hastaliklarin olusum safhasinda rol aldigi disiintilmektedir. MDA 6l¢iim
analizlerine yonelik pek¢ok metod gelistirilmis olmasina ragmen giliniimiizde
cogunlukla HPLC ve kolorimetrik metodlar kullanilmakla birlikte, bu analitik
metotlarda, uygun bir internal standardin, tayin edilme sinirlari, gliven araligi, giin
ici ve giinler aras1 degisimleri, spesifitesi, sensivitesi, linearitesi gibi analitik

performans kriterlerinin kabul edilebilir sinirlar igerisinde olmamasi nedeniyle
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biyolojik oOrneklerde fizyolojik MDA konsantrasyonunun belirlenmesinde

tutarsizliklar olusturdugu yapilan ¢aligmalarda goriilmektedir.

Tiim bu sorunlar géz Oniine alindiginda son yillarda giindemde olan ve
uygulamalariyla olanaklar platformu olarak nitelendirilen nanoteknoloji
kullanilmigtir. Nanometre 0Ol¢eginde fizik kurallarinin farkli islemesinden,
maddelerin bu Olgekte farkli Gzellikler tasimalarindan, nano Olgekteki
malzemelerin, makro 06lgekli malzemelerin Ozelliklerinden ve de molekiiler
haldeki 6zelliklerinden yararlanilarak, saglik alanlarindan yeni enerji sistemlerine
kadar genis bir yelpazede kullanilan nanoteknoloji temelli MDA analiz yontemi
gelistirilmistir. Bu biyosensoriin kullanilabilirligi tespit edilerek, mobil faza farkl
sekillerdeki altin nanopartikiillerin eklenmesiyle yenilik¢i bir yaklagimla

calismamiz tamamlanmistir.

Klasik biyokimyasal yontemlere goére cok daha segici, hassas, kiigiik
miktarlardaki numunelere dahi kolaylikla uygulanabilen, son yillarda klasik analiz
yontemlerine alternatif olarak gelistirilen ve de daha basit islemlerle ¢ok daha
hizli sonuca ulastiran altin nanopartikiil tabanli elektrokimyasal biyosensor
tasarimin1  gerceklestirilmistir. Diger taraftan, sunulan c¢alismamizda temel
amaglardan bir digeri olan, sonuca en az islemle, en kisa zamanda ve istenen
hassasiyette ulagmasi hedefine de ulasilmistir. HPLC metodu ile yaptigimiz
caligma da hasta plazmasindan 250 pL kullanilarak 12. dakikada 6l¢iim alinirken,
biyosensorde 100 pL hasta plazma 6rnegi kullanilarak 6l¢iim siiremiz 1 dakika
olarak bulundu. Bununla birlikte, metodlarin analitik performans basamaklarini
karsilastirdigimizda, CLIA ve Westgard kritelerine gore linearite, dogruluk, giin
ici tekrarlanabilirlik, geri elde ve interferans deneyleri sonuglar1 basarili bulundu.
Gerek modifiye edilmis olan HPLC metodu ve gerekse tasarladigimiz biyosensor
metodunun verileri, TBARS metoduna gore iistiindiir. Biyosensoér metodunun
kolay uygulanabilir olmasi, yliksek konsntrasyonlarda da linearite géstermesi, geri
elde degerlerinin kabul edilebilir diizeyde olmasi bakimindan HPLC metoduna

gore listlin oldugu ve ayrica avantaj sagladig diisiiniilmektedir.

Sunulan ¢aligmamiz; hizli, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda 6l¢iime olanak
veren, uygulamasinin kolayligi, interferans yapmayan, tekrarlanabilirilik ve geri

elde degerleri kabul edilebilir diizeyde olan ve diger mevcut calisma verileri ile
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kiyaslandiginda analitik perfomansi iistlin olan sistemin gelistirilmis olmasi

bakimindan temel ¢alismadir.

Bu tasarlanan sensoriin, rutin laboratuarlarda uygulanan metotlarin yerine
alternatif olarak sunulabilecek olmasi bakimindan bilime katki saglayacagi,
kullanilacak nanomateryallerin bu amagcla ilk kez uygulanacak olmasi ile de

biyokimya literatiiriinde 6nemli ve Onciil yer edinecegi diisiiniilmektedir.

5.2. Oneriler

MDA tayinine yonelik yapilan calismalara genel bir perspektiften
bakildiginda kullanilan analiz yontemlerinin hazirlanmasi ve optimize edilmesi
icin analiz siiresinin ¢ok ciddi bir zaman kayb1 olusturdugu goéze ¢arpmaktadir.
S6z konusu anlamda gelistirdigimiz biyosensoriin diger metotlara kiyasla iistiin
olarak tespit edilen 6zelliklerinden yola ¢ikarak, ilerleyen calismalarda, numune
sayisinin artirildigl ve giinlerarasi tekrarlanabilirlik ¢alismalarinin da yer alacag
arastirmalarin  yapilmasi1 Onerilmektedir. Bunun yanisira, tasarlanmis olan
biyosensorin protip c¢aligmalarinin yakin zamanda planlanmasinin yapilmasinin

uygun olacag diisliniilmektedir.
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