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MOLEKULER BASKILANMIS POLIMER RESEPTORLERI iLE KOLIN
TESPIiTI ICIN IMPEDIMETRIK BiYOSENSOR GELISTIRILMESI

OZET

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ile elektrot-clektrolit arayiizeyinin
ve analizi yapilacak molekiillerin baglanma kinetiklerinin 6l¢iimii yapilmaktadir.
Elektrokimyasal teknikler i¢inde EIS, molekiiler etkilesimlerin elektrokimyasal
analizlerinde, sensor ve biyosensor teknolojisinin gelistirilmesinde yaygin olarak
kullanilmaya baglanmistir. EIS, 06zellikle afinite temelli biyosensoér ve sensor
uygulamalarinda baglanma boélgeleri ile  sinyal iletim sistemlerinin birbirine
baglanmasinda avantaj saglayan bir yontemdir. Ayrica EIS yontemi; kolay
uygulanabilirlik, hassas oOl¢iim yapabilme kabiliyeti ve diisiik maliyeti ile
elektroanalitik analizlerde de siklikla tercih edilmektedir. EIS yontemi kullanilarak
yapilan analizlerde genellikle ikili ya da iiglii elektrot sistemi kullanilmaktadir. Bu
calismada, elektrokimyasal analizde, ¢alisma elektrodu (kalem grafit elektrot (PGE)),
yardimci elektrot (platin tel) ve referans elektrottan (Ag/AgCl) olusan tiglii elektrot
sistemi kullanilmistir. Calisma elektrodu olarak kalem grafit elektrot kullanilmasi,
yiiksek elektrokimyasal aktivitesi, diisiik maliyeti ve tekrar tretilebilir elektrot
yiizeylerinin olmasi, kolay ulasilabilmesi ve mekanik sertliginin de iyi olmas1 gibi
avantajlarindan dolay1r diger elektrotlara {istlinliik saglamaktadir. Bu avantajlar
kalem grafit elektrotlarin birgok elektroanalitik calismada kullanimini yaygin hale
getirmistir. Bu calismada empedans bazli 6l¢limlerin seciciligini ve spesifikligini
saglamak amaciyla kalem grafit elektrodlar ve molekiiler baskilama yontemiyle
diisiik maliyetli, kolaylikla kullanilabilen, kolin molekiiliiniin hassas ve secici olarak
belirlenmesine yonelik elektrokimyasal biyosensor gelistirilmistir. Kalem grafit
elektrot lizerine molekiiler baskilama yontemiyle kolin baskilanmis olup, daha sonra
kolin molekiilleri elektrot yiizeyinden uzaklastirilarak sadece kolin molekiiliiniin
baglanabilecegi kolin tanima bdlgeleri olusturulmustur. Yiizeyinde farkli miktarlarda
kolin boslugu olan calisma elektrotlarinin, farkli derisimlerde kolin iceren
¢ozeltilerde doniisiimsel voltametri (CV) ve elektrokimyasal empedans 6lgtimlerinin
(EIS) analizi yapilmis, ¢ozeltinin degisen kolin derigsimine karsi verdigi akim, gerilim
ve empedans yanitlar1 incelenmistir. CV ve EIS, elektrot yiizeyinde meydana gelen
degisikliklerin ve etkilesimlerin tespit edilmesinde kullanilan, olduk¢a hassas 6l¢iim
yontemleridir. CV yontemi kullanilarak -500/+500 mV arasinda degisen gerilim
degerine karsi degisen akim yanitlari incelenirken, EIS yontemiyle empedansta
meydana gelen degisimler incelenmektedir.

Bu calismada asetik tampon c¢ozeltisi (ABS) igerisinde optimizasyonu yapilan
elektrotlar kullanmilmistir. Daha sonra elektrotlar negatif ve pozitif kontrol grubu da
dahil olmak tizere toplam alt1 farkl1 elektrot grubuna ayrilarak, deneysel elektrodlarin
tizerine dort farkli kolin derisiminde molekiiler baskilama yapilmistir. Elektrotlarin 5
mM [KsFe(CN)e]™®* redoks cifti iceren fosfat tampon g¢ozeltisi (PBS) igindeki
davranisi CV ve EIS yontemleriyle altt farkli kolin derisiminde karakterize
edilmistir. PBS ¢ozeltisinde yapilan Olgiimlerin sonucunda, kolin derisimindeki
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artigla birlikte artan miktarda molekiil elektrot yiizeyine tutunacagindan, empedansta
da beklendigi gibi bir artig goriilmiistiir. Dort farkli derisimde kolin baskilanan
elektrotlarin tayin araliklar1 alti farkli derisimde kolin i¢eren PBS ¢6zeltisinde tespit
edilerek yapilan regresyon analizine goére en optimum sonucu veren elektrotlar
belirlenerek, bu elektrotlarin segicilik ve spesifisitesi incelenmistir. Elektrotlarin
koline Ozglinliiginii tespit etmek amaciyla, yakin yapidaki TRIS molekiili
kullanilarak spesifisite analizi gergeklestirilmistir. Alt1 farkli kolin derisiminde
yapilan analizlerdeki derisimlerle ayni derisime sahip TRIS ¢ozeltileri hazirlanarak
PBS i¢inde elektrotlarin dlglimleri yapilmistir. Yapilan spesifisite analizi sonucunda,
kolin baskilanarak hazirlanan elektrotlarin koline 6zgii ¢alistig1 gosterilmistir.
Elektrotlarin kan serumunda bulunan kolin miktarinin tespitinde kullanilabilirligi
standart katma metodu yardimiyla gerceklestirilmistir. Bu metotta amag, Grnege
eklenen, sabit hacimde ve derisimi bilinmeyen analite kars1 degisen miktarlarda ve
derisimi bilinen standardin eklenerek enstriiman yanitinda meydana gelen
degisiminin saptanmasi ve bu degisim baz almarak analitin derigsiminin
hesaplanmasidir. Ornege, sabit miktarda (0.5 mL) serum eklenmesine kars1 degisen
miktarda (5, 10, 15 ve 20 mL) ve derisimi bilinen standart eklenerek ve toplam
hacim PBS ile 30 mL’ye tamamlanarak analiz yapilmistir. EIS grafiginden elde
edilen empedans verilerine gore yapilan regresyon analizi ve hesaplamalara goére
kandaki kolin miktarinin 10.64 + 0.546 uM oldugu tespit edilmistir.

Bu tez ¢aligmasinin sonucu olarak kan serumunda kolin tespitinde en basarili yaniti
2E-1ChMPGE elektrodunun verdigi goriilmiistiir. 2E-1ChMPGE elektrodunun tayin
aralig1 71.6 pM-7.16 uM, tayin sinir1 da 71.6 pM olarak tespit edilmistir.
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DEVELOPMENT OF AN IMPEDIMETRIC BIOSENSOR FOR THE
DETECTION OF CHOLINE USING MOLECULARLY IMPRINTED
POLYMER RECEPTORS

SUMMARY

Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) is used to measure the electrode-
electrolyte interface and the binding Kkinetics of the molecules to be analyzed. In
electrochemical techniques, EIS has been widely used in the electrochemical analysis
of molecular interactions and in the development of sensor and biosensor technology.
EIS is an advantageous method of connecting signal transduction systems with
binding sites, especially in affinity-based biosensors and sensor applications. In
addition, the EIS method is preferred in electroanalytical analyzes because of its easy
applicability, precise measurement capability, and low cost. Analyzes, where the EIS
method is utilized are usually carried out in two or three-electrode systems. In this
study, in the EIS analysis, a three-electrode system consisting of a working electrode
(pencil graphite electrode (PGE)), a counter electrode (platinum wire) and a
reference electrode (Ag/AgCl) was used. The pencil graphite electrode as the
working electrode is superior to other carbon-based electrodes due to its advantages
such as high electrochemical activity, low cost and reproducibility of electrode
surfaces, ease of accessibility and good mechanical rigidity. These advantages have
made the use of pencil graphite electrodes widespread in many electroanalytical
studies. In this study, electrochemical biosensor has been developed with low cost
and easily usable for the determination of choline molecule by using pencil graphite
electrodes and molecular imprinting (MIP) method in order to provide highly
selective and specific impedance-based measurements. Choline was imprinted on the
graphite electrode surface by molecular imprinting method. Then these choline
molecules as a template molecule were removed from the electrode surface and
choline recognition sites were formed which could only bind the choline molecule.
Working electrodes with different amounts of choline recognition sites on the surface
were analyzed in choline-containing solutions at different choline concentrations.
Their current, voltage and impedance responses to the changing choline
concentration of the solution were investigated on cyclic voltammetry (CV) and EIS
methods. CV and EIS are highly sensitive and accurate methods which are used to
detect changes and interactions on the electrode surface. In this study, the changes in
impedance are examined by EIS method while changing current responses with
varying voltage values between -500/+500 mV are examined by CV method.

In this study, electrodes optimized in acetic buffer solution (ABS) were used. The
electrodes were then divided into a total of six different electrode groups, including
the negative and positive control groups, and molecular imprinting was applied on
the experimental electrodes at four different choline concentrations which were
named as 2E-1ChMPGE, 5E-1ChMPGE, 10E-1ChMPGE and 20E-1ChMPGE
according to imprinted concentrations. The behavior of the electrodes in phosphate
buffer solution (PBS) containing 5 mM [KsFe(CN)s]** redox pairs was
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characterized by CV and EIS methods at six different choline concentrations which
were E-11 M, E-10 M, E-9 M, E-8 M, E-7 M and E-6 M. As a result of the
measurements made in the PBS solution, an increase in the impedance was observed
as expected due to the increasing amount of choline concentration attached to the
electrode surface. When the choline sites on the electrode surface also increase with
increasing imprinted choline concentration, more choline can be attached to these
sites since choline-binding properties are affected. Thus, the diameter of the
semicircle of the Nyquist diagram, R, increases due to choline adsorption to the
electrodes. As a result of regression analysis based on impedance values, 2E-
1ChMPGE, 5E-1ChMPGE, 10E-1ChMPGE and 20E-1ChMPGE electrodes success
choline detection in the rate of 97.96%, 97.98%, 96.88% and 91.99%, respectively.
The detection range (DR) of four different concentrations of choline imprinted
electrodes were determined in PBS solution containing six different concentrations
of choline. The electrodes giving most optimum results were determined according
to the regression analysis, and the selectivity and specificity of these electrodes were
examined. In order to determine the specificity of the electrodes to choline,
specificity analysis was performed using the TRIS molecule having a similar
structure.

In order to show that the responses of the electrodes were specific to choline,
specificity analysis was performed to investigate the responses to the different
molecule. The specificity of choline imprinted pencil graphite electrodes was
conducted on TRIS (hydroxymethyl) aminomethane molecule to show that the
electrodes made a choline specific detection. For analysis, the PBS solutions of TRIS
were prepared. Then, the electrodes were analyzed in PBS containing TRIS solutions
as the same concentrations with six different choline concentrations. As a result of
the EIS responses, it is seen that impedance and Rt values decrease in the increasing
number of moles of TRIS in PBS. This demonstrates that the added TRIS does not
bind to the choline sites on the electrode surface and stands in the solution. In this
way, the conductivity of the solution increased. It has been found that with increasing
solution conductivity, the current flow increases and thus the impedance decreases as
expected. In consequence, a successful specificity analysis was performed in 95.21%
for 2E-1ChMPGE and 94.54% for 5E-1ChMPGE electrodes.

The usability of the electrodes in determining the amount of choline in the blood
serum was conducted by using the standard addition method. This method is
preferred as the calibration method for the determination of an analyte whose
concentration is unknown in complex matrices such as biological liquids, soil
samples, etc. The signal obtained from the analyte may be blocked by other
components present in the complex matrix and error can occur while the
determination of analyte concentration. Standard addition method can overcome this
problem to a great extent. The main purpose of this method is to insert analyte and
standard to the sample and observe changes in instrument response which is
impedance for this thesis. It is assumed that the variety in impedance response
between the analyte sample and sample results only from the change in analyte
concentration. The standard addition method was performed by adding a constant
amount (0.5 mL) of serum versus a varying amount (5, 10, 15 and 20 mL) and the
known concentration of the standard. And PBS was added until the total sample
volume was 30 mL. The EIS results for the 2E-1ChMPGE and 5E-1ChMPGE
electrodes show the correlation between increased choline concentration and
impedance which indicate the binding of choline. In accordance with EIS graphs of
2E-1ChMPGE and 5E-1ChMPGE electrodes, it is seen that impedance and Rt
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values increase regularly. According to the regression analysis and calculations made
based on the impedance data obtained from the EIS graph, the amount of choline in
the blood was found to be 10.64 + 0.546 uM. In the standard addition method, the
analysis was completed 98,32% success rate for 2E-1ChMPGE and 94,12% success
rate for 5SE-1ChMPGE electrode.

As a result of this study, it was seen that the most successful response in the
detection of choline in blood serum was given by 2E-1ChMPGE electrode. The
detection range of 2E-1ChMPGE electrode is 71.6 pM-7.16 uM and the limit of
detection is 71.6 pM. Besides, the preferred molecular imprinting method for choline
detection is superior to many electrochemical studies in the literature as it is
particularly easy to apply and economical, and can measure in a short time and at a
wide detection limit. The low cost of PGE production, the analysis time is between
4.5-5 minutes and the determination range is wide indicate that the biosensor
developed in this study can be used effectively in choline detection.

XXV






1. GIRIS

Gilinlimiizde ¢evre, ziraat, savunma, tip, biyomedikal gibi bir¢ok alanda kullanilan ve
kullanim1 gittikce yayginlasan biyosensorler, analizi yapilacak Ornekler igindeki
kimyasal maddelerin degisen derisimi ya da aktivitelerine segici bir sekilde cevap
verebilen ve bu cevaplar elektriksel sinyallere donistiirebilen sistemlerdir.
Biyosensorler analizi yapilmak istenen maddeyle etkileserek onu tanir ve etkilesim
sonucu meydana gelen degisimi o maddenin derisimi, yogunlugu, miktar1 gibi
biiyiikliiklerle iligkilendirir. Biyosensorler 6zellikle saglik alaninda aktif bir sekilde
kullanilmaktadir. Yaygin olarak hastalik yapici viriis, bakteri gibi yapilarin
tespitinde, viicut i¢in zararli olan maddelerin miktarinin belirlenmesinde ya da viicut
icindeki miktar1 veya miktarindaki degisim bir hastalik belirteci olarak kullanilabilen
molekiillerin tespitinde tercih edilmektedir. Molekiiler tanima yetenegine sahip
olmas1 biyosensorleri hastaneye ihtiya¢ duymadan her alanda rahatlikla kullanilabilir
hale getirmektedir. Bu tip biyosensorler point-of-care (POC) cihazlar sinifinda yer
alirken hastaliklarin tanisi, teshisi ve izlenmesinde oldukca etkili, kullanim1 kolay,
taginabilir, hizli, hassas ve ucuz sistemlerdir. Biyosensorlerde molekiillerin tayini
cesitli yollarla yapilabilirken, elektrokimyasal yontemler en yaygin kullanilanlar
arasindadir. Elektrokimyasal biyosensorler, yapilarinda enzim, hiicre, doku, niikleik
asit gibi maddeleri barindirir. Ayrica tespit edilmek istenen molekiillerin, iyonlarin
ya da bilesiklerin derisimine bagli olarak yanit vererek elektriksel sinyaller
olusmasini saglar. Derisimde meydana gelen degisim akim, gerilim ya da empedans

gibi elektriksel 6zelliklerin de degismesine neden olur.

Elektrokimyasal analize dayali biyosensorlerde kullanilan elektrotlarda molekiil
tayini yapabilmek i¢in molekiiler baskilama yontemi kullanilarak seciciligin
arttirtlmasi saglanabilir. Molekiiler baskilama yontemi, elektrotlar iizerinde molekiile
0zgl tanima bolgeleri olusturarak, molekiiliin o bolgelere tutunmasini saglar. Bu
tanima bolgelerinin olusturulmasinda oldukga diisiik derisimlerde biyomolekiiller
kullanilarak yiiksek hassasiyette ve secicilikte biyosensorler meydana getirilir.

Molekiiler baskilama yontemiyle viicutta bulunan aminoasit, hormon, enzim, tuz



yapilari, vitamin ya da hastalik belirteci olarak goriilen maddeler uygun elektrotlar

tizerine baskilanarak tayin edilebilir.

Kolin viicutta 6nemli metabolik rol oynayan, suda ¢6ziinen bir B vitamini tiirtidiir.
Kan serumunda 7 uM seviyesinde bulunan kolin molekiiliiniin miktarindaki degisim
de Alzheimer, Parkinson, prostat ve pankreas kanserleri, bazi karaciger ve akciger
hastaliklari, otizm gibi bazi hastaliklarin habercisi olarak kullanilmaktadir. Bu
nedenle kolin miktarindaki degisimin saptanmasi hastalik teshisinde kullanilabilen

bir parametre haline gelmistir.

Daha once yapilan g¢aligmalarda elektrokimyasal yontemler kullanilarak iiretilen
kolin biyosensdrleri bulunmaktadir. Daha ¢ok amperometrik yontemler kullanilarak
iretilen bu biyosensorler, enzimatik tepkimelerin agiga ¢ikardigi hidrojen peroksitin
(H202) oksidasyonuna dayanir. Yapilan baska galismalarda metilen mavisi, prusya

mavisi gibi medyatorler kullanilarak kolin tespiti yapilmistir.

Bu ¢alismada daha once kolin molekiilii i¢in denenmemis olan molekiiler baskilama
yontemi kullanilarak kolinin kalem grafit elektrot (PGE) iizerine baskilanmasiyla,
koline duyarli biyosensor iiretilmistir. Kolinin molekiiler baskilamasi yapilirken
fonksiyonel monomer olarak metakriloamidoglutamik asit (MAGA), ¢apraz
baglayic1 olarak etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ve baslatict olarak o-&
izobiitronitril (AIBN) kullanilmistir. PGE’lerin  ultraviyole (UV) altinda
bekletilmesiyle polimerizasyon tamamlanarak baskilama iglemi gergeklestirilmistir.
PGE’lerin HCI1 ve deiyonize suyla yikanmasi sonucunda kolinler uzaklastirilarak
koline 6zgli baglanma bolgeleri olusturulmustur. PGE’lerin {izerinde olusan kolin
bosluklarina kolinin tutunmasiyla elektrotta meydana gelen empedans, akim ve
gerilim gibi elektriksel Ozelliklerin  degisimi  elektrokimyasal —empedans
spektroskopisi kullanilarak analiz edilmistir. Analiz sonucunda elde edilen CV ve
EIS verileri goz oniine alinarak impedimetrik biyosensor gelistirilmistir. Daha sonra
biyosensor, klinik uygulamalarda kullaniminin giivenilir ve uygulanabilir oldugunun
gosterilmesi i¢in kan serumunda test edilmistir. Bu ¢alisma, kolinin tayinini
kolaylastirarak, islem maliyetini diisiirlip, yiiksek secicilik ve hassasiyette, anahtar-
kilit yontemi ile farkli molekiiller iceren ¢6zeltide kolin tayininin dogru ve giivenilir

sekilde yapilmasi i¢in gerceklestirilmistir.



2. BIYOSENSORLER

Biyolojik sensor ifadesinin kisaltmasi olarak kullanilan biyosensorler, biyolojik
tanima mekanizmasiyla algiladigi biyolojik cevabi elektriksel sinyale doniistiirerek
analiz edilmesini saglayan cihazlardir. Analiz edilecek olan maddenin belirlenen
algilayiciyla (elektrotlar, polimerler vb.) etkilesime girmesi sonucu ortaya c¢ikan
sinyalin, iletici bir sistemle birlestirilmesi ve l¢iim sistemine aktarilmasi seklinde
calisir. Biyosensorler sivi ya da gaz ortamda bulunan, analizi yapilmak istenen
maddelerin nicel ve nitel tayinini yapabilmektedir.

Biyosensorlerin tip, miithendislik, gida, ziraat, eczacilik, tekstil, savunma gibi bir¢cok
alanda kullanilabilmesine olanak saglayan durum kimya, biyoloji, fizik gibi bir¢cok
alanin multidisipliner bir ¢er¢cevede bir araya gelmesiyle miimkiin olmustur [1-3].
Biyosensorlerin geleneksel yontemlere alternatif olarak kullanilmasini saglayan en
biiylik avantaji gercek zamanli cevap verebilmesidir. Bu 6zelliginin yani sira, genis
derisim araliginda kullanilabilmeleri ve belirlenen maddeye 0zgii olmalart da
biyosensorleri avantajli hale getirmektedir. Ancak biyobilesenlerin sicaklik, pH gibi
ortam sartlarina duyarli olmasi, biyosensorlerin kullanim dmriiniin kisalmasina neden

olur ve bu durum da biyosensoérlerin dezavantaji olarak yer almaktadir [4,5].

2.1 Biyosensorlerin Kullanim Alanlar:

Biyosensorler ¢evresel ve tibbi analizlerde, siireclerin takip edilmesinde, ilag
analizleri, savunma faaliyetleri gibi ¢esitli birgok alanda rahatlikla kullanilabilmekte

ve kullanimi1 da giderek yayginlagsmaktadir. Biyosensorler;

e Tip; hormon, enzim, glikoz gibi molekiillerin teshisi ve dl¢limii yani temel ve

klinik teshis, tayin ve incelemelerde,
e Ziraat, veterinerlik, biyoloji, kimya gibi alanlarda yapilan ¢esitli analizlerde,

e (Cevre; hava, toprak ve suyun bilesenlerinin tayininde, ¢evre kirliliklerinin

incelenmesinde, toksik gaz analizlerinde,

o Askeri; 6zellikle savunma sanayisinde, biyoreaktor kontrol ve analitiginde,



e Ilac analizi ve ilaglarin etkilesimlerinin belirlenmesinde,

e Biyomedikal; o0zellikle hastaliklarin teshisinde g¢esitli biyomolekiillerin
taninmasina dayanan, hastay1 X 111 gibi zararl 1sinlardan korumaya yonelik

sistem gelistirilmesinde,

e Molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji; 6zellikle bakteri, viriis, DNA

analizlerinde, ilag-DNA etkilesimlerinin belirlenmesinde kullanilabilir.

Biyosensorler, fizikokimyasal dontistiiriicii ile iliskilendirilen, molekiiler tanima
yetenegine sahip cihazlar oldugu icin point-of-care (POC) cihazlar olarak
siniflandirilabilir ve sadece hastane ortaminda degil evde ve klinikte yani hastaya
yakin bir sekilde rahatlikla kullanilabilir. POC cihazlarinin en temel ve kritik bileseni
performans:t dogrudan etkileyen biyosensorlerdir ve bu biyosensorler sayesinde
cesitli hastaliklarin tanisi, izlenmesi ve yonetimi i¢in kullanilan biyobelirtecler tespit
edilebilir ya da dlgiilebilir. Cesitli biyobelirteclerin kantitatif tespitinin yapilabildigi
POC cihazlan tasinabilir, kullanim1 kolay, klinik ve biyokimyasal analiz cihazlar
sayesinde gelistirilmistir. Bu nedenle POC cihazlar1 hastaliklar hakkinda hizli klinik
karar vermeyi saglayarak erken bir asamada tedaviyi ve tibbi miidaheleyi
kolaylastirarak hastanin iyilesmesini 6nemli derecede etkilemektedir. Hastaliklarin
erken asamada teshis edilmesine olanak tanidigi i¢in tedaviye erken baglanarak
saglik durumunun daha g¢abuk iyilestirilmesini saglar. Bu biyosensoérler, fizyolojik
stvilarin  yiiksek duyarlilik ve ozgiilliikle test edilmesini saglayarak ozellikle
otoimmiin hastaliklarin takip edilmesinde tercih edilen sistemler haline gelmistir
[6,7]. POC cihazlarinin, tedavi siiresini kisaltmasi, inme alt tiplerini siniflandirmasi
ve hastanin sonucunu iyilestirmesi gibi avantajlarinin olmasi hasta yonetimindeki
onemini arttirmaktadir. Bu nedenlerle son yillarda POC cihazlarina gosterilen ilginin
yogunlagsmasiyla 2016’da 23.16 milyon dolar olan POC cihazlarinin kiiresel
pazardaki payinin 2021°de 36.96 milyon dolara ¢ikacagi oOngoriilmektedir [8].
Ayrica, mikroakigkanlar, ¢ip iistii laboratuvar teknolojileri, sistem entegrasyonu,
cthaz otomasyonu ve sinyal okuma gibi tamamlayict teknolojiler istenilen POC

cihazlarinin gelistirilmesine yardimci olmaktadir.

2.2 Biyosensorlerin Tasimasi Gereken Temel Ozellikler

Biyosensorlerde bulunmasi gerekli olan parametreler sunlardir;



Segicilik, gelistirilen biyosensorlerin, biyoaktif bilesenin de i¢inde bulundugu her
tirlii ortama ragmen, ortamda bulunan diger maddelerden ve ortam
parametrelerinden minimum seviyede etkilenmesi ve analizi yapilacak maddenin en
iyi sekilde analizine olanak saglamasi olarak tanimlanir. Ayrica biyosensdrlerin
tepkimelerdeki fiziksel parametrelerden ve degisimlerden de miimkiin oldugu kadar

az etkilenmesi beklenmektedir.

Kullanim omriiniin kisa ya da uzun olmasi sensoOriin diger parametrelerini de
yakindan ilgilendiren bir durumdur. Ozellikle enzim temelli biyosensorlerde, enzim

aktivitesindeki diigiis biyosensoriin kullanim dmriiniin kisaltmaktadir.

Tekrarlanabilirlik, biyosensoriin aynm1 ozellikteki ¢ozeltilere daldirilmasiyla ve pes
pese yapilan analizler sonucunda, Slglimlerin standart sapmasinin ve korelasyon
katsayisinin  hesaplanmasiyla belirlenen bir parametredir. Analizi yapilacak
maddenin kararliligi, saflik seviyesi ve aktivitesi tekrarlanabilirligini etkileyen
faktorlerdir. Analiz sonucunda elde edilen sonuglarin pratikte ayni olmasi pek
miimkiin olmadig1 i¢in birbirine yakin olmasi da biyosensdriin giivenilirligini arttiran

bir durumdur.

Hizli yanit siiresine sahip olmasit biyosensorlerin  kullanimini avantajli  hale
getirmistir. 2 farkli 6l¢iim arasinda gecen siire yanit siiresi olarak adlandirilir ve

idealde ¢ok kisa olmasi beklenir.

Kolay iretilebilir ve maliyetinin diisiik olmasi bu tip sensorlerin seri olarak ve fazla
miktarda iiretilmesine olanak saglar. Biyosensorlerin ucuz, taginabilir, tasarimi kolay

ve tek kullanimlik olmasi yaygin bir sekilde kullanilmasina imkan tanir.

Kararlilik, biyosensorlerin émriiniin uzun olup olmadigi, ayn1 materyalle ne kadar
fazla sayida analiz yapilabilecegi ile ilgilidir. Kararli bir biyosensor ¢ok sayida
analize imkan vererek ekonomik olarak da avantaj saglar. Bir biyosensoriin
kararlilig: fiziksel dayanikliliginin yani sira, sicaklik ve pH gibi ortam kosullarindan

da etkilenmektedir.

Kalibrasyona ihtiyacinin az olmasi ya da kalibrasyona ihtiya¢ duymamasi ideal

biyosensoriin tagimasi beklenen bir 6zelliktir.

Duyarliligin yiiksek olmasi, elektrotlardan alinan cevabin sadece belirlenen analite

gore degismesini ifade eder.



Tayin sinirinin belirli bir derigimin altinda olmasi ve tayin araliginin da genis olmasi
biyosensorlerde olmasi beklenen o&zellikler olup elektrot yiizeyinin genisligi,
kaplanan polimer tabakasinin kalinlig1 ve afinite gibi 6zellikler bu degerleri etkileyen

faktorlerdir [9].

Boyutunun kiigiiltiilebilmesi ve sterilize edilebilir olmas1 biyosensoriin tasarimda
onemli bir rol oynar. Ancak, analitin fiziksel dayaniklilig1 sterilizasyonu etkileyen

onemli bir faktordiir [10].

2.3 Biyosensorlerin Algilayicilar ve Doniistiiriiciilerden Olusan Yapisi

Biyosensorler, Sekil 3.1°de gosterildigi gibi temelde 2 kisimdan olusur; biyo
algilayict olarak da adlandirilan reseptor, tantyici kisim, segici tanima gorevini
gerceklestirir yani analizi yapilacak maddenin algilanmasina bagli olarak hedef
analitin derisimiyle orantili bir sekilde sinyal iiretilmesini saglar. Substrat ile
biyobilesenin tepkimeye girmesi sonucu, yiikseltgenme-indirgenme tepkimeleri,
proton derisiminin degisimi, kiitle degisimi, 1s1 ya da 151k emisyonu, absorpsiyonu
gerceklesebilir. Boylelikle meydana gelen iirlinlerin, 1s1, 11k, sicaklik, akim,
potansiyel ya da elektrokimyasal degisimler gibi Olciilebilir forma yani elekronik
sinyallere donistiiriilmesi sinyal doniistiiriicii sayesinde olur. Sonug olarak, analit
derisimiyle dogru orantili olan elektriksel sinyaller elde edilmis olur [11]. Ayrica
elde edilen sinyaller giiglendirilebilir, islenebilir ya da depolanabilir [12].
Dontstiiriictiler; elektrokimyasal, optik, kiitle ve 1s1 degisimine dayanan
dontstiiriiciiler olarak 4 grupta incelenebilir. Doniistiiriicii tiirleri ve calisma
prensipleri Cizelge 3.1’de 6zetlenmistir. Sensorlerde kaydedici olarak adlandirilan
kisim, doniistiiriicii tarafindan istenen forma getirilen sinyallerin goriintiilenmesini ve

kaydedilmesini saglar.
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Sekil 2.1: Biyosensorlerin yapisi [13,14].

Cizelge 2.1: Doniistiirlicti ¢esitleri ve calisma prensipleri [15].

Doniistiiriicii

Calisma Prensibi

Elektrokimyasal Sensdrler

Potansiyometrik

Amperometrik

Voltametrik

Alan etkili (FET) (ISFET)

Optik Sensorler

Reflektans

Luminesans

Floresans

Isik sacilimi

Absorbans

Analiz edilecek madde ile elektrotlar arasindaki
etkilesime  dayanarak olusan elektriksel
sinyalleri 6l¢en sensorlerdir.

Referans elektrot ile ¢aligma elektrodu arasinda
olusan potansiyel farkin o6lgiilmesi esasina
dayanir.

Sabit bir gerilim uygulandiginda, akim
degerinin dl¢limii prensibine dayanir.

Devredeki rezistans, kapasitans, iletkenlik ya da
empedans degisiminin 6l¢iilmesine dayanir.

Yart iletken teknolojisisiyle iretilen, giris
voltajinin modiile edilmesi esasina dayanir.

Analiz edilecek maddenin derisimine bagh
olarak optik ozelliklerin degisiminin
6l¢iilmesine dayanir.

Gegirgen olmayan ortamlarda, analitin yan1 sira
immobilize edilen bir belirtecin kullanilmasiyla
6l¢liim yapilir.

Gergeklesen kimyasal bir tepkimenin yaydigi
151k siddetinin 6l¢iilmesi esasina dayanir.

Isinlamayla olusan pozitif salinim etkisinin
6l¢lilmesine dayanir.

Isigmm  farkli  maddelerle  etkilesiminde,
saciliminda goriilen farkliliklara dayanir.

Gegirgen bir ortamda, analitin ya da tepkimeye
girebilecegi belirteclerin absorplama
ozelliklerinin kullanilmasina dayanir.




Cizelge 2.1 (Devam): Doniistiiriicii gesitleri ve ¢alisma prensipleri [15].

Kirilma indisi

Optotermal etki

Termal Sensorler

Kiitle Hassas Sensorler

Piezoelekrik sensorler

Yiizey akustik dalga sensorleri

Elektriksel Sensorler

Metal oksit yart iletken sensorler

Organik yari iletken sensorler

Elektrolitik iletkenlik sensorleri

Elektriksel gecirgenlik sensorleri

Manyetik Sensdrler

Digerleri

Cozeltinin igerisinde yer
degisiminin 6l¢iilmesidir.

alan bilesenlerin

Isigin  sogrulmasiyla olusan 1si1l etkinin

6l¢iilmesi prenbine dayanur.

Analiz edilecek maddeyi iceren bir kimyasal
tepkimenin ya da analitin ylizeye tutunma
oraninin olusturdugu 1s1 etkisinin 6lgiilmesi
esasina dayanir.

Analitin ylizeyde birikmesiyle gergeklesen kiitle
degisikliklerini 6l¢gmeye dayanir.

Analitin kiitlesinin artiginin meydana getirdigi
frekans degisiminin dl¢lilmesine dayanir.

Analitin ¢okmesiyle meydana gelen akustik
dalganin  yayilma hizindaki farkliliklarin
6l¢iilmesi prenbine dayanur.

Elektrokimyasal bir islem olmadan, analitin
elektriksel — ozelliklerinde meydana gelen
degisimin tespit edilip anlamli bir sinyale
yiikseltilmesiyle meydana gelen sensorlerdir.

Gaz faz detektorii olarak kullanilan bu sensdrler
analit gaz bilesenlerinin tersinir indirgenme
tepkimeleri kullanilarak elde edilir.

Yik aktarim birimlerinin meydana gelmesi
prensibine dayanir.

Bir elektrolit ¢ozeltideki iyonlarin hareketiyle
meydana gelen akimin Olgiilmesi prensibine
dayanir.

Manyetik aki yogunlugunda meydana gelen
degisimin dl¢iilmesi temeline dayanir.

Gaz maddelerin analizi yapilirken,
paramanyetik ozelliklerinde gerceklesen
degisikliklerin 6l¢iilmesine dayanur.

o, f,y 1simalarm1~ temel alan  radyasyon

sensorleri gibi sensorlerin, analitin kimyasal
bilesenlerini belirlemesi temelli sensorler 6rnek
olarak verilebilir.




3. ELEKTROKIMYASAL OLCUM

Redoks (indirgenme-yiikseltgenme) tepkimelerinin ger¢eklesmesiyle elektriksel
enerjinin tretildigi veya harcandigi tepkimelerin tiimiinii i¢ine alan bilim dalina
elektrokimya denir. Elektron aktarimi, yiikseltgenme (elektron kaybi) — indirgenme
(elektron kazanimi) tepkimelerinin gerceklesmesiyle olur. Elektrokimyasal
tepkimeler, elektrokimyasal hiicre olarak adlandirilan hiicrelerde, elektronlarin bir
yerden bagka bir yere gecisiyle gergeklesir ve bu tepkimelerin gerceklesmesi igin,
analiz edilecek maddeyi iceren elektriksel iletkenlige sahip bir ¢ozelti, (genellikle
tampon ¢ozelti olarak adlandirilir), elektrot sistemi (ikili veya iiglil) ve de
elektrotlarin birbirine baglanmasina yarayan gevrim sistemi gereklidir. Genel olarak,
hiicre igerisindeki tepkimenin elektrotlara miimkiin oldugunca yakin gerceklesmesi
istenir ¢linkii iiriinler her yone ve ylizeyden uzaklasacak sekilde dagilim gosterebilir.

Bu durum da elde edilmesi beklenen sinyalde farkliliklara neden olabilir [16,17].

3.1 Elektrokimyasal Analizde Kullanilan Elektrotlar

Elektrokimyasal analizde kullanilacak elektrot sistemleri iki elektrotlu veya {i¢
elektrotlu sistemlerdir. Iki elektrotlu sistemlerin yam sira {i¢ elektrotlu sistemlerde
calisma ve yardimci elektroda ek olarak bir de referans elektrot yer almaktadir. Ug
elektrotlu elektrokimyasal bir 6l¢iim i¢in kullanilan deney diizenegi Sekil 3.1°de
gosterilmistir. Referans elektrot konumlandirilirken polarizasyon katmanina yakin
olmast saglanir. Boylelikle polarizasyon ¢ift katmanli kapasiteden ¢alisma
elektroduna dogru olan voltaj farkinin Glgiilmesini saglar. Kiitle taginimi, kimyasal
ve adsorpsiyon adimlari ve elektron transferlerinin tiimiiniin toplanmasiyla, hiicrede

olusan toplam potansiyel hesaplanabilir [18].



Potensiyostat I

Yardime: Elektrot

Analit

Calisma Elektrotu —>

<—{ Referans Elektrot

Tampon Cozeltisi

Sekil 3.1: Uclii elektrot sistemi.

3.1.1 Referans elektrot

Elektrokimyasal analizlerde, potansiyeli sabit kalan, ¢ézeltinin bilesiminden ve dis
ortamlardan etkilenmeyen elektrotlar referans elektrot olarak adlandirilir. Anot
potansiyeli ile katot potansiyeli arasindaki farka hiicre potansiyeli denir ve elektron
enerjisinin dl¢limi olarak ifade edilir. Referans elektrot, uygulanan ve degeri bilinen
potansiyel degerine karsi, ¢alisma elektrodu ile ¢ozelti arasindaki sabit ve
tekrarlanabilir potansiyelin korunmasini saglar. Standart Hidrojen Elektrot (SHE),
Kalomel Elektrot, Civa-Civa (I) Siilfat Elektrot ve Giimiis-Glimiis Kloriir (Ag/AgCl)
Elektrot en ¢ok kullanilan referans elektrotlardir. Standart Hidrojen Elektrot (SHE),
hidrojen iyonlariin yiikseltgenme ve indirgenme tepkimelerinden faydalanilarak,
potansiyeli bilinmeyen bir elektrodun standart potansiyelini belirlemek igin
kullanilan referans elektrot ¢esididir. Bu elektrodun potansiyelinin tiim sicaklik
degerleri i¢in sifir oldugu varsayilir. Bu elektrodun hazirlanmasinin kolay olmamasi
kullanigliligini azaltan 6nemli bir faktordiir [19]. Kalomel Elektrot (Hg2Cl.), referans
elektrot olarak tercih edilen ve kolay hazirlanan elektrotlardan bir tanesidir, ancak
sicaklik degisikliklerinden kolay etkilenir. Kloriir iyonlarinin aktifligi elektrot
potansiyeliyle dogrudan iliskilidir.

Elektrotta meydana gelen tepkime su sekildedir:

Hg2Cl2 ) + 26" & 2Hg + 2CI
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Civa-Civa(l) Siilfat elektrodunda potansiyel siilfat iyonlarmin aktifligi ile bulunur.
Elektrotta gerceklesen tepkime asagidaki sekildedir:
Hg2S0s (v + 26" — 2Hg () + SO472

Gumiis-giimiis kloriir (Ag/AgCl) elektrot, referans elektrodu olarak en yaygin
kullanilan elektrot ¢esididir. Elektrot, glimiis bir telin AgCl ile kaplanarak bir tiip
icerisindeki CI” iyonu iceren bir ¢ozeltiye batirilmasiyla elde edilir. Sicaklik
degisiminden etkilenmemesi yiiksek sicakliklarda kullanimini elverigli hale
getirmektedir. Ayrica giimiis-giimiis kloriir referans elektrodunun daha az analitle
tepkimeye girmesi onemli bir avantajdir. Elektrotta olusan tepkime su sekildedir:

AgCl +e —Ag+CI

3.1.2 Cahisma elektrotlar:

Yiizeyinde indirgenme-yiikseltgenme tepkimeleri ger¢eklesen ve buna bagli olarak
potansiyeli zamanla degisen elektrotlar ¢alisma elektrodu olarak adlandirilir. Ayni
zamanda calisma elektrotlart akim Ol¢iimiiniin yapildig1 elektrotlardir. Yapiminda
altin, platin, civa gibi iletken malzemeler kullanilabilirken, karbon bazli ya da
modifiye elektrotlar da olabilmektedir. Bu elektrotlar, tasarlanacak biyosensor
sistemine gore en uygun sekilde secilip, istenilen sekil ve biiyiikliikte hazirlanabilir.
Elektrot malzemesi ve kullanilan ¢ozeltinin derisimine bagli olarak elektrotlarin

kullanildig1 potansiyel araliklar1 degisiklik gostermektedir.

Calisma elektrotlari; karbon elektrotlar, civa elektrotlar ve diger elektrotlar olarak

siniflandirilabilir.

3.1.2.1 Karbon elektrotlar

Karbon elektrotlar, ¢alisma potansiyel araliginin genis olmasi, ucuz ve kolay
ulagilabilir olmasi, elektriksel direncinin diisiik olmasi, yiizey yapisinin
tekrarlanabilirlie uygun olmasi, artik akim miktarinin diisiik olmasi ve anodik
potansiyel araliginin genis olmasi gibi bir¢cok avantaja sahip olmasi nedeniyle
elektrokimyasal analizlerde siklikla tercih edilen calisma elektrotlaridir. Farkli
fonksiyonel gruplarla karbon yiizey arasinda rahatlikla kimyasal bag kurulabilmekte
ve bu sayede yiizeye degisik maddelerin tutunumu saglanmaktadir.

Grafit elektrot, karbon pastasi elektrodu (CPE), camsi karbon elektrot ve perde

baskili karbon elektrotlar olarak siniflandirilabilir.
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Grafit elektrotlar, grafit komiiriinden cubuk seklinde ya da istenilen ebatta
hazirlanarak elektrokimyasal analizlerde siklikla kullanilir. Kolay hazirlanmasi, ucuz
olmasi ve genis ¢alisma ylizeyine sahip olmasi grafit elektrot olarak kalem grafit
elektrotlarin tercih edilmesine neden olmustur [20,21]. Yapilan bu calismada da,
Tombo 0,9 mm 2B kalem ucu, kalem grafit elektrot olarak kullanilmistir.

Karbon pastast elektrotlar (CPE), %70 grafit ve %30 baglayic1 maddenin 2-4 mm
capindaki cam yada teflon borularda sikistirilmasiyla hazirlanan ve elektriksel
iletkenligin iletken bir telin borunun 2/3 iine kadar uzatilmasiyla saglandig1 elektrot
¢esididir. Kullanilan baglayici maddenin oranindaki degisim, elektrodun elektron
transfer hizin1 dogrudan etkilemektedir. Hazirlanmasinin kolay olmasi, ucuz olmasi
ve yenilenebilir yiizeye sahip olmasi elektrokimyasal analizlerde kullanilmasin
yayginlagtirmigtir.

Cams1 karbon elektrotlar, fenol/formaldehit polimerlerinin veya poliakrilonitrilin,
yiksek sicaklik ve basing altinda, karbonizasyona ugratilarak, gdzenek
biiyiikliiklerinin azaltilmasiyla elde edilir. Gozenek biiytikliiklerinin azalmasiyla likit
ve gaz gecirgenligi arttirtlmis olur. Karbon pastasi elektrotlartyla karsilastirildiginda
daha piirtizsiiz ve diizgiin bir yiizeye sahip olup, fiziksel dayanikliligi da daha
fazladir [22,23].

Perde baskili karbon elektrotlarin duyarliliginin ve uyumlulugunun yiiksek olmasi,
elektrokatalitik aktivite Ozelliklerinin ve stabilitesinin iyi olmasi, bu elektrotlarin

biyosensor tasariminda tercih edilir hale gelmesine neden olmustur.

3.1.2.2 Cwva elektrotlar

Metalik ylizeylerde, her bir civa damlasinin taze bir yiizey olusturmasiyla 6l¢iimler
gergeklestirilir. Civa kolay yiikseltgenebilir oldugu i¢in anot olarak kullanilabilecek
potansiyel araligindadir. Bu neden ve civanin toksik bir metal olmasi, civa
elektrotlarin dezavantajlaridir [24]. Damlayan civa elektrot, disk elektrot, asili civa
damla elektrot ve durgun civa damla elektrot civa elekrotlarin en c¢ok kullanilan

cesitleridir.

3.1.2.3 Diger elektrotlar

Kat1 elektrotlar (metal elektrotlar), nano elektrotlar, karbon fiber elektrotlar,
ultramikroelektrotlar, modifiye elektrotlar, donen disk ve halka -elektrotlar,

mikrokarbon elektrotlar bu grupta sayilabilecek elektrotlardir.
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3.1.3 Yardimer elektrot

Yardime elektrotlar genellikle tel cubuk seklinde kullanilir ve platin, grafit, tantal,
tungsten gibi tepkimeye katilmayan maddelerden meydana gelir. Karsit elektrot
olarak da bilinen yardimci elektrodun goérevi akimin ¢ozelti ortamindan gegerek
calisma elektroduna iletilmesini saglamaktir ve bu akim referans elektrot ile elektrot-

¢ozelti gerilimini korumaya yarar.

3.2 Doniisiimlii Voltametri (CV)

Doniisiimlii voltametri yontemi ile, belirlenen baslangis ve bitis gerilim degerleri
arasinda, sabit bir hizda degisicek sekilde bu gerilimin uygulanmasina karsin elde
edilen akim o6l¢iiliir. Bu gerilim Once baslangi¢ potansiyelinden bitis potansiyeline
dogru pozitif veya negatif yonde uygulanir, daha sonra bitis potansiyelinden
baslangi¢c potansiyeline dogru uygulanarak, siirekli degisen potansiyel degerlerine
karsi, akimda meydana gelen degisiklikleri ifade eden grafik, ‘Doniistimlii
Voltamogram’ elde edilir. Doniistimlii voltametri, ¢alisma elektrodundaki
yiikseltgenebilir maddenin miktarinin bilgisini verir. Analize baglamadan 6nce elde
edilen doniisiimlii voltamogramla maddenin elektrokimyasal ozellikleri saptanip,
analiz sonucunda da yiikseltgenme ya da indirgenme tepkimesi gosterip
gostermedigi, bu tepkimelerden nasil etkilendigi ve elektriksel davranislari
belirlenebilir. (Cozeltideki analit derisimine bagli olarak, yiikseltgenme ve
indirgenme tepkimeleri elektrot yiizeyinin yakinindaki difiizyon tabakasinda
meydana gelir. Elektrot yiizeyinin analitle kaplandig1 durumlarda, ytlikseltgenme ve
indirgenme tepkimeleri analitin tamamin ifade etmektedir. Bu yiizden bu gibi
analizlerde tarama hizinin yavas olmasi gerekmektedir. Analiz yapilan ¢dzeltinin
derisimi arttik¢a, elektrot ylizeyine tutunan molekiiller, gerceklesecek olan yiik
transferinin  engellenmesine neden olur. Bu durum da indirgenme ve

yiikseltgenmeden kaynakli olusan piklerin diismesine neden olur.

Sekil 3.2°de ifade edilen Epc katodik pik potansiyeli, ipc katodik pik akimi, Epa anodik
pik potansiyeli, ipa anodik pik akimi doniisimli voltamogramin Onemli

parametreleridir.
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Sekil 3.2: Doniistimlii Voltamogram

Elde edilecek voltamogramin seklinin ve yapisinin belirlenmesinde; kullanilacak
potansiyel araligi, tarama sayist ve hizi etkilidir. Bu ydntemde tarama hizi
degistirilerek, elde edilen akim degerleriyle, meydana gelen tepkimelerin gesitli

parametreleri incelenebilir.

Calisma elektrodu iizerinde meydana gelen, yiikseltgenme tepkimesi sonucu olusan
negatif igaretli akima anodik akim, indirgenme tepkimesi sonucu olusan pozitif
isaretli akima katodik akim denir. Analiz edilecek maddenin kiitle aktariminin,
elektrot ylizeyine tasinma hizina bagli olmasi bir sinir akiminin olugsmasina neden
olur. Uygulanan potansiyel degerine bagli olarak akimin, keskin bir artig gosterdikten
sonra ulastig1 sabit deger sinir akimi, is, olarak adlandirilir. Bu sinir akimi analiz
edilecek maddenin derisimiyle dogru orantili sekilde degisiklik gosterir. Yontemin
duyarliliginin belirlenmesinde, artik akimin biiyiikliigli 6nem gostermektedir.
Elektrot iizerinde herhangi bir yiikseltgenme veya indirgenme tepkimesinin
gerceklesmedigi zaman gozlemlenen, kiigiik de olsa var olan akima artik akim denir.
Duyarliligin artmasinda artik akimin yok edilmesi ya da en aza indirilmesi dnem
tagimaktadir. Smir akimin yarisina esit olan akima karsilik gelen potansiyel degeri

yar1 dalga potansiyeli, E1/2, olarak adlandirilir [19,25].

Elektrot ¢ozelti ara yiizeyinde akimin iletimi, Faradayik akim ve Kapasitif akim
olarak iki sekilde gerceklesir. Faraday yasasina gore elektrotta meydana gelen
kimyasal tepkimenin miktar1 gegen akimla orantilidir. Bu yasaya uygun olarak,
elektrotlarin  birinde ylikseltgenme tepkimesi meydana gelirken, digerinde
indirgenme tepkimesinin meydana gelmesi ve elektronlarin dogrudan aktarimi

yoluyla iletilen akima Faradayik akim, if, denir. Elektrolit ¢dzeltisine batirilan
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elektrot negatif yiikle yiiklenir. Bu durum, pozitif yiiklii iyonlarin elektroda dogru
hareket etmesine ve boylelikle de ara ylizeyde bir gerilim farki olusmasina neden
olur. Z1t isaretli yiiklerin ara yiizeyin iki tarafinda birikmesiyle bu alanda elektriksel
cift katman olarak adlandirilan ve kapasitor gibi davranan bir tabaka olusur. Olusan
bu kapasitoriin yiikklenmesi icin, ortamda yiikseltgenecek ya da indirgenecek bir
madde olmasa bile, tepkimeden bagimsiz olarak sistemden kaynakli olusan akim
kapasitif akim, ic, olarak adlandirilir. Kapasitif akimin diisiik olmasi yapilan

Olctimlerin dogrulugunu arttiran bir faktordiir.

Elektrokimyasal analizlerde, elektrot yiizeyindeki maddelerin derisimlerinin, elektrot
potansiyelleri kullanilarak elde edilmesi Nernst deklemi (3.1) ile agiklanabilir. Bu
durum gecen akimin elektrotlardaki kimyasal madde miktariyla dogru orantili
oldugunu gostermektedir. Uygulanan gerilim sonucu olusan bu akim elektrot ve
¢ozelti arasindaki yiizeyden iletilir ve bu iletim sirasinda elektrotlarda yiikseltgenme

ve indirgenme tepkimelerinin meydana gelmesine neden olur.

O+neoR

O, redoks ¢iftinin yiikseltgenmis halini belirtirken, R ise redoks ¢iftinin indirgenmis
halini belirtmektedir.

2,3RT . [0]
log — 3.1

E = EO
TR R]

E° : standart elektrot potansiyeli

R: gaz sabiti (8,314 JK 't mol™)

T: sicaklik (Kelvin)

n: tepkimelerde transfer edilen elektron sayisi
F: Faraday sabiti (96,487 kulomb)

[O]: yiikseltgenen maddenin derisimi (mol/L)

[R]: indirgenen maddenin derigimi (mol/L)
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3.3 Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi (EIS)

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), gesitli elektrokimyasal sistemleri
karakterize etmek ve bu sistemlere elektrot veya elektrolitik siireglerin katkisini
belirlemek, baglanma kinetiklerini incelemek, yiizey hassasiyetlerini  ve
miktarlarindaki degisimi analiz etmek, sistemlerin elektriksel direnclerini belirlemek
amaciyla kullanilan giiglii  bir tekniktir. Biyosensorlerin  hazirlanmasinda,
biyomolekiillerin etkilesimlerinin takip edilmesi ve analizlerinde, biyoreseptér ve
analit arasindaki etkilesimin belirlenmesinde ve ylizey karakterizasyonlarinda EIS
yontemi yaygin olarak kullanilan bir teknik haline gelmistir. Empedans o6l¢iim
methodu, elektrokimyasal algilama ic¢in, modifiye elektrotlarin yilizeylerinde
gerceklesen biyolojik tanima olaylarinin meydana getirdigi elektriksel ozelliklerdeki
degisimin Ol¢iilmesinde oldukca kullanighdir. Elektrot yiizeyinde meydana gelen
baglanma olaylar1 iki elektrot arasindaki ¢ozeltide elektriksel o6zelliklerin
degismesine neden olur. Cozeltinin iletkenliginde meydana gelen degisimler
empedansin gercek bileseninde, Zi(w), degisiklige yol agarken c¢d6zeltinin
kapasitansindaki degisimler empedansin sanal bileseninde, Zi(o), degisiklige neden

olur.

Bir elektrik devresinde empedans, devrenin, biitiin devre elemanlarinin, elektriksel
akima kars1 gosterdigi direncin Olgiisli olarak tanimlanabilir. Empedans, devredeki
direng, kapasitans ve endiiktansin yani devrede bulunan pasif elemanlarin birlesimi
olarak ifade edilir. Uygulanan frekans degistik¢e kapasitans ve indiiktans degeri de
degisiklik gosterdigi i¢in elde edilen empedans degerleri de farklilasmaktadir. EIS
teknigi frekans alaninda c¢alistigi i¢in devre; sensor, cozelti, c¢ozeltide bulunan
analitlere bagli olarak, bu pasif elemanlarin kombinasyonu seklinde modellenebilir.
Devreye bir alternatif gerilim uygulandiginda, Ohm Yasast kullanilarak akim
hesaplanir. Bu akim calisma elektrodu, biyolojik materyal, ¢dzelti ve yardimei
elektrot gibi sistemde yer alan biitlin elemanlar1 dolasir. Boylelikle elde edilen
empedans degeri bu elemanlarin katkilarin1 ifade etmektedir. Empedans elde
edilirken, V(t) zamana bagli potansiyel fonksiyonu, I(t) zamana bagli akim
fonksiyonuna boliiniir. Vo ve lo degerleri maksimuma ulastiginda f; frekans, t; zaman,
¢ zamana bagli potansiyel ile zamana bagl akim arasindaki faz farkidir. Y ise

admitans olarak adlandirilan kompleks iletkenliktir. Sekil 3.3’te, empedans degeri,
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potansiyel ve akima bagl olarak, ger¢ek ve sanal kisimdan olusacak sekilde ifade

edilmistir.

V(@) Vo sin(2nft) _l
Z= I(t) I, sinuft+ @) Y 3.2

Zr

Sekil 3.3: Empedansin potansiyel ve akima bagli olarak gosterimi.

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile biyolojik bir maddenin empedansi,
zamanin bir fonksiyonu olarak ya da analiz edilecek maddenin derisimin bir
fonksiyonu olarak elde edilir. Ara ylizey empedansini arttirmaktan kaginmak igin,
¢ozeltiden dolayr olusabilecek biyolojik maddelerin spesifik olmayan baglantilari
olabildigince engellenmelidir. Ayrica ¢alisma elektroduna analiz edilecek maddenin
immobilize edilmesi ve c¢ozeltiyle iliskisinin belirlenmesi yani empedansinin
Olciilmesi nedeniyle, yardimci elektrodun empedansinin oldukg¢a kiiciik olmasi
gerekmektedir. Elektrokimyasal ol¢timlerde, yliikseltgenme-indirgenme
tepkimelerinin gerceklesmesi icin ¢ozeltide Ks[Fe(CN)s]/[Fe(CN)s]¥* redoks cifti

olarak) kullanilmistir.

3.3.1 Sonuglarin yorumlanmasi

EIS o6l¢limleri degerlendirilirken elde edilen empedans verisi ve grafikler ile esdeger
devre arasindaki iligki gz Oniine alinir. Farkli frekanslarda 6lcililen empedans degeri,
Z, gergek (Z') ve sanal (Z") kisimdan olusur. Z = Z'+ jZ", empedans grafigi, Nyquist
diyagrami, empedans diyagrami ya da empedans spektrumu olarak adlandirilir. Elde
edilen bir diger grafik Bode diyagramidir ve empedans modiiliiniin logaritmasin
(loglZ|) ve faz yer degistirmesini frekansin logaritmasi olarak gosterir. Nyquist
diyagrami aym1 zamanda Argand gosterimi ya da Colo-Cole gosterimi olarak da

adlandirilir ve bu diyagram bir dizi noktanin bir araya gelmesiyle olusur. Bu
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noktalarin her biri, bir frekans degerine karsilik gelen empedans vektoriiniin
biiyiikliigiinii ve yoniinii ifade eder [26]. Bu diyagram karmagsik diizlem iceren
kartezyen koordinat sisteminde gosterilir ve x ekseni gergek kismi (direngli terimler)
temsil ederken, y ekseni sanal kismi (kapasitif veya endiiktif terimler) temsil eder.
Kartezyen diizleminde ifade edilen empedans degerleri genis bir frekans araligi (100
kHz-0.1 mHz) kullanilarak, baskin elektrokimyasal mekanizmaya goére tipik bir
konfigiirasyon elde edilmesini saglar. Tipik bir Nyquist diyagrami ve esdeger devresi
Sekil 3.4’te gosterilmistir. Nyquist diyagrami bir yarim daire ve lineer bir dogrudan
olugmaktadir. Diyagramda yer alan yarim dairenin ¢ap1 yiik tranfer direncini, Rt
ifade etmektedir [27]. Yiik transfer direnci ayn1 zamanda polarizasyon direncine, Rp,
es degerdir. Ayrica yarim daire kismui yiiksek frekans bolgesidir ve elektron
transferiyle ilgilidir. Yarim dairenin g¢apinin biiyiikk olmasi direncin de biiyiik
oldugunu gosterir ve bu da konsantrasyonun arttigini ve korozyon oraninin da
distiriilmiis oldugunu belirtir [28]. Nyquist diyagraminda lineer kisim alg¢ak frekans
bolgesidir ve egri boyunca yiik transferi olduk¢a azdir ve diflizyonla ilgili siireci
ifade eder. Kapasitans modellemesi, maksimum sinyal degisikliginin meydana

geldigi alcak frekans bolgesine gore yapilir.

-z N

— ]

Yardime1
Elektrot
H
Calisma
Elektrodu

Kinetik Kontrol Kiitle Kontroli

R >
] i =
Ry R,

Sekil 3.4: Nyquist diyagrami ve esdeger devresi [28].

Nyquist diyagramlarimda yarim daire kismi1 her zaman olugmayabilir. Bu durum da
diyagramin sadece lineer kisimdan olustugunu yani al¢ak frekans bolgesinin baskin
oldugunu gosterir. Bu nedenle hedef molekiilleri igeren bir ¢ozelti analizi
yapildiginda, serbest ve bagli molekiillerin arasinda denge durumu séz konusu olur.
Ikinci durum ise, gdzenek tikanmasi olarak adlandirilan durumun olusmasidir. Bu

durumda kalan bosluklarin sayisi, hedef molekiiliin derisimiyle ters orantilidir [29].
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Rt ile hedef molekiiliin derisimi arasindaki iligski, Ret nin etkin bir analitik sinyal
olarak kullanilmasina olanak tanir. Bir derisim araliginda ya da belirli bir derigim
noktasindan sonra Nyquist diyagramindaki yarim daire kismi degiskenlik
gostermeyebilir. Bu durum da baglanma bosluklarmin doyum noktasina ulastigini
gosterir.

Bode diyagramlarinda, x ekseninde acisal frekansin logaritmasi (logw)(rad/sn) yer
alirken, y ekseninde empedansin logaritmasi (log|Z|) (ohm (€)) ve faz acis1 (®)
(derece) yer alir. x ekseni frekansin logaritmasi (logf) (Hertz) seklinde de de ifade
edilebilir. logo ile |Z| nin yer aldig1 diyagram incelendiginde R, ve Rt belirlenebilir.
logo ile faz agisini igeren grafik ele alindiginda ise elektriksel ¢ift katman

kapasitansi Cqi elde edilebilir [30].

Rp = 2. |Z|.fmaX 3.3

1

T 3.4

Womax =~ p. 1
cdl.Rp.(1+%)z
Yukaridaki denklemlerde yer alan fmax sistem empedansinin maksimum faz acisini,
®omax 156 fmax ve |Z| 'ye karsilik gelen agisal frekansin fmax ile eslesen empedans
modiliinii belirtir. Bode diyagraminda yer alan yiiksek frekans bolgesi (Sekil 3.5A,
A bolgesi) 6zellikle malzeme tizerindeki kaplama tiplerinin karakterizasyonu i¢in ve
pasivasyon filmlerinin varhiginin tespit edilebilmesi igin kullanilir. Orta frekans
bolgesinde (Sekil 3.5A, B bolgesi) korozif bir ortamda kaplamanin elektriksel
iletkenliginin bilgisi elde edilebilir. Diisiik frekans bolgesine (Sekil 3.5A, C bolgesi)
bakilarak ise korozyon tepkimelerinin gerceklestigi metal/kaplama ara yiizeyinin
bilgisi elde edilebilir. Sekil 3.5B ise agisal frekans ile faz agis1 degisiminin birbiriyle
olan iliskisini ifade etmektedir [26].
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Sekil 3.5: Acisal frekansin bir fonksiyonu olarak elektrokimyasal bir sisteminin empedansini (modiil
ve faz agis1) gosteren Bode diyagrami [31].

3.3.2 Esdeger devre

EIS ile inceleme yapilirken, empedansin davranisini agiklamak i¢in; ohmik direng,
kapasitans, sabit faz ogesi ve Warburg empedansindan yararlanilir. Bu ogelere ve
tanimlamalarina Cizelge 3.1’°de kisaca yer verilmistir.

Cizelge 3.1: Empedans davranisini agiklamak i¢in kullanilan elemanlar, tanimlamalari, faz agilart ve
frekansa bagimliliklari [32].

Empedans Eleman1  Tanimlamasi Faz Acist Frevkansa -
Bagimlilig
R Z=R 0° Yok
C Z —1 90 V
= ° ar
¢ jwC
1 o o
CPE ZCPE = A(]w)a 0 '90 Val’
o
Zy=—0—-j
W (infinite) 45° Var
RT 1 1

o= ( + )
n2F2y2 "\[Dycy  +/Drcr

Esdeger devre, deneylerden elde edilen empedans degerlerini, seri ve/veya paralel
olarak baglanmis empedans elemanlarindan belirlemek i¢in kullanilir ve
elektrokimyasal diizenek bu sekilde analiz edilebilir. Randles devresi, esdeger
devrenin modellenmesi icin en yaygin kullanilan devre modelidir. Bu modelin

temelinde elektrodun temasta oldugu bir sistem yer alir; ¢ozelti direnci Rs, yilik
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transfer direnci R, ¢ift katman kapasitanst Cq, ve Warburg empedanst Zw ile
gosterilir. Cift katman kapasitans1 Cqi, Sekil 3.6° da gosterilen Nyquist diyagraminda
yer alan yarim dairenin maksimum yaptig1 noktadaki frekans kullanilarak
hesaplanabilir. Rs, elektrolit ¢6zeltisinin direnciyle, Zw, redoks ciftinde gergeklesen
yiik transferiyle iligkilidir. Ret ve Cqi ¢ozeltideki degisimden kaynakli, elektrotta

meydana gelen degisimlerle iliskilidir.

Z,
1 R
Pmex T RC R
-
N
Rh R‘%+R('T

R‘s+ R(_‘T- 2U'C‘D|

Sekil 3.6: Randles esdeger devre modeli.

3.3.2.1 Elektrolit direnci

Elektrokimyasal bir hiicrenin empedansinin belirlenmesinde ¢6zeltinin direnci
onemli bir rol oynamaktadir. Ug elektrotlu sistemlerde, elektrot potensiyostati,
yardimci elektrot ve referans elektrotlar arasindaki ¢6zelti direncini dengede tutmay1
saglar. Fakat hiicre modellemesi yapilirken ¢aligma elektrodu ile referans elektrot
arasmdaki ¢ozelti direnci dikkate alinarak modelleme yapilir. Iyonik derigim,
iyonlarin ¢esitleri, sicaklik ve akimin iletildigi alanin geometrisi, iyonik ¢dzeltinin
direncinin belirlenmesinde rol alan 6nemli faktorlerdir. Direng, esit akimin tasindigi

sinirlt bir alanda asagidaki sekilde ifade edilebilir [58].
R=p 35

A alan, | uzunluk ve p ¢ozelti 6zdirenci ifade etmektedir. p(x) degiskeni yaygin
olarak kullanilir ve k ¢ozeltinin iletkenligi olarak tanimlanir. Cozelti direnci ve «

arasindaki baginti1 agagidaki denklemdeki sekilde gosterilir:

R = => K=— 3.6

l
"A RA

AR
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3.3.2.2 Cift katman kapasitansi

Elektriksel ¢ift katman, bir elektrot ve ¢ozelti arasindaki ara yiizde meydana gelen
olaylar dogrultusunda olusur. Yiizey akim yogunlugu, indirgenen ve yiikseltgenen
maddelerin elektron kaybetme ve kazanma hizlar1 olarak adlandirilir. Elektronlarin
elektrottan ayrilmasi ¢ozeltiye gore pozitif yiiklenmesi demektir ve bdylece bu
bolgedeki katyon derisimi azalmis olur. Bu ara yiizey, elektrot yiizeyindeki pozitif
yiik tabakas1 ve yakinindaki negatif ylik tabakasindan olusur ve yiiklii elektrot, yiikli
iyonlardan, genellikle angstrom biiyiikliigiinde, bir yalitim alani ile ayrilmis olur. Bu
bolgedeki kapasitansin olusumu, bir izolatorle ayrilan yiikler sayesinde olur ve
boylece elektrolit i¢ine daldirilmis bir metalin kapasitér gibi davranmasina neden
olur. Cift katman kapasitesi her 1 cm? elektrot alani igin 20-60 pF araliginda deger
alabilir. Bunun disinda elektrot potansiyeli, iyonlarin derisimleri ve ¢esitleri, oksit
tabakalari, elektrot ylizeyinin piriizliligl, safsizlik adsorpsiyonu ve sicaklik gibi
birgok degiskene bagli olarak farklilik gostermektedir [33].
Xe=—= 3.7

wC 2nfC

Xc, kapasitoriin empedansini ifade etmektedir.
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4. MOLEKULER BASKILAMA YONTEMIi

Molekiiler baskilama, fonksiyonel gruplarin (monomerlerin), kovalent veya kovalent
olmayan etkilesimlerle, boyut, sekil ve mekansal diizenindeki modeline tamamlayici
olarak polimerik matrislerde yapay tanima alanlar1 olusturma teknolojisidir.
Baskilama islemi tamamlandiktan sonra, baskilanan molekiiliin uzaklastirilmasiyla,
polimerik yapida baskilanan molekiile 6zgili, onun molekiiler yapisi seklinde bosluk
olusur. Elde edilen molekiiler baskilanmis polimerler, kimyasal tayin, kataliz ve
polimer ayirma gibi c¢esitli islemlerde kullanilabilirken dogal biyolojik yapilardan
daha dayanikli ve maliyetinin daha diisiik olmasi, polimerlerin depolama Omriiniin
uzun olmasindan taninma kapasitelerini birka¢ yil boyunca oda sicakliginda
koruyabilmesi, molekiiler baskilanmis polimerlerin tercih edilen malzemeler haline
gelmesine neden olmustur [34]. Molekiiler baskilanmis polimerlerin, baskilama
sirecinde kullanilan hedef molekiil igin afinite, segicilik, kararlilik, kolay
sentezlenebilirlik ve ¢esitli uygulamalarda rahatlikla kullanilabilme gibi 6zelliklere
sahip olmas1 dogal reseptorlere benzerlik gostermektedir ve molekiiler baskilanmis
polimerleri uygulamada avantajli hale getirmektedir. Ayrica molekiiler baskilama
yontemiyle yliksek segicilige sahip, ortam kosullarna (pH, sicaklik, konsantrasyon
degisimi gibi) ve degisimlerine dayanikli, asitlere, bazlara, metal iyonlarina ve
organik c¢oziiciilere karsi yiliksek inertlige sahip, yiiksek fiziksel dayanikliliga,
mukavemete, yliksek sicakliga ve basinca dayanikli polimerler elde edilir. Molekiiler
baskilama yonteminde en 6nemli iki 6zellik reseptorlerdeki spesifik molekiilii tanima
ve baglanma Ozellikleridir. Molekiiler baskilanmis polimerler (MIP) elde edilen
polimer miktarina, yogunluguna ve boyutuna bagli olarak, cesitli miktarlarda
baglanma merkezi igerir, bu durum da polimerlerin adsorpsiyon kapasitesini arttirir.
Molekiiler baskilama calismalarinda, pek c¢ok molekiil basariyla baskilanmistir.
Baskilanan molekiiliin baskilama islemi sonunda polimerden uzaklastirilmasi
gerektigi i¢in, baskilanacak molekiiliin kii¢lik olmasinin gerekliligi bu konuya 6nemli
bir kisitlama  getirmistir. Molekiiler = baskilama  yontemiyle, proteinler,
karbonhidratlar, hormonlar, enzimler ve koenzimler, amino asitler, ¢esitli ilaglar,

cesitli kimyasal ve biyolojik molekiiller basariyla baskilanabilmistir. Son yillarda,

23



biyosensorler iizerindeki biyotanima ylizeylerinin olusturulmast i¢in molekiiler
baskilama teknolojisi siklikla kullanilan yontemlerden bir tanesi haline gelmistir

[35].

Molekiiler baskilama yontemi, Sekil 4.1’de 6zetlendigi gibi segici molekiiler tanima
yetenegine sahip yiiksek oOlgiide capraz baglanmis polimerleri sentezlemek igin
kullanilan bir tekniktir. Bu yontem temelde anahtar-kilit uyumuna benzetilebilir.
Yani anahtarin islevini gergeklestirebilmesi icin kilide uygun olmasi gerekmektedir.
Ayrica enzim-substrat, hormon-reseptér ve antijen-antibadi gibi sadece hedefe,
secilen molekiile uyumlu olmayr gerektiren bir yontemdir. Boylelikle molekiiler
baskilama kullanilarak hazirlanan polimerlere dayali sensorler, segicilik o6zelligi
kazanmig olur. Molekiiler baskilama uygulamalarinda amac, tanima 6zelligine sahip
kilidi yani reseptorii sentezlemektir. Bu yontemde, bir monomerin polimerizasyonu,
polimer matrisine dahil edilen hedef molekiiliin (sablon) varliginda gerceklesir ve
molekiiler baskilama siireci, sablonun, fonksiyonel monomerin, ¢apraz baglama
maddesinin ve baslaticinin bir porojenik ¢dziicii i¢inde c¢oziilmesiyle baslar ve
polimerlesme gerceklesir. Gergeklesen polimerizasyon yapiya stabillik katar. Capraz
baglayici olarak genellikle; p-divinilbenzen, etilenglikol dimetakrilat (EGDMA),
N,N’-metilen bisakrilamid, 2,6-bisakriloamidopiridin ve trimetilpropan kullanilir ve
baskilanmis polimerlerde kalici gozenekli yapr elde etmek icin capraz baglayici
secimi Onemlidir. Fonksiyonel monomerlerin se¢iminde sablon molekiilii ile
etkilesime girecegi goz Oniine alinarak se¢im yapilir ve boylelikle molekiiler tanima
basarisi i¢in kararl bir sablon monomer kompleksi olusturulur. MIP sentezinde en
¢ok  kullanilan fonksiyonel =~ monomerler; metakrilik  asit (MAA),
metakriloamidoglutamik asit (MAGA), ikatonik asit, 2-hidroksimetilmetakrilat
(HEMA), metakrilamid, 4-vinilpiridin, p-vinilbenzoik asittir. Monomerler, sablonun
etrafinda mekansal olarak konumlandirilir ve konum, ¢apraz baglanan monomerler
ile kopolimerizasyon yardimiyla sabitlenir. Elde edilen polimer, sablonun
tamamlayicist olan {i¢ boyutlu bir yapiya sahip mikro bosluklari olan makro
gbzenekli yapida bir matristir. Boylece, sablon iizerinde sekil olarak tamamlayici
olan baglanma bdlgelerinin olusturulmasi, kalip molekiillerinin polimerden
¢oOziiciiyle yikanarak c¢ikarilmasiyla gerceklesir. Sonug olarak, ortaya ¢ikan polimer,

secici olarak sablon molekiillerini tanir ve baglanma bolgerinden baglanir. Baglanma
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bolgeleri, polimerizasyon sirasinda kurulan etkilesimlerin farkli  6zellikler

gostermesine bagl olarak degisiklik gostermektedir [36].
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Sekil 4.1: Molekiiler baskilama yontemi [37].

Potansiyel tanima bolgelerine sahip MIP aglar1 elde etmek i¢in, monomer ve sablon
arasindaki etkilesimin iyi olmasi gerekmektedir. MIP teknolojisi i¢in sablon ve
monomer arasindaki 6n polimerizasyon etkilesimlerinin dogasina bagl olarak iki

temel yaklasim kullanilmaktadir:

1. Hidrojen baglari, Van der Waals kuvvetleri, iyon veya hidrofobik etkilesim
ve metal koordinasyonlar1 gibi Sekil 4.2°de anlatilan kovalent olmayan
kuvvetleri kullanan biyolojik tanima sistemlerine benzer sekilde kendi

kendini birlestirme yaklagimi [38];

2. Geri dontisiimlii kovalent baglar kullanan ve homojen dagilimli bir baglanma
alan1 saglayan ve spesifik olmayan bolgeleri azaltan, dncelikli yaklasim diger
bir yontem olarak one ¢ikmaktadir [39]. Kovalent baglar kurulmasiyla olusan
molekiiler baskilanmis polimerlerin olusma siireci de Sekil 4.2’de ifade

edilmektedir.
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Sekil 4.2: Molekiiler kovalent ve kovalent olmayan baskilama siirecinin sematik gdsterimi [40].
4.1 Molekiiler Baskili Polimerlerin Temel Kompozisyonu

Molekiiler baskili polimer hazirlanirken kullanilan karisimda bir sablon (hedef
molekiil), fonksiyonel monomer, ¢apraz baglayict monomer, porojen ve baslatici
olmalidir. Baskili polimerin sablon i¢in hafizaya sahip olup olmadigini belirlemek
i¢cin molekiiler baskil1 polimer ile referans polimerin performanslart karsilastirilabilir

[41].

4.1.1 Sablon

Sablon molekiilii, en az bir fonksiyonel grup igermelidir ¢linkii ayirt edici {i¢ boyutlu
yapiya sahip fonksiyonel grup ile etkilesime girmesi sablonun tasimasi gereken en

onemli ozelliktir.

4.1.2 Fonksiyonel monomer

Fonksiyonel monomerler, sablon ile kovalent veya kovalent olmayan etkilesimlerle
kompleks bir yap1 olusturabilecek fonksiyonel gruplar elde edilmesinde temel rol

oynar.

Molekiiler baskilama yonteminde en ¢ok tercih edilen monomerler, metakrilik asit

(MAA), metakriloamidoglutamik asit (MAGA), akrilik asit (AA), 2-veyas-
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vinilpiridin (2- veya 4-VP), akrilamid, triflorometakrilik asit ve 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA) igerir. En az bir vinil grubu ve sablonla etkilesime girebilecek
baska bir fonksiyonel grup fonksiyonel monomeri olustur [42]. Kovalent olmayan

baskilamada en ¢ok tercih edilen fonksiyonel monomerler Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1: Kovalent olmayan baskilama igin ortak fonksiyonel monomerler [43].

Fonksiyonel Monomer Yapist
O
2-hidroksietil metakrilat HoCs OH
(HEMA) 0>
CHj
H c=—o0
Metakriloamidoglutamik Hﬁl“ ?
asit E— é_ OH
(MAGA) T
il
THe
COOH
o
Metakrilik asit >—<
om

[takonik asit HDJTY o
o
OH
4-vinilbenzoik asit /—©—<
4 [,

4-vinilpiridin N
\ 7 \
Akrilamit \).k
MNH

/

27



4.1.3 Capraz baglayic1 madde

Capraz baglayict monomerdeki ¢coklu vinil gruplar1 polimerize olurken farkli polimer

zincirlerinden,

iki radikal merkezi birbirine baglayacak sekilde fonksiyonel

monomerlerle birlikte polimerize olduklarindan kat1 ve gézenekli bir yapiya sahiptir.

Sablon molekiilleri bu gozenekli yap1 sayesinde baskili bosluklardan rahatlikla iceri

girip ¢ikabilir. Polimerin kati yapida olmasmin sagladigi avantaj ise baskili

bosluklarin yapisal biitiinltigiinii korumaktir. Molekiiler baskili polimerin sertliginin

ve seciciliginin belirlenmesinde ¢apraz baglanma derecesi biiylik 6nem tagir. Yaygin

olarak kullanilan ¢apraz baglanma monomerleri Cizelge 4.2'de gosterilmistir.

Cizelge 4.2: Yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglanma monomerleri [44].

4.1.4 Porojen

Capraz Baglayict Monomer Yapist

Etilen glikol dimekrilat
(EGDMA)

Divinilbenzen
(DVB)

Trimetilolpropan trimetakrilat
(TRIM)

N,N-etilenbimetakrilamit
(EBMAA)

N,N-1,3-fenilenbis(2-metil-2-
propenamit)
(PBMP)

PPV
N
A
BN
"X
LK
ALK

Polimerizasyon asamasi i¢in porojenik ¢oziicii ve hazirlanisi 6nemli bir etkendir

clinkli porojen olarak gorev yapmasinin yani sira solvent olarak da goérev yapar.
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Sablon ile fonksiyonel monomerler arasindaki baglanma mukavemeti, polimerin
morfolojisi ve ozellikleri, 6zellikle kovalent olmayan etkilesimlerde porojene bagli
olarak degisiklik gosterebilir. Toluen, asetonitril ve kloroform gibi aprotik ve diisiik
polar organik coziiciiler genellikle kovalent olmayan polimerizasyon islemlerinde,

verimli bir baskilama elde etmek i¢in kullanilan porojenlerdir [45].

4.1.5 Baslatici

Polimerizasyon siirecini, bir serbest radikal kaynagi saglayarak baslatan madde
baslaticidir. Azobis (nitril) veya peroksitlerin termal veya fotolitik ayrismasiyla elde
edilebilirler. Cizelge 4.3’te molekiiler baskilama i¢in yaygin olarak kullanilan

baslaticilar ve yapilar verilmistir.

Cizelge 4.3: Molekiiler baskilama i¢in yaygin olarak kullanilan baslaticilar [46].

Baglatic Yapist

2,2’-Azobis(izobiitronitril) ,.::f)( — N
(AIBN) N " %

Mz,

2,2°-Azobis(dimetilvaleronitril) Q{\c{f
, ’-Azobis(dimetilvaleronitri .
(ABVN) /= \

_.-'-"‘J, H\"\%N

-

2.2°-Azobis(2-metilizobiitronitril) /° NP
(AMBN) e \, //

]

4.2 Molekiiler Baskilama Teknikleri

Molekiiler baskilama teknigi, biyosensorler iizerine molekiillerin baskilamasinin
yapilabilmesi i¢in temel olarak yigin baskilama, yiizey baskilama ve epitop

baskilama olarak ii¢ gruba ayrilir [47].

4.2.1 Y1gin baskilama

Sablon molekiiliinlin bir biitlin olarak polimer matris iizerinde baskilanmasi ve
polimerizasyondan sonra da molekiiler olarak baskilanmis malzemeden tamamen

cikarilmasi prensibine dayanarak gerceklestirilen baskilama c¢esididir. Yigin olarak
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olusturulan polimerler kii¢iik pargaciklar olusturmak amaciyla mekanik olarak ezilir
ve boylelikle daha kii¢iik pargalara ayrilir. Bu siire¢ malzemeye kolay erisilebilirlik,
sablona 6zgii 3D etkilesim alanlar1 ve secicilik gibi dzellikler katar [48]. Ozellikle
kiiciik molekiillerin baskilanmasinda, sablon molekiiliiniin serbest birakilmasinin ve
adsorpsiyonunun daha hizli ve geri donilisiimlii olmasindan dolayr y1in baskilama
metodu tercih edilir. Ayrica, baskili parganin tekrar kullanilabilir olmasi, ¢esitli

uygulamalar i¢in bu teknigi avantajli hale getirmektedir [49].

4.2.2 Yiizey baskilama

Yiizey baskilama yonteminde, yiiksek afiniteli tanima alanlari bir substratin
yiizeyinde olusturulur [50]. Uygun baglayici kinetiklerin varligi ise tanima alanlarina
erisimi kolaylastirir. Sablon ve polimer arasindaki etkilesimler, yigin baskilamada
oldugu kadar sinirh difiizyon 6zelligi tasimaz [51]. Bu yontemde, sablon sadece
yiizey kaplama asamasinda kullanildigindan baskilama yapilirken diger yontemlere
gore daha az sablon molekiiline ihtiya¢ duyulur [52]. Bu gibi avantajlara sahip
olmasi, biyomolekiillerin ve protein gibi yapilarin baskilanmasinda bu teknigin

yaygin ve popiiler olarak kullanilmasina neden olmaktadir.
4.2.2.1 Yumusak litografi

Yumusak litografi veya damgalama, o6zellikle mikro ve nano Olgekli modellerin
hazirlanmasinda, pahali ve 6zel ekipmanlara ihtiyag duyulmadan ve yiizey baskilama
teknigi kullanarak sensorlerin olusturulmasinit saglayan bir yontemdir [53]. Yumusak
litografi ve UV polimerizasyonu ile MIP filmlerin iiretim siireci Sekil 4.3’te
gosterilmistir. Mikro ve nano boyutlu morfoloji, oncelikle sablon molekiillerinin
molekiiler baskilanmis yapidan ¢ikarilmasini daha sonra da hedef molekiillerin bu
bosluklara tutunabilirligini etkiler. Ayrica molekiiler baskilama yapilan tabakanin
kalinlig1 da sensoriin ¢aligmasini etkileyen bir faktordiir ¢linkii sensorde olusturulan
baglanma bolgelerinin sayis1 bu tabakanin kalinligi ile orantili olarak degiskenlik
gostermektedir.

Bu yontemde doniistiiriicli ylizeyine 6nceden polimerlestirilmis bir tabaka kaplanarak
sablon damgas1 belirli bir siire yiizeye bastirilarak bekletilir. Boylelikle olusturulan

yiizey baskili filmlerin olduk¢a 6zgiil ve secici olmasi saglanir.
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Sekil 4.3: Yumusak litografi ve UV polimerizasyonu ile MIP filmlerin iiretim siirecinin sematik
gosterimi [54].

4.2.2.2 Sablon immobilizasyonu

Bu yontem, literatiire 1999 yilinda Shi ve arkadaslari tarafindan girmistir [55].
Sablon immobilizasyonu, sablon molekiiliiniin kati bir destek iizerine kimyasal

baglantilarla sabitlenmesiyle daha iyi baskil1 yilizeyler elde edilmesini saglar [56].

4.2.2.3 Asillama yoluyla yiizey baskilama

Bu yontemde sablon, polimerizasyon siirecinde mevcuttur. Yani, 6nceden destek
yiizeyine asilanmig olan polimerik fonksiyonel gruplarla sablonun adsorpsiyonu veya
eklenmesi gergeklestirilir [49]. Daha yiiksek analit hareketliligi, polimerin seklinin
ve morfolojisinin daha iyi kontrol edilebilmesinin sonucu olarak daha hizli kiitle

transferi ve afinite etkilesimleri bu yontemin avantajlaridir.

4.2.2.4 Emiilsiyon polimerizasyonu

Yiizey baskilama yontemlerinden bir tanesi olan emiilsiyon polimerizasyonunda,

cekirdek pargaciklar sentezlendikten sonra baskili yapiyla kaplama gerceklestirilir
[56].

4.2.3 Epitop baskilama

Epitop baskilama yonteminde istenmeyen baglanmalar en aza indirilebilir ve afinite
arttrilabilir. Bu da bir makromolekiiliin kiiglik bir parcasi kullanilarak daha 6zel ve

giiclii etkilesimlerin ortaya ¢ikmasiyla elde edilir. Boylelikle de tiim yapiy1 tanima

yetenegine sahip baskilanmis polimerler elde edilir [53].
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4.3 Yiik Transfer Direnci

Yiik transfer direnci, kinetik kontrollii, karisik bir potansiyele sahip olmayan,

dengede tek bir elektrokimyasal tepkime ile olusur.

Yiik transferi, sicaklik, tepkime tiirli, tepkime iriinlerinin derisimi ve potansiyeline

bagli olarak belli bir hiza sahiptir [57].
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5. IMPEDIMETRIK BiYOSENSOR UYGULAMALARINA AIT
LITERATUR OZETi

Biyosensor alanindaki son teknolojik gelismeler, akiskanlar (kan, viicut sivisi veya
¢Ozelti) Tlizerinde yapilacak olan uygulamalar igin algilama platformlarinin
kiigiiltiilerek daha islevsel hale getirilmesine olanak saglamistir. Elektronik, sensor
teknolojileri ve akigkan uygulamalarinin birlesmesiyle meydana getirilen, dilimize
cip-iistii-laboratuvar olarak gegirilen bu kiiciik cihazlar (LOC), bir¢ok analitin ¢oklu
bir sekilde ger¢ek zamanli olarak oOl¢iimiiniin yapilmasini saglar. Giiniimiizde
hastalik belirtecleri, laboratuvarlarda bulunan cihazlar araciligiyla tespit edilir ya da
miktarlar Slgiiliir ve sonuglanmasi i¢in belirli bir zamana ihtiya¢ duyulur. Cip-istii-
laboratuvar olarak adlandirilan yeni nesil biyosensdrler, hizli, kullanici dostu, diisiik
maliyetli, az miktarda sivinin 6l¢iim i¢in yeterli oldugu ve ger¢ek zamanli Glglim
yapilmasina olanak saglayan cihazlardir. Bu ¢ipler, mikroiiretim teknikleri, sistem
otomasyonu, yari iletken ve mikroakigkan teknolojilerini birlestirerek, kiigiik
miktarlardaki viicut sivilarini analiz edebilirler [58-60]. Yiiksek hassasiyet ve
secicilik, kisa analiz siiresi ve Kkiiciiltiilebilme imkanma sahip olmas1 ile

biyosensorlerin tasarlanmasi i¢in elektrokimyasal yontemler yaygin olarak kulanulir.

Bir sinir ajani olarak bilinen Sarinin hizli elektrokimyasal tespiti i¢in tliretilen ¢ip Usti
laboratuvar cihazinin tasarlanmasinda Tan ve ark. (2013) amperometrik tabanli bir
yaklagim kullanmislardir. Bu ¢alismada, mikroakiskan ¢ip tizerinde, entegre serigrafi
baskili elektrot (SPE) kullanilarak, su 6rneginde eser miktarda Sarinin tespitinin
yapilmas1 amaglanmistir. Uretilen biyogipte kullanilan, kobalt ftalosiyanin ile
modifiye edilmis SPE sayesinde 1 nM’a kadar diisiik derisimli Sarinin tespiti basarili
sekilde yapilmistir. Amperometrik yontemle elde edilen ¢ikis akimlari ¢ozeltideki
tiokolin iyonlarinin derisimiyle iligkilidir. Sabit bir tepkime siiresi i¢inde olusan son
triinlerin miktarinin Ol¢lilmesiyle asetilkolinesteraz enziminin (AChE) aktivitesi
belirlenir. Cihaz temel olarak, SPE’nin yerlestirildigi, sivinin verildigi ve
asetilkolinesteraz enziminin sabitlendigi  bolmelerin alt  malzemesi

polimetilmetakrilat (PMMA) olan mikroakigkan yapi iizerine baglanmasiyla olusur.
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Boylelikle enzimin aktivitesi, meydana gelen tiokolin iyonlarmin amperometrik
olarak olgiilmesiyle belirlenmistir. Bu ¢alismada amperometrik yontemle yapilan
tespit ile optik yontemle yapilan tespit karsilastirilmis ve elektrokimyasal yontemin

daha hassas oldugu belirlenmistir [61].

Selvam ve ark. (2017) gelistirdikleri, empedansa dayali Ol¢iim yapan, POC
biyosensor cihazi sayesinde lupus teshisi i¢in vaskiiler hiicre adhezyon molekiilii-1
tespitinin invazif olmayan bir yolla yapilmasina olanak saglamistir. Bu cihaz, 50 pL
idrar ile 15 dakikada iginde vaskiiler hiicre adhezyon molekiili-1 (VCAM-1)’in
tespitini yapar. Immiinoassay ve hedef biyobelirteclerin baglanmasi elektrokimyasal
empedans immunoassayi ile Ol¢iilerek esdeger bir devre ile iliskilendirilmistir.
Gelistirilen bu LOC biyosensoriiniin saptama araligi 8 fg/mL-800 pg/mL olarak
belirlenmistir. Tasarlanan sensor temel olarak 2 pargadan olusmaktadir. Birinci parga
tizerine altin mikroelektrotlarin yerlestirildigi baski devre FR-4 karti, ikinci parca ise
polidimetilsiloksan (PDMS) ile iiretilen bir mikroakiskan 6rnek odacigidir. Elektrot
yiizeyinde gergeklesen baglanmalarin meydana getirdigi empedans degisimi,
elektrokimyasal empedans spektroskopisi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Elektrokimyasal
karakterizasyon i¢in mikroelektrotlar ticari potensiyostata lehimlenerek baglanmis ve
EIS ve CV ol¢iimleri yapilmistir. Bu ¢alismada iiretilen biyosensor ¢ipi 8 fg/mL-800
pg/mL derisim araliginda, derisimle orantili olarak 320-900 Q arasinda dogrusal
empedans degisikligi gOstermistir. 12 hastadan alinan idrar, biyosensor ¢ipinin
performanst ve dogrulugunu test etmek amaciyla ELISA testiyle de dl¢lilmiis ve

karsilastirilarak sonuglarin birbirine ¢ok yakin oldugu gézlemlenmistir [62].

Uludag ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda hastalik biyobelirteclerinin
algilanmasina yonelik otomatik ve entegre ¢ip temeline dayanan labaratuvar temelli
bir cihaz gelistirmislerdir. Bu cihaz prostat kanserinin teshisinde kullanilan prostat
spesifik  antijen (PSA) seviyesinin saptanmasina olanak saglamaktadir.
Amperometrik 6lgiim temelli MiSens olarak isimlendirilen cihaz entegre ve tam
otomatik elektrokimyasal biyosensor olarak tasarlanmis ve iiretilmistir. Bu biyogip,
silikondioksit plaka {izerinde 2 elektrot dizisinden olugmaktadir. Her elektrot dizisi 3
tane calisma elektrodu, 1 tane referans elektrot ve 1 tane de yardimeci elektrottan
olusacak sekilde tasarlanmistir. Gelistirilen bu prototip, kiiciik ve tasmabilir
olmasmin yani sira diisiik 6rnek hacmiyle (7 pL) kolayca calistirilabilir ve yanit

stiresi de kisadir. Alinan hasta 6rnekleri, MiSens cihaziyla test edilmis ve sonuglar
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hastanede yapilan test ile karsilagtirllmigtir. MiSens c¢ipinden elde edilen sonuglarin
hastanede yapilan test ile yakin sonu¢ verdigi gézlemlenmistir. Bu durum, MiSens
cihazinin ¢ip {stii laboratuvar olarak potansiyel kullanima sahip oldugunu

gOstermistir [63].

Empedans degisiminden faydalanilarak gelistirilen bir diger ¢ip Ustli laboratuvar
cihaz1 sayesinde Brazey ve ark. (2018) entegre konum sensorii kullanarak bir
boncugun yerini ger¢ek zamanh olarak saptamay1 basarmislardir. ilgili ¢alismada
hiicrelerin konumu, iki elektrot arasinda yapilan empedans Slgiimlerine dayanarak
elde edilir. Burada kullanilan sensor ¢ipe entegre edilmistir ve konuma duyarli bir
sekilde empedans algilar. Cip ve elektrotlar tasarlanirken hassasiyet ve
tekrarlanabilirlik oran1 arttirilmis ayrica gercek zamanl algilama sorununu gidermek
icin genigletilmis Kalman filtresi kullanilmistir. Yapilan calismada 8,7 pum caph
boncuklarin  uzunlamasina konumunun bir kanalda belirlenmesi i¢in deneysel
calismalar yapilmistir. Deneysel diizenek, hareketi saglayan bir yapi ve algilama
birimi igeren mikroakiskan bir cipten olusmaktadir. Ayrica mikroakiskan c¢ip
lizerinde elektrotlarin bulundugu bir tabaka ve mikroakiskan kanal yer alir. Olgiim
yapilacak olan elektrotlarin beslemesi i¢in frekansit 500 kHz olan, 1,6 Vpp AC sinyali
kullanilmistir.  Olgiim  elektrotlar1 arasindaki empedanst &lgmek igin bir on
yiikseltecin  ardindan sinyalleri filtrelemek i¢in faz kilitlemeli yiikselte¢
kullanilmistir. Calisma sonucunda, iki elektrot arasindaki empedansin Olg¢lilmesi
temeline dayanan, tek bir akis yonii boyunca mevcut konumu bulmaya ydnelik

tasarlanmig bir ¢ip iistii laboratuvar cihazi gelistirlmistir [64].

Yapilan bu ¢aligmalarda elektrokimyasal yontem olarak amperometrik 6l¢iim teknigi
tercih edilirken, Uygun ve Dilgin (2013) yaptiklar1 ¢alismada impedimetrik dl¢im
teknigini kullanmiglardir. Bu c¢alismada, klorpirifozun (CPF) kiigiik miktarlardaki
seviyesinin belirlenmesi igin polipirolun elektropolimerizasyonuyla klorpirifozun
varhiginda kalem grafit elektrot iizerine molekiiler olarak baskilanmasiyla
impedimetrik biyosensor gelistirilmistir. CPF’nin polipirola kars1 baglanma
performansi elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) yontemi kullanilarak
incelenmis, baskili elektrodun yiizeyi de taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
karakterize edilmistir. Elektrokimyasal analiz yapilirken ¢alisma elektrodu olarak
kalem grafit elektrot, referans elektrot olarak Ag/AgCI/KClgoy ve yardimci elektrot

olarak platin tel olmak tiizere, 3’li elektrot sistemi kullanilmigtir. Empedans
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6l¢iimlerinin sonuglar ele alindiginda molekiiler baskilanmis kalem grafit elektrot ile
CPF tespiti yapabilen diisiik maliyetli, segici ve duyarl elektrokimyasal bir sensor
gelistirildigi goriilmiistiir. Sonug olarak 20-300 pgL™? arasinda CPF tespiti igin

dogrusal bir tepki araligina sahip olan impedimetrik biyosensor gelistirilmistir [65].

Albayrak (2014) yaptig1 yiiksek lisans tezinde triptofana duyarli molekiiler
baskilanmis p[HEMA-MMA] iizerinde impedimetrik biyosensor gelistirmistir. Bu
tez ¢alismasinda camsi karbon c¢alisma elektrotu, ylizeyine molekiiler baskilama
yontemiyle triptofanin baskilanmasiyla hazirlanmistir. Olgiimler 3°lii elektrot sistemi
kullanilarak gerceklerstirilmistir. Sulu ortamlarda analiz yapilirken Ag/AgCl/KClgoy,
kuru ortamlarda analiz yapilirken ise Ag/AgNOs elektrotlar: referans elektrot olarak
kullanilirken, yardimci elektrot olarak platin tel kullanilmistir. Baskilamadan 6nce ve
sonra doniisiimlii voltametri yoOntemiyle ylizeylerin karakterizasyonu yapilmis,
elektrokimyasal empedans spektroskopisi ile de triptofanin tespiti i¢in kalibrasyon
egrisi ¢ikarillarak en uygun sartlar belirlenmistir. Ayrica X-1smn1 fotoelektron
spektroskopisi (XPS) ile elektrotlarin yiizeyleri karakterize edilmis, atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) ile de elektrot yiizeylerinin morfolojisi incelenmistir. Triptofan
tesipiti icin hazirlanan modifiye bir ylizeyin kullanilabilirlik sayis1t en az 50 olarak

belirlenmistir [66].

Kanserin erken teshis edilmesine yardimci olan HER3 biyobelirtecinin tayini igin
tasarlanan anti-HER3 bazli biyosensor Simsek (2012) tarafindan gelistirilmistir. Bu
calismada, calisma elektrodu olarak 2.01 mm? yiizey alanh altin elektrot, yardimei
elektrot olarak 10 mm uzunlugunda platin tel ve referans elektrot olarak Ag/AgCl
kullanilmistir. Doniisiimsel voltametri ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi
yontemleriyle immobilizasyon basamaklar1 ve elektrot yilizeyine tutunma incelenmis
ayn1 zamanda empedans verileri esdeger devreye aktarilarak empedans ve kapasitans
degerleri hesaplanmistir. Ayrica elde edilen empedans dlgiimleri lizerinde Kramers-
Kronig doniisiimii uygulanmistir. Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasi sonucunda HER3

tayini yapabilen elektrokimyasal biyosensor sistemi gelistirilmistir [67].

Chornokur ve ark. (2011) gelistirmis olduklar1 empedansa dayali biyosensor
sayesinde prostat kanserinin belirteci olarak kullanilabilen prostat 6zellikli antijenin
(PSA) standart bir ¢ozelti icinde ve insandan alinan viicut sivisinda tespit edilmesine
olanak saglamistir. Sensor fotolitografik yontem kullanilarak diretilmistir ve

yakalama antikorlar1 olarak PSA taniyabilen monoklonal antikorlar kullanilmistir.
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Baglanmay1 tespit edebilmek i¢in elektrokimyasal empedans spektroskopisi
kullanilmistir. PSA igin tespit limiti 1 pg/mL olarak 6l¢iilmiis ve bunun da piyasada
yapilan diger analizlerle karsilastirildiginda daha kiigiik bir miktar oldugu
belirlenmistir. Biyosensor ¢ipi fotolitografik teknik kullanilarak 4" oksitlenmis
silikon tabaka iizerinde {retilmistir. 1 pg/mL-10 ng/mL arasinda degisen
derisimlerde PSA’nin 6l¢iimii, ilk olarak PBS (pH 7.4) icinde yapilmistir. Buradan
elde edilen veriler kullanilarak, PSA’nin insandan alinan 6rnekte tespiti yapilmistir.
Olusturulan biyoelektrot 1 pg/mL ile 100 pg/mL araliginda lineer bir davranis
sergilemekte ve iretilen biyosensdr sayesinde analizin tamamlanmasi 45 dakika

stirmektedir [68].

Ege Universitesinde yapilan bir yiiksek lisans tez ¢alismasinda, influenza A
viriisiiniin tanisina yonelik elektrokimyasal bir DNA biyosensorii tasarlanmastir.
Dizilerin, tek kullanimlik kalem grafit elektrotlarin iizerine tutturulmasi ic¢in 1slak
adsorpsiyon yontemi kullanilmistir. Elektrotlarin aktivasyonu asetat tampon ¢ozeltisi
icinde 60 sn boyunca +1.4 V gerilim uygulanmasiyla gerceklesmistir. Voltametrik
Olctimler icin asetat tampon ¢ozeltisi (pH 4.8) kullanilirken impedimetrik Slgiimler
icin Fe(CN)s¥* igeren fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.4) kullanilmustir. Elektrot
yiizeyine tutunmasi beklenen hedef ve rastgele dizi derigimleri arttirilarak (3-5-7-10
ug/ml) elde edilen yanitlar incelenmis ve Olgiilebilecek optimum derisim 5 pg/mL
olarak hesaplanmistir. Ayrica, elektrot ylizeyinin kaplanma siiresinin odlg¢limleri
etkileyebilecegi distiniilerek 5, 10, 15, 20 ve 30 dakikalik farkli siirelerde
elektrotlarin kaplanmasi saglanarak en uygun kaplanma siiresi 30 dakika olarak
belirlenmigtir. Boylelikle, ilgili tez sonucunda, influenza A viriisliniin teshisinde

kullanilabilecek elektrokimyasal biyosensor gelistirilmistir. [69].

Soraya ve ark. (2017) insan diskisinda hemoglobin proteininin kantitatif tespitinin
yapilmasina olanak saglayan, ylizey optimizasyonlu birbirine bagli elektrotlarin
(IDE) yer aldig1 bir biyosensor gelistirmislerdir. Gelistirilen elektrokimyasal
biyosensor ¢ipinde yer alan birbirine bagl elektrotlara (IDE) anti-hemoglobin
antikorunun immobilizasyonu yapilmis ve digkida bulunan hemoglobinin
baglanmasina olanak saglanmistir. Hemoglobin proteininin baglanmasiyle cihazin
empedansinda degisiklik meydana gelmekte ve buna bagli olarak hemoglobinin
derisimi tespit edilebilmektedir. Kullanilacak olan ¢ipte yer alan mikroskobik cam

katmanlar Cr ve Au ile kaplanarak, mikroelektrot dizisinin olusturulmasi i¢in lazer
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ablasyon sistemiyle sekillendirilmistir. Cihaz islevsel hale getirilmeden 6nce oksijen
serum ile isleme sokularak iyilestirilmistir. IDE sensorii bir direng ve ona paralel
kapasitor seklinde modellenmistir ve Rref 1 k€ olacak sekilde IDE sensoriine seri
olarak baglanmistir. Devre fonksiyon jeneratorii kullanilarak 100 Hz, 1 kHz ve 10
kHz frekanslarinda, Vpp 100 mV olan bir siniis dalgasiyla uyarilmistir. Referans
olarak kullanilan diren¢ iizerinden faz kilitlemeli yiikselte¢ ile hemoglobin
baglanmadan 6nce ve baglandiktan sonra olusan Vo gerilimi Ol¢lilmiistiir. Ayrica
farkli frekanslarda genlik ve Vo geriliminin faz degisimini hemoglobinin degisen
derisimlerine karsilik degerleri kaydedilerek analiz edilmistir. Hemoglobin
derisiminin ayirt edilmesinde kullanilabilecek en uygun frekansi belirlemek igin,
uygulanan her frekans degerinde Kruskal-Wallis analizi yapilmustir. {lgili ¢alisma
sonucunda, 10 pg.Hb/g diski kadar diisiik derisimlerde olgiim yapilabilmektedir.
Sonu¢ olarak, -elektrokimyasal empedans spektroskopisi kullanilarak diski
orneklerinde hemoglobin derisiminin kantitaif olarak oOl¢iilmesini saglayan

biyosensor ¢ipi liretilmistir [70].

5.1 Kii¢iik Molekiillerin impedimetrik Biyosensor Kullanilarak Tespiti

Biyosensorler, proteinler ve oligoniikleotitlerden kiigiikk molekiillere kadar bircok
analitin tespiti i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Molekiillerin hassas ve segici
tespiti biyomedikal arastirmalarda o©zellikle hastalik teshisinde Onemli rol
oynamaktadir. DNA, protein, kiiciik molekiiller gibi yapilarin tespiti, dl¢iimii ve
analizi, molekiiler olarak baskilanmis polimerler, aptamerler ya da antikorlarla
olusturulan biyomimetik sensorler kullanilarak gergeklestirilen ve elektrokimyaya
dayanan impedimetrik olglimler sayesinde rahatlikla yapilabilir [71]. Biyosensorler
olusturulurken esas alinan impedimetrik Ol¢limlerin c¢ok ¢esitli uygulamalar
mevcuttur. DNA saptama ve analizi [72-74], taninmis trombin aptamerinin tespiti
[75], potasyum iyonlarinin saptanmasi [76] ve etanolamin gibi kiigiik molekiillerin
[f] ve Salmonella tifimuryum gibi tam hiicrelerin [77] belirlenmesi impedimetrik
elektrokimyasal yontemle miimkiindiir. Viicut fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde
onemli rol oynayan ve kiigiik bir molekiil olan kolinin elektrokimyasal yontemle
analizi lizerine yapilan ¢alisma incelendiginde ii¢ farkli derisimde kolinin, elektrot
ylizeyine MIP yontemiyle baskilanmasinin ardindan RdxPBS ¢o6zeltisi icinde kolin
tespiti yapildigi goriilmiistiir [78]. Baskilanan ii¢ farkli derisimin, Kolin tespitinde
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yetersiz kaldigr goriilmiis ve bu calismada elektrot yiizeyine baskilanan derigim
arttirtlarak etkili bir sekilde kolin tespiti yapilmstir.
Literatiirde yer alan kii¢iik molekiillerin impedimetrik biyosensér kullanilarak

tespitine yonelik benzer galismalara 6rnek olarak asagidakiler verilebilir.

Nguy ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alisma sonucunda prostat kanserinin belirteci olan
aminoasit  sarkosinin  tespit edilmesinde kullanilabilecek bir  biyosensor
gelistirmislerdir. Bu biyosensor kullanilarak sulu tampon ¢ozeltileri icinde 1 nM’nin
altinda bir tespit limitine ulasiimustir. ilgili ¢alismada, MIP sentezi igin sentezlenmis
altin nanopartikiiller serigrafi baskili karbon elektrotun (SPCE) modifiye edilmesinde
kullanilmistir.  Elektrot yiizeyindeki polimerin morfolojisinde meydana gelen
degisiklikleri gozlemlemek i¢in elektrokimyasal empedans spektroskopisinin bir
metodu olan, elektrot ve ¢ozelti arayiiziindeki iletkenlik ve dielektrik gibi cesitli
deneysel parametrelere karsi duyarlilik gosteren empedans yaniti kullanilarak yiiksek

tekrarlanabilirlik ve stabiliteye sahip impedimetrik biyosensor gelistirilmistir [79].

Benzer bir calismada Radhakrishnan ve ark. (2014) iletken ve biyouyumlu bir
elektrot lizerine tespit edilecek molekiiliin sabitlenmesi ve sonrasinda elektrot
yiizeyine analitin baglanarak empedansinda meydana getirdigi degisimin Ol¢ililmesine
dayanan bir biyosensor gelistirmislerdir. Elektriksel yapisindan, optik ve akustik
yontemlerdeki gibi c¢esitli  bilesenler icermemesinden dolayi, empedans
biyosensorleri diger yontemlerle karsilastirildiginda gesitli avantajlar saglar. Ayrica
basit ve tasimabilir biyosensorler olmasi kullanim potansiyelini arttirmaktadir. Tlgili
calismada, endokrin bozucu iki kimyasal olan norfluoksetin ve BDE-47 nin tespiti
icin impedimetrik biyosensor gelistirilmistir. Elektrokimyasal 6l¢iimler yapilirken
3’11 elektrot sistemi kullanilmigtir. Yapilan bu calismada, Ag/AgCl elektrotu referans
elektrot olarak, platin spiral yardimci elektrot olarak ve altin elektrot ¢aligma
elektrotu olarak yer almaktadir. Elektrokimyasal olgiimler 7.4 pH derecesine sahip
fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) i¢inde yapilmustir. Altin calisma elektrotu, 0.19 ¢cm?
‘lik elektrot alan1 ve 6 mL’lik hiicre hacmiyle, igine n-tipi dejenere silisyum (111)
gomiilmiis saf teflondan yapilan elektrokimyasal hiicre lizerindeki O-halkas1 ile
sabitlenmistir. Olusturulan bu tabaka kullanilarak, meydana gelen empedans
degisimleri olgiilmiis ve norfluoksetin igin 8.5 ng/mL, BDE-47 igin 1.3 ng/mL
saptama sinirlar1 elde edilmistir. Boylelikle, bu yontemle nispeten kiigiik organik

molekiiller daha hassas ve segici bir sekilde tespit edilebilmistir [80].
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5.2 Kiiciik Molekiil Olarak Kolin Kullaniminin Onemi

Kolin, tiim yas gruplari i¢in 6nemli, suda ¢oziinebilen vitamin benzeri temel bir besin
maddesidir. “Vitamin benzeri” olarak insan viicudunda sentezlenebilir, fakat islevini

dogru bir sekilde stirdiirebilmesi i¢in besin takviyesi gereklidir.

Kolin, kimyasal formiilii (CH3)sN*(CH2)2OHX" (sagdaki X, tanimlanmamis bir
anyonu ifade eder) olan, N,N,N-trimetiletanolamonyum katyonunu igeren, kuaterner
amonyum tuzlarmin smifim ifade eden ve IUPAC (Uluslararast Temel ve
Uygulamali Kimya Birligi) ismi 2-hidroksi-N,N,N-trimetiletan-1-aminyum olan bir
maddedir [81].

|
N+
— >~ on|”

Sekil 5.1: Kolinin Yapisal Formiilii [82].

Kolin, hem yetiskinler hem de bebekler i¢in beyin gelisimi ve hafiza fonksiyonunda
Oonemli rollere sahip, ayni zamanda, merkezi sinir sistemi gibi viicuttaki sayisiz
metabolik fonksiyonu korumakta gorevli bir maddedir. Kolin i¢in giinliik alim
miktari, bebeklerde 125 mg olurken 14 yasindan biiyiik erkeklerde ve emziren
kadinlarda, 550 mg‘a kadar degisiklik gostermektedir [83]. Alzheimer, parkinson
hastaliklar1 gibi ndrodejeneratif hastaliklar, artmis prostat, pankreas kanserleri riski,
yagl karaciger hastaliklari, baz1 akciger hastaliklari, huntington’s hastalig1 ve otizm
gibi hastaliklar anormal kolin metabolizmasiyla iliskilendirilebilir [84-88]. Bu
nedenle kolin miktarindaki degisimin 6l¢timii, bu hastaliklara teshis konulmasinda

kullanilabilen bir parametre haline gelmistir.

Karbon-11 tip kolin, 6zellikle kanser goriintilemede kullanilan bir molekiildiir.
Kolin, hiicrelerdeki fosfolipitlerin sentezi i¢in 6ncii molekiil olarak gorev yapar [89].
Bir hiicre boliinmek {izere oldugunda, iki yavru hiicrenin hiicre zarlarini olusturmak
icin yeterli materyal iiretmek lizere bu fosfolipitleri sentezler. Bu nedenle, yliksek
proliferatif tiimorlerin, ¢evre dokularin aldigi kolin miktarindan daha fazla kolin
alacagi hipotezi 6ne siiriilmiistiir. Bu, beyinde kolin tutulumunun basarili bir sekilde

gosterilmesinden sonra beyin tiimoérlerinde ilk kez test edilmistir ve beyin
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timorlerinin, ¢evre beyin dokusundan 10 kat fazla karbon-11 kolin aldiklar

bulunmustur [90].

Kolin fosfolipid metabolizmas1 kanser cesitlerinde degisiklik gdstermektedir.
Timorlerin ve kanser hiicrelerinin kolin metabolit profili, fosfokolin ve toplam kolin

iceren bilesiklerin yiikselmesi ile ifade edilebilir [89].

Analizlerin gerceklestigi iyonik sivilarin yapist ve elektrokimyasal 6zellikleri
analizler i¢in 6nemli rol oynamaktadir. Kolin kloriir ve iire bazli iyonik sivilarin
yapisinin ve elektrokimyasal 6zelliklerinin incelendigi ¢alismada [91] ilk olarak
Fourier doniisiimli kizilotesi spektroskopisi ile farkli gruplar arasindaki etkilesimler
incelenmis, yapilari analiz edilmis ve tanimlanmistir. EIS analiziyle elektrotlarin
difiizyon ve yiik transfer adimlar1 incelenmistir. Iyonik sivinin déngiisel voltametri
davranis1 ele alinarak elektron transfer kinetigi ve elektron taransferinin sonuclar
hakkinda bilgi edinilmistir. Boylelikle, iyonik sivida ayrigsma iiriinleri olarak anot ve
katotta, klor gazinin ve trietilaminin ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir. Bu durum, iyonik
stvilarda analiz yapilirken analitin bozunarak farkli maddelerin olusmasina neden
olabilecegi ve bunun da elektrotlarin EIS ve CV yamtlarimi etkileyecegi

sOylenebilmektedir [91].

Asetilkolin (ACh) ve kolinin (Ch) tespiti i¢in yapilan elektrokimyasal ¢aligmalarin
Ozetlendigi ve diger analiz yontemleriyle karsilastirildigi ¢calismada asetilkolin icin 1
fmol, kolin i¢in 100 amol’a kadar gelistirilen tayin limitlerinin mikroanalitik

yaklagimla elde edildigi goriilmiistiir [92].

Bu ¢alismanin baz alinarak yapildigi 6nceki ¢alismada [78], elektrokimyasal
biyosensor olarak E-1ChMPGE, E-3ChMPGE ve E-5ChMPGE olmak tizere 3 farkli
derisimde molekiiler baskilanmis elektrotlar kullanilmistir. Bu elektrotlarin Kkolin
tanima bolgelerinin sayisi derisime bagl olarak farklilik gostermektedir. Elektrot
yiizeyinde olusturulan kolin reseptdr sayisinin derisimle birlikte artisi, elektrot
yiizeyine baglanan kolinin artisiyla iliskilendirilebilir. Boylelikle, elektrotlardan elde
edilen elektriksel yanitlarin da degismesi beklenmektedir. Ilgili calismada OCP, CV
ve EIS analizleri bes farkli derisimde kolin igeren RdxPBS iginde ii¢ elektrotlu
sistem kullanilarak gerceklestirilmistir. PGE’ler {izerindeki kolin tanima alanlarina
¢ozelti i¢indeki kolinin baglanmasiyla, elektrotlar {izerinde beklendigi sekilde akim,

gerilim ve empedans degisimleri gézlemlenmistir. Baskilanan kolin derisiminin
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artmastyla, elektrotlarin tespit edebildigi kolin derisim aralig1 da artis gostermistir. E-
5ChMPGE elektrotunun 71.6 pM-716 pM, E-3ChMPGE elektrotunun 71.6 pM-7.16
nM ve E-1ChMPGE elektrotunun 71.6 pM-71.6 nM araliginda Kkolin tespiti
yapabildigi, bu elektrotlara ait EIS grafiklerinden elde edilen empedans verilerine
dayanarak belirlenmistir. Bu ¢ elektrotta kolin bosluklarinin az olmasi kolin
seciciliginin de diisiik olmasina neden olmaktadir. Elektrot ylizeyine baskilanan kolin
derisiminin artmasiyla kolin se¢iciligi ve dolayisiyla ayristirma yapilan aralikta da
artis gorilmiistiir.Polat’in [78] caligmas1 8. Boliimde daha etrafli olarak ele alinarak,

bu tez ¢alismasinin bulgulari 1s181nda tartigilacaktir.

Bu tez ¢alismasinda ise daha yiiksek derisimlerde kolinin tespit edilebilmesi igin
elektrot yiizeyine baskilanan kolin derigimi arttirilarak analizler yapilmistir. Ayrica
¢ozelti i¢ine eklenen kolin derisimi de arttirilarak, MIP bazli PGE’lerle kolin tayin

siiriin genisletilmesi hedeflenmistir.
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6. GEREC VE YONTEM

6.1 Kullanilan Cihazlar

Elektrokimyasal deneyler, fiziksel -elektrokimya, doniisiimlii voltametri ve
elektrokimyasal empedans spektroskopi yazilimi igeren ZMAN EIS Veri Analiz
Yazilimi ile PC ile arayiizlenen ZIVE SP2 Potensiyostat/Galvonostat Referans 600
(tiretim yeri: Gliney Kore) kullanilarak gergeklestirilmistir. Calisma elektrodu olarak
kalem grafit elektrot (PGE), referans elektrot (Ag/AgCl) (doymus KCl) ve yardimci
elektrot olarak platin telden olusan li¢ elektrotlu sistem kullanilmigtir. Referans
elektrot (Ag/AgCl) ve yardimci elektrot olarak kullanilan platin tel Referans
Kimya'dan temin edilmistir. Cozeltileri hazirlamak i¢in kullanilan deiyonize su, Wilo
marka (iiretim yeri: Fransa) su aritma sistemleri kullanilarak elde edilmistir. Yiizey
morfolojisini incelemek {iizere elde edilen yiizey goriintiileri Diizce Universitesi
Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde (DUBIT)
bulunan PARK SYSTEMS XE-100E AFM (iiretim yeri: Giiney Kore) cihaz1 ile

9.09x9.09 um? alanin 0.5 Hz tarama hiziyla taranmasi sonucu elde edilmistir.

6.2 Kullanilan Cozeltiler ve Cozeltilerin Hazirlanmalari

6.2.1 Asetik tampon ¢ozeltisi (ABS)

1L Asetik tampon ¢ozeltisi (ABS) (pH 4.8) hazirlamak i¢in 20 mM sodyum klortir
(NaCl), 0.1 N sodyum asetat trihidrat ve 0.1 N asetik asit kullanilmistir. 1.17 gr
NaCl, 13.60 gr C.HzNaO23H.0 ve 5.74 mL asetik asit hacmi 1 litre olacak sekilde

deiyonize su eklenerek karistirilmistir.

ABS c¢ozeltisi elektrotlarin 6n hazirliginda, elektrotlar1 optimize etmek amaciyla
kullanilmastir.

6.2.2 Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS)

1L redoks ¢ozeltisi, PBS (pH 7.4), hazirlamak i¢in 0.137 M sodyum kloriir (NaCl),
0.0027 M potasyum Kkloriir (KCI), 0.01 M disodyum hidrojen fosfat (NazHPO4) ve
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0.0018 M potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) kullanilmistir. Cozelti hazirlanirken
1:5 oraninda 6lgeklendirilmistir. 8 gr NaCl, 0.2 gr KCI, 1.44 gr NaHPO4 ve 0.24 gr
KH2POj4 karigtirilmig ve hacmi 1L olana kadar deiyonize su eklenerek homojen bir
¢ozelti hazirlanmistir. Her elektrodun analizi i¢in, 5 mM, 0.164 gr, Kz[Fe(CN)s],
PBS ¢ozeltisine eklenerek CV ve EIS olgiimlerinin yapilacagi RAXPBS ¢ozeltileri

hazirlanmistir.

6.2.3 Farkh molaritelerde kolin ¢ozeltileri

Farkli mol sayilarinda kolin i¢eren ¢ozeltileri hazirlamak i¢in, ilk olarak, 10 mg kolin
20 mL PBS cozeltisinde ¢oziilerek, stok ¢ozeltisi (Cozelti 1) hazirlanmistir. Stok
¢ozeltiden 200 uL alimip, 800 uL PBS ilave edilmesiyle Cozelti 2 elde edilmistir. Bu
cozeltiden 100 uL alinarak 900 uL PBS ilave edilmesiyle Cozelti 3 elde edilmistir.
Cozelti 4 — Cozelti 7’nin hazirlanmasina onceki ¢ozeltiden 100 uL aliarak ve 900
uL PBS ilave edilmesiyle devam edilmistir. Bu seyreltme islemlerinin ardindan elde

edilen ¢ozeltiler ve isimleri Cizelge 6.1°de verilmistir.

Cizelge 6.1: Cozeltiye eklenen kolin derisimleri ve isimlendirilmesi.

Cozelti Numaras1  Icerdigi Kolin Derisimi (M)  Cozeltinin Isimlendirilmesi

7 7.16x10™ E-11
6 7.16x1010 E-10
5 7.16x10°° E-9
4 7.16x10°® E-8
3 7.16x107 E-7
2 7.16x10°® E-6

Cozeltiler 10 kat seyreltilerek hazirlanmis ve 2E-1 M ile 20E-1 M arasinda degisen
derisimlerde kolinin molekiiler baskilanmasiyla elde edilen elektrotlarin bu

cozeltilerdeki tayin araliklar1 belirlenmistir.

6.2.4 Kan 6rneginin hazirlanmasi

Olusturulan sensorlerin giivenilirligini ve uygulanabilirligini gdstermek amaciyla
kolin baskili kalem grafit elektrotlar, insan kan serumunda kolin tespit etmek icin
kullanilmistir. Bu amagla Yeditepe Universitesi Hastanesi’nde, kan alindiktan hemen

sonra 3300 devir/dakika’da GYROZEN 1248R (iiretim yeri: Giiney Kore) cihaziyla
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10 dakika santrifiijlenerek kan serumunun ayrismasi saglanmistir. Ayristirilan serum

tiiplere alinarak ¢aligmada kullanilmak iizere -20 °C‘de dondurularak bekletilmistir.

6.3 Deney Diizeneginin ve Elektrotlarin Hazirlanmasi

Oncelikle elektrotlarin molekiiler baskilama yapilan uzunlugu, yaklasik 2 cm olarak
isaretlendi ve analiz yapilirken elektrotlar ¢ozelti igerisine 2 cm batirilarak Slgiimler

yapilmustir.

Elektrotlarin OCP, CV ve EIS o6lgiimleri, ilk olarak, kolin i¢cermeyen, 5 mM
Ks[Fe(CN)s] iceren 100 mL hacimde RAXPBS igerisinde yapilmistir. Daha sonra bu
¢oOzeltiye sirastyla, en seyreltik olandan derisik olan ¢ozeltiye dogru, E-11 M’den
baslayarak, hazirlanan kolin ¢dzeltilerinin eklenmesiyle elektrotlarin = Slglimii
gerceklestirilmistir. E-11 M ¢o6zeltinin eklenmesiyle yapilan OCP, CV ve EIS
Olclimlerinin tamamlanmasinin ardindan ¢ozeltiye E-10 M’lik ¢ozelti eklenip, aym
Olctimler tekrarlanmigtir. Bu Slgtimler sirastyla, E-9, E-8, E-7 ve E-6 M ¢dzeltilerin
eklenmesiyle, ayr1 ayr biitiin elektrotlar i¢in yapilip, farkli derisimlerde kolin igeren

¢oOzeltilerde elektrotlarin davranisi incelenmistir.

6.3.1 Deney diizenegi

Elektrotlarin elektrokimyasal analizleri Sekil 6.1°de gosterilen diizenek kullanilarak
yapilmistir. Bu diizenekte 1 numarali kisim c¢ozelti ile potensiyostat arasinda
baglantilarin yapildig:r kisimdir. Cihazdan saglanacak gerilimin elektrotlara iletimi,
elektrotlardan elde edilen yanitlarin da cihaza iletimi buradaki baglantilar sayesinde
olmaktadir. Ayrica baglantilarin diizgiin olmasi ve her analiz i¢in yeniden diizenleme
yapilmamas1 adina sabitleyici diizenek kullanilmistir. 2 numarali kisim elektrotlarin
yerlestirildigi, icerisinde PBS ¢dzeltisinin ve redoks tepkimelerinin gergeklesmesini
saglayan Ks[Fe(CN)e]’min bulundugu, yani analizlerin yapildigi ¢ozeltiyi ifade
etmektedir. OCP, CV ve EIS o6lgiimlerinin yapildigi kisim 3 numarali kisimdir. 4
numarali kisim sayesinde, 6l¢iim sonuglar1 cihaza ait yazilim kullanilarak bilgisayara

aktarilmaktadir.
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Sekil 6.1: Deney diizenegi.

6.3.2 Elektrotlarin hazirlanmasi

Kullanilacak elektrotlar, herhangi bir isleme maruz kalmadan, oOncelikle ABS
cozeltisi icinde 60 sn boyunca optimize edilmistir. Sekil 6.2°de alti gruba ait
ortalama akim-zaman egrisi yer almaktadir. Bu egriler 60 sn boyunca +1.4 V gerilim
uygulanarak elde edilmistir. Elektrotlardan Olglilen akim zamanla azalarak denge

durumuna ulasmistir.
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Sekil 6.2: 60 sn boyunca +1.4 V sabit gerilimde ABS i¢inde anodize edilmis PGE’ler i¢in ortalama
akim-zaman egrileri.
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Daha sonra elektrotlarin PBS igerisinde OCP, CV ve EIS dl¢limleri yapilmis ve
boylelikle molekiiler baskilama yapilmadan Once elektrotlarin  davranist
belirlenmistir. Daha sonra elektrotlar alti gruba ayrilmistir; negatif kontrol grubu
(NC-PGEs) (herhangi bir baskilama yapilmayan grup), pozitif kontrol grubu (PC-
PGEs), yiizeyine MAGA polimerinin baskilandig1 gruptur. Kalan dort grup sirasiyla,
2E-1 M (2E-1ChMPGE), 5E-1 M (5E-1ChMPGE), 10E-1 M (10E-1ChMPGE) ve
20E-1 M (20E-1ChMPGE) kolinin elektrotlara baskilanmasiyla olusturulmustur.
Kolinin yiizeye baglanmasi, fonksiyonel monomer (MAGA) ve ¢apraz baglama
maddesi (EGDMA) yoluyla kovalent bag olmadan ger¢eklesmektedir. EGDMA,
MAGA ve 2 mg AIBN ve degisen molariteye gore hesaplanan kolin miktarlari
ependorf tiipiinde birlestirilmistir (Sekil 6.3a). Elektrotlar bu tiiplere daldirilarak
ikigser dakika bekletildikten sonra (Sekil 6.3b) kopiigiin iizerine yerlestirilerek 20
dakika UV 1s18in altinda polimerlesmesi igin birakilmistir (Sekil 6.3c,d). UV,
baslatict olarak gorev yapan AIBN maddesini aktive etmek i¢in kullanilmaktadir.
Polimerlesme siireci tamamlanan tiim elektrotlarda koline 06zgii bosluklari
olusturmak i¢in, baskilanmis polimer yapidan kolinin uzaklastirilmasi elektrotlarin
0.1 M HCI ¢ozeltisinde on dakika bekletilmesiyle saglanmistir (Sekil 6.3€). Son
asama olarak da elektrotlar ikiser kez beser dakikalik siirelerle i¢inde su bulunan
ependorf tiiplerinde bekletilerek yikanmustir (Sekil 6.3f). Boylelikle, kolin
molekiiliiniin baskilandig1 elektrotlar hazirlanmig ve biitlin optimize edilmis
elektrotlarin CV ve EIS 6l¢timleri, 5 mM Kz[Fe(CN)s] iceren RAXPBS ¢ozeltisinde
yapilmistir.
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Sekil 6.3: Molekiiler baskilama siireci.
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6.4 Kaplamanin AFM Kullanilarak Karakterizasyonu

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM), nano boyutta goriintiileme yapan, ¢ok yiiksek
¢Oziiniirliiklii goriintiiler elde edilmesini saglayan ve bir cismin ylizeyi hakkinda bilgi
veren mikroskop ¢esididir. AFM ile seramiklerin, kompozitlerin, camlarin,
metallerin, polimerlerin ve yart iletkenlerin yiizeylerindeki asimnma, siirtiinme,

kaplama, piiriizliiliik ve korozyon gibi 6zellikleri incelenebilmektedir.

AFM goriintiisii elde edilirken lazer 1511 kullanilir. Yiizeye gonderilen lazer 1sim
yilizeyin morfolojisine bagli olarak farkli agilarla yansir ve yansiyan lazer 1sininda
sapmalar meydana gelir. Bu sapmalar yardimiyla ylizey girinti ve ¢ikintilart tespit
edilerek ylizeyin topografik goriintiisii elde edilir. Bu ¢aligmada 9.09x9.09 pm?2
yiizey alaninin taranmast sonucu elde edilen goriintiiler kullanilarak, elektrot

yiizeyindeki kaplamanin kalinligina ve ylizeyin piiriizliliigiine bakilmistir.

AFM gorintiileri elde edildikten sonra, goriintii i¢inde iki farkli noktadan yiikseklik
ve derinlik bilgileri alinmistir Bu veriler farkli parametreler icermektedir. Bu
parametreler; Ra, aritmetik ortalama sapmasini; Rz, bes tane en yiiksek ve bes tane
en derin noktanin ortalamasini; Rq, aritmetik ortalama sapmalarinin karekokiinii;
Rpv, tim Ol¢iim uzunlugu icin maksimum yiikseklik ile maksimum derinligin

toplamini ifade etmektedir [93].

6.5 Kullanilan Yontem

Ik olarak elektrotlar negatif kontrol grubu (NC-PGES), pozitif kontrol grubu (PC-
PGEs) ve degisen molaritelerde kolin baskilanan dort grup olmak iizere toplamda alti

gruba ayrilmistir.

Biitiin elektrotlar ilk olarak ABS tampon c¢ozeltisi igerisinde 6n hazirliktan
gegmektedir. Daha sonra elektrot modifikasyonunun basamaklarini karakterize
etmek i¢in -500 ve +500 mV arasinda potansiyel uygulanarak (degisme adimi:20
mV, tarama hizi: 50 mV/s) doniisiimlii voltametri 6lgiimleri yapilmistir. Doniisiimlii
voltametri grafikleri, Sekil 6.4’te goriildiigi gibi, icerisinde 5 mM Kz[Fe(CN)e]
bulunan RAxPBS redoks ¢ozeltisi igerisinde elde edilmistir. Empedans 6l¢timleri i¢in
de Sekil 6.4’teki diizenek ve ¢Ozelti kullanilarak, 100 kHz ile 0.1 Hz arasindaki

frekans araliginda ol¢timler gerceklestirilmistir.
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Sekil 6.4: Grafit elektrotlarin PBS ¢ozeltisi icinde gdriiniimii.

Negatif kontrol grubu disinda kalan tiim elektrotlara uygulanan islem molekiiler
baskilama islemidir. Pozitif kontrol grubu elektrotlar1 sablon molekiil olan kolini
icermeyen ¢Ozeltinin igerisine, diger elektrotlar da farkli molaritelerde kolin i¢eren
cozeltilere batirilarak hazirlanmistir. Pozitif elektrotlarin yiizeyi sadece MAGA
polimeriyle kaplanirken, diger grup elektrotlar: farklt miktarlarda kolin iceren (2E-1
M, 5E-1 M, 10E-1 M, 20E-1 M) polimerle kaplanmistir.

Elektrotlar bes farkli mol sayisinda kolin igeren ¢ozeltilerde analiz edilmistir.
Cozeltiler, 5 mM Kz[Fe(CN)e] iceren RAXPBS ¢o6zeltisine sirasiyla E-11, E-10, E-9,
E-8, E-7 ve E-6 M kolin igeren ¢ozeltilerin ilave edilmesiyle elde edilmistir. RAXPBS
¢ozeltisinde bulunan optimize edilmis elektrotlarin OCP, CV ve EIS analizleri
yapilmistir. Elektrotlarin her bir ¢ozeltiye verdigi yanitlar incelenmis ve kolin tespiti

yapilabilen araliklar belirlenmistir.

Elektrotlarin koline kars1 segici oldugunu gostermek amaciyla degisen derisimlerde
TRIS molekiilii igeren RdxPBS c¢ozeltisinde EIS analizleri yapilmistir. TRIS
cozeltileri, derisimleri daha once hazirlanan kolin ¢ozeltileriyle esit derisimde TRIS
(E-11, E-10, E-9, E-8, E-7 ve E-6 M) igerecek sekilde hazirlanmistir. Elektrotlarin
her bir TRIS ¢ozeltisine verdigi yanitlar incelenmis ve MIP bazli PGE’lerin koline

kars1 secicicilik gosterdigi saptanmaistir.

Bir sonraki adim olan elektrotlarin kan serumundaki analizi i¢in kalibrasyon
metotlarindan standart katma metodu kullamilmistir. Bu metotla kandaki kolin

miktarinin saptanmasi hedeflenmistir. Standart katma metodunda kullanilan 6rnek
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kompleks bir karisim ya da igerigi bilinmeyen bir madde oldugu i¢in analit disinda
baska maddeler de bulunmakta ve elde edilen sinyali etkilemektedir. Bu tiir
durumlarda ve potansiyometrik/voltametrik olgiimlerin yapildigi analizlerde bu
yontem siklikla kullanilmaktadir. Cok sayida 6lgmeyle yapilan hesaplama yontemine
gore Ornege cklenen standart analite yakin miktarda bilesen igerecek sekilde
secilmelidir [94]. Kan serumunun seyreltilmesiyle sahip oldugu kolin miktarina en
yakin derisimde kolin igeren ¢ozelti, E-5 ¢Ozeltisi, standart olarak seg¢ilmistir. Sekil
6.5’te belirtildigi gibi, bu yontemde, bes Olgiim kabina 0.5 mL kan serumu
eklenmistir. Sirastyla her kaba 5, 10, 15 ve 20 mL standart ilave edilmis ve her

6lciim kabina 30 mL’ye tamamlanacak sekilde RAxPBS ¢ozeltisi eklenmistir.

OmL standart (E-3) S mL standart (E-3) 10 ml standart (E-3) 15 mL standart (E-3) 20 ml standart fE-j)

205 ml. RdxPBS 245 mL RdxPBS 20.5 mL RdzFBS 14.5 mL RdxPES
1 2 3 4

9.3 ml RdzPBS
I

Sekil 6.5: Standart katma metodu.

Cozeltilerin, ilave edilen standardin hacimlerine karsit OCP, CV ve EIS yanitlan elde
edilmigtir. EIS grafiginden elde edilen verilere gore ¢izilen dogru grafiginde egim
(m) ve y eksenini kestigi noktalar (b) saptanarak bu degerler ¢ozeltideki analit

miktarini belirlemede kullanilmistir [94].
kxVsx Cg kx*Vyx C
A= s*bs x* Cx
Vr Vr

6.1

A: Enstriiman yaniti
Vs : Standardin hacmi (degisken, 0, 5, 10, 15, 20 mL)
Cs : Standardin derisimi
Vx : Analitin hacmi
Cx : Analitin derigimi
V7 : Toplam hacim
k: orant1 sabiti
A;

k=— 6.2
Ay

A\ : 1 numarali ¢ozeltiden elde edilen yanit

A1 : 1 numarali ¢ozeltiden (0 mL standart iceren) elde edilen yanit

50



Bu yontemde analitin derisimi Cx iki yolla belirlenebilir [94];
1. Eklenen hacme karsi empedans yanitlarini igeren grafik ¢izilir. Bu grafikten

elde edilen dogrunun egimi m ve y eksenini kestigi nokta b ile gosterilirse,

A=m=x* Vs+b 6.3
k x Cs
= 6.4
m v
kx Vy*x Cy
b=——7"7—— 6.5
Vr
Ezk*VX*CX* Ve 66
m Vr k x Cs
Gy = 22 Gs 6.7
T m vy '

seklinde elde edilebilir.
2. Olgiim sonuglarina gore elde edilen dogrunun extrapole edilmesiyle x
eksenini kestigi nokta (Vs=0 noktas1) enstriiman yanit1 olarak belirlenir ve
bilinmeyen analit miktarina esit miktarda analit iceren standart ¢ozeltinin
hacmini tanimlar.
A=0 oldugunda,
A:k* (Vs * Cs)_l_k* (Vx * CX):

0 6.8
Vr Vy
Ve)o * C
oo (o Cs ‘o
Vx

seklinde hesaplanabilir.

Analizi yapilan her elektrot islem sonunda 6nce on dk 0.1 M HCI igerisinde sonra
beser dakika iki farkli ependorf tiipiinde deiyonize su ile yikanmustir. Ikinci
yikamada ise beser dakikalik siirelerle 6nce 0.1 M HCI iginde sonra iki farkli

ependorf tiipiinde deiyonize su ile yikanarak tekrar kullanima hazir hale getirilmistir.
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7. SONUC

Bu calismada kolin molekiiline duyarli impedimetrik biyosensor gelistirilmesi
amaglanarak, PGE’ler iizerinde koline duyarli tanima bolgeleri MIP yontemiyle
olusturulmustur. Molekiiler baskili elektrotlar, sentetik kolin reseptorleri olarak
kullanilmis ve bu yontemle olusturulan biyosensorlerin PBS ¢ozeltisindeki degisime
verdigi yanitlar elektrokimyasal yontemle incelenmistir.

Ilk asama olan, elektrotlarin ABS ¢ozeltisi icinde optimize edilmesinin sonucunda
tim elektrotlarin akim degerlerinin, 24.3 pA ile 0.974 pA arahiginda azalma
gosterdigi tespit edilmistir. Elektrotlar, farkli molaritelerde kolin igeren polimerlerle
baskilandiktan sonra, farkli molaritelerde kolin igeren c¢ozeltilerde CV ve EIS
Olcimleri yapilarak akim, gerilim, empedansta meydana gelen degisimler ele
alinmistir. Bu ¢alismada, elektron transfer maddesi olarak, redoks tepkimelerinin
gerceklesmesini  saglayan  [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]®  potasyum  ferrisiyanid
(K3[Fe(CN)s]) (Rdx) kullanilmistur.

Elektrot lizerindeki polimer yapida olusturulan kolin bosluklar1 sablon molekiilii ile
geometrik ve fonksiyonel olarak eslesme gostermektedir. Grafit elektrotlar iizerine
farklt molaritelerde kolin baskilama yapilmasi, farkli sayida sablonun olusmasina
neden olmaktadir. Koline 6zgli sablonlarin sayisinin fazla olmasi daha ¢ok kolin
molekiiliinlin baglanmasina olanak saglar. Baglanmanin elektrotlar {izerindeki
polimer yapilarda meydana getirdigi akim, gerilim ve empedans degisimleri CV ve
EIS yontemleri kullanilarak incelenmistir. Cozeltide bulunan kolin molekiiliiniin
derigimiyle 6l¢iilen akimin orantili sekilde degisiklik gosterdigi goriilmiistiir. Analizi
yapilan kolin molekiiliiniin derisimindeki degisim Rt degerinin de degismesine
neden olmaktadir. Negatif kontrol grubundaki Ret degerinin en yiiksek oldugu ve
elektrotlarin kaplanmasiyla Rct degerinde bir diislis goriildiigii ve yapilan deney
sonuglarinda kolin molekiiliiniin elektrot yiizeyine tutunmasi arttikga, yiik transfer
direncinin (Rct) arttigi goriilmektedir. Kolin molekiiliiniin derisimindeki artisla
birlikte biyosensoriin ylizeyinde artan miktarda molekiil tutunacagindan, empedansin

da beklendigi sekilde arttg1 goriilmektedir. Analizi yapilan c¢ozeltinin derisimi
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arttikca, kolinin elektrot yiizeyine tutunumu artar ve [Fe(CN)s]™¥* den kaynakl yiik
transferinin engellenmesine neden olur. Sonu¢ olarak CV grafiklerinde goriilen,
indirgenme-yiikseltgenmeyi ifade eden, daha diisik genlikte doniisimli

voltamogram pikleri elde edilmektedir.

7.1 Kalem Grafit Elektrotlarin Yiizey Karakterizasyonu

Grafit elektrotlarin yiizeyinde polimer kaplamanin gerceklestigini gostermek ve

kaplama kalinligiyla ilgili veri elde etmek amaciyla AFM goriintiileri alinmastir.

Sekil 7.1 kolin baskilamasi yapilmayan yalin PGE’nin, Sekil 7.2, Sekil 7.3 ve Sekil
7.4 swrasiyla 2E-1ChMPGE, 5E-1ChMPGE, 10E-1ChMPGE ve 20E-1ChMPGE
elektrotlarina kolinin tutunmus halde bulundugu yiizey goriintiilerini ifade
etmektedir. Baskilama yapilan elektrotlardan elde edilen goriintiilerle yalin haldeki
elektrot gortntiisii karsilastirildiginda, baskilama yapilan elektrotlarin topografik
yiikseklik verilerinin kaplama yapilmayan elektrottan fazla oldugu tespit edilerek
elektrot yilizeylerinde kaplamanin basarili bir sekilde gerceklestigi goriilmiistiir.
Baskilama yapilmayan elektrodun ortalama kaplama kalinligi 200.658 nm olurken,
2E-1ChMPGE elektrodunun 231.615 nm, 5E-1ChMPGE elektrodunun 334.191 nm,
10E-1ChMPGE elektrodunun 277.674 nm ve 20E-1ChMPGE elektrodunun ise
304.922 nm olarak saptanmustir.
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Sekil 7.1: Kaplama yapilmayan elektrodun AFM goriintiisii.
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W Red -126.053 154457  14.202 0000 280511  71.054 59363 231615 -0.198 2557
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Sekil 7.2: 2E-1ChMPGE elektrodun AFM gbriintiisii.
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Sekil 7.3: 5E-1ChMPGE elektrodunun AFM goriintiisii.
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Sekil 7.4: 10E-1ChMPGE elektrodunun AFM goriintiisil.
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Sekil 7.5: 20E-1ChMPGE elektrodunun AFM gorintiisi.
7.2 Elektrotlarin RdxPBS i¢inde Analizi
7.2.1 Kontrol grubu

7.2.1.1 Negatif kontrol grubu

Elektrokimyasal oOl¢limler sonucunda elde edilen CV grafigi, elektron transfer
kinetigi ve elektron transferinin sonuglar1 hakkinda bilgi verirken; EIS grafigi,
elektrot arayiiziiniin tepkime karakteristigi hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica, CV
grafigi indirgenme-yiikseltgenme tepkimeleri sonucu meydana gelen elektron
transfer kinetigindeki degisimi belirtmektedir [95].

Molekiiler baskilama uygulanmayan negatif kontrol grubu elektrotlarinin CV ve EIS
Ol¢iimleri ¢ozeltinin davranmigini ifade etmektedir. Bu ylizden negatif kontrol grubu,
referans grup olarak diisiiniilebilir.

Nyquist diyagramindan elde edilen yarim dairenin ¢apinin, ¢ozeltide bulunan kolin
derisiminin artmasiyla korrele olacak sekilde artis gosterdigi gozlemlenmistir. Bu da

aynit zamanda R¢t nin artmis oldugunu ifade etmektedir. Negatif kontrol grubunda
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kolinin baglanabilecegi herhangi bir baglanma boslugu bulunmamasma ragmen
Ret’de artis meydana gelmesi, derisimin artmasiyla elektrot yiizeyinin spesifik
olmayan bir kaplanma ile kaplandigini géstermektedir.

Negatif kontrol grubunun elektrokimyasal empedans (EIS) ozellikleri Sekil 7.6’da
gosterildigi gibi degeri E-11 M ile E-6 M arasinda degisen kolin g¢ozeltilerinde
incelenmigstir. Polimer kaplama olmayan negatif kontrol grubu kalem grafit
elektrotlarinin Sekil 7.6 ve Sekil 7.7°de gosterilen EIS ve CV davranisi, polimerle
kaplanmamis anodize edilmis elektrotlarin ¢ozelti iyonlar1 ile etkilesimini ifade
etmektedir. Baskilama olmayan elektrotlarda Rct degerinin yani yarim daire ¢apinin
disik miktarlarda degistigi Cizelge 7.1’de gosterilmektedir. Artan kolin
konsantrasyonuyla Rct degerinin artmasi kolinin yiizeye olan afinitesinden dolayi

spesifik olmayan baglanma seklinde aciklanabilir.

Cizelge 7.1: Negatif kontrol grubu elektrodunun EIS verileri.

Kolin Derigimi (M) AZ(real) (Q) Ret (Q)
E-11 313,7175 233,3352
E-10 399,3524 253,0453
E-9 523,1483 288,9397
E-8 628,2213 313,8296
E-7 770,8189 348,9922
E-6 797,9512 374,5256
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Sekil 7.6: Negatif kontrol grubu elektrodunun farkli derisimlerde kolin iceren ¢ozeltilerdeki EIS
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Sekil 7.7: Negatif kontrol grubu elektrodunun farkli derisimlerde kolin igeren ¢ozeltilerdeki CV

sonucu.
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7.2.1.2 Pozitif kontrol grubu

Pozitif kontrol grubu elektrotlart kolin icermeyecek sekilde polimerle kaplanmustir.
Polimerle kaplamanin, CV ve EIS grafiklerine bakildiginda pozitif kontrol grubunun
hiicre potansiyelini, mevcut genligini ve pik potansiyelini arttirdigr goriilmektedir.
Bunun yani sira, PGE’ler 7.16x101! (E-11) ile 7.16x10°% M (E-6) ¢ozeltileri
kullanilarak tanimlandigindan, kolin PGE’lerin hiicre potansiyeli ve pik potansiyeli
artmaya devam etmistir. PGE’lerin empedansi, polimerin iletken 6zelligi nedeniyle
azalarak, artan kolin ¢ozelti derisimiyle birlikte artis gostermektedir. Sekil 7.8de,
kolin molekiiliiniin afinitesine bagli olarak polimere spesifik olmayan baglanmasi
sonucunda empedansta artts meydana geldigi goriilmektedir. Sekil 7.9’da ifade
edilen pozitif kontrol grubu elektrodunun CV grafigi ele alindiginda, katot akiminin
artan kolin konsantrasyonuyla diistiigii goriilmektedir. Indirgenme-yiikseltgenme
tepkimeleriyle meydana gelen elektron transfer kinetiginin degismesiyle de anot ve
katot akimlarinin degisen kolin ¢ozeltileri i¢cinde farklilastigi goriilmektedir. Bunun
yani sira ¢ozeltinin kolin konsantrasyonun artmasiyla empedansta ve Ret degerinde

meydana gelen degisimler Cizelge 7.2°de belirtilmektedir.

Cizelge 7.2: Pozitif kontrol grubu elektrodunun EIS verileri.

Kolin Derisimi (M)  AZ(real) (Q) Ret ()
E-11 26,79013 93,0620
E-10 133,3212 118,0417
E-9 404,1480 209,2329
E-8 1607,9110 554,1570
E-7 2373,0540 869,6959
E-6 4587,1240 2135,1920
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Sekil 7.8: Pozitif kontrol grubu elektrodunun farkli derisimlerde kolin i¢eren ¢ozeltilerdeki EIS
sonucu.

0,00015

0,0001

0,00005

-0,00015

-0,0002

0,6

Gerilim (V)

E-11 E-10

E-9

E-8 E-7 =—E-6

Sekil 7.9: Pozitif kontrol grubu elektrodunun farkli derisimlerde kolin i¢eren ¢ozeltilerdeki CV
sonucu.
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7.2.2 Deneysel gruplar

Bu ¢aligmada, deneysel grubu olusturan elektrotlarin verilerinin degerlendirilmesiyle,
elektrotlara baski yapilacak kolin konsantrasyonu i¢in, E-1 M'nin iki kat1 olan 2E-1
M se¢ilmistir [78].

Sekil 7.10, E-11 ile E-6 araliginda farkli derisimlerde kolin igeren ¢ozeltilerde 2E-
1ChMPGE elektrodunun davranisini gostermektedir. Sekil 7.13, Sekil 7.16 ve Sekil
7.19°da sirasiyla alti farkli kolin derisimine sahip ¢o6zeltide 5E-1ChMPGE, 10E-
1ChMPGE ve 20E-1ChMPGE elektrotlarindan elde edilen EIS grafikleri
gosterilmektedir. Bu ¢ grafikte, elektrotlar {izerindeki kolin bosluklarinin
arttirtlmasiyla bu bosluklara daha fazla kolinin baglanabilecegi ve dolayisiyla
PGE’nin empedansinin beklendigi gibi artis gosterdigi goriilmektedir. Elektrot
lizerine baskilanmis kolinin derisimi, kolinin baglanma o6zelligini etkilemektedir.
Kolinin ¢ozeltideki derigimi artarken, Nyquist diyagraminin yarim dairesinin ¢api,
Rct de artig gosterir ¢linkii elektrotlara kolin adsorpsiyonu artmis olur. Sekil 7.10°da,
bu elektrodun E-11 ile E-6 araligindaki ¢o6zeltilerde bulunan kolin molaritesini

ayristirabildigi goriilmektedir.

Sekil 7.11, Sekil 7.14, Sekil 7.17 ve Sekil 7.20 sirasiyla 2E-1ChMPGE, 5E-
1ChMPGE, 10E-1ChMPGE ve 20E-1ChMPGE elektrotlarmin CV grafiklerini ifade
etmektedir. Bu grafikler, -500/+500 mV araliginda, degisen gerilime karsi akimda
meydana gelen degisimi gostermektedir. Sekil 7.11, Sekil 7.14 ve Sekil 7.17
incelendiginde, artan kolin derisimiyle anodik akimlar ve hiicre potansiyeli sabit
kalirken, katodik akimlarin arttigi goriilmektedir. Cozeltideki koline bagl olarak,

iletkenligin artt1ig1 ve bdylelikle de akimin arttig1 gozlemlenmektedir.
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Sekil 7.10: 2E-1ChMPGE elektrodunun farkli derisimlerde kolin igeren ¢6zeltilerdeki EIS sonucu.
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Sekil 7.11: 2E-1ChMPGE elektrodunun farkli derisimlerde kolin i¢eren ¢6zeltilerdeki CV sonucu.
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Cizelge 7.3’te, 2E-1ChMPGE elektrodu igin, ¢ozelti igerisinde farkli kolin
konsantrasyonuna bagli olarak empedans ve Ret degerlerindeki degisim

gosterilmektedir.

Cizelge 7.3: 2E-1ChMPGE elektrodunun EIS verileri.
Kolin Derisimi (M) AZ(real) (Q) Ret (€2)

E-11 68,2779 69,5442
E-10 134,3348 93,7972
E-9 179,3169 112,0161
E-8 253,4650 135,6097
E-7 317,1946 152,5439
E-6 351,1137 168,7690

Cizelge 7.3’te verilen empedans degisimi baz alinarak yapilan regresyon analizi
sonucunda, 2E-1ChMPGE elektrodunun %97.96 oraninda basariyla kolin tespiti
yaptig1 soylenebilmektedir (Sekil 7.12).
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Sekil 7.12: 2E-1ChMPGE elektrodunun kalibrasyon egrisi.

5E-1ChMPGE elektrodu, Sekil 7.13’te goriildigii gibi E-11 M ile E-7 M araligindaki
kolin miktarmi etkili bir sekilde ayristirmak igin kullanilabilir. E-7 ve E-6
¢oOzeltilerinin Ret degerleri birbirine olduk¢a yakindir ve bu ¢ozeltiler benzer davranis
gostermektedir. Bu durum, SE-1ChMPGE elektrodunun E-7 M’nin iizerindeki kolin
derisimlerini tespit etmek icin uygun olmadiini ve bu aralikta etkili ayrigtirma

yapamayacagini gostermektedir.
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Sekil 7.11 ve Sekil 7.14°teki CV grafiklerinde ise kolin konsantrasyonunun ¢ozelti
icinde artmasiyla anot akimlar1 degismezken ¢ozeltideki kolin derigiminin artigina

bagli olarak katot akimlarinin arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 7.13: 5SE-1ChMPGE elektrodunun farkli derisimlerde kolin i¢eren ¢ozeltilerdeki EIS sonucu.
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Sekil 7.14: 5E-1ChMPGE elektrodunun farkli derisimlerde kolin i¢eren ¢6zeltilerdeki CV sonucu.
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Artan kolin derisimine kars1 elektrotta meydana gelen empedans ve R
degerlerindeki degisimi ifade eden Cizelge 7.4, 5E-1ChMPGE elektrodunun

degerlerinde diizenli bir artis oldugunu gostermektedir.

Cizelge 7.4: 5E-1ChMPGE elektrodunun EIS verileri.
Kolin Derisimi (M) AZ(real) (Q) Rt (Q)

E-11 14,36055 23,49742
E-10 22,91624 25,97744
E-9 35,04153 28,28619
E-8 38,24448 29,74755
E-7 45,67146 32,57984
E-6 58,29659 36,37685

Sekil 7.15’te belirtilen, SE-1IChMPGE elektroduna ait regresyon egrisine gore, bu
elektrot kullanilarak %97.98 basariyla kolin tespit edilebildigi goriilmektedir.
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Sekil 7.15: 5E-1ChMPGE elektrodunun kalibrasyon egrisi.

Sekil 7.16’da goriildiigii iizere 10E-1ChMPGE elektrodu, E-11 M ile E-9 M
araligindaki ayrismay1 yapabilirken E-9 M’den yiiksek derisimler igin etkili
ayristirma yapamamaktadir. Sekil 7.16’da goriilen yarim daire ¢aplarinin E-9, E-8,
E-7 ve E-6 cozeltilerinde oldukca yakin olmasi ve elektrodun benzer davranis
gostermesi bu derisimlerde yeterli ayrisma yapilamayacagini ifade etmektedir.

Sekil 7.17°de gosterilen CV grafigi ele alindiginda katot akimlarinda meydana gelen
degisimin birbirine oldukca yakin oldugu goriilmekte iken, anot akimlarinda

meydana gelen degisimin daha ayirt edilebilir oldugu da anlasgilmaktadir.
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Sekil 7.16: 10E-1ChMPGE elektrodunun farkli derisimlerde kolin igeren ¢ozeltilerdeki EIS sonucu.

0,0002
0,00015
0,0001
0,00005
0

-0,00005

-0,00015
-0,0002

-0,00025
Gerilim (V)

E-9

E-10

E-11

E-8

E-7 =——E-6

0,6

Sekil 7.17: 10E-1ChMPGE elektrodunun farkl: derisimlerde kolin igeren ¢6zeltilerdeki CV sonucu.
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Cizelge 7.5, RAXPBS ¢ozeltisi i¢inde E-11 M ile E-6 M araliginda degisen kolin
miktarlarma karst Ret ve empedans degisim degerlerini ifade etmektedir. Cozelti
igerisindeki kolin derisiminin artisiyla Ret ve empedans degisimlerinin de arttigi

gorilmektedir.

Cizelge 7.5: 10E-1ChMPGE elektrodunun EIS verileri.
Kolin Derisimi (M)  AZ(real) (Q) Ret ()

E-11 87,1114 24,9204
E-10 105,3027 30,2761
E-9 117,7353 34,1666
E-8 121,6689 35,4279
E-7 141,2722 42,4304
E-6 146,0306 43,4237

Sekil 7.18’de verilen regresyon egrisine gore, 10E-1ChMPGE elektrodunun %96.88
basartyla kolin tespiti yapabildigi goriilmektedir.
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Sekil 7.18: 10E-1ChMPGE elektrodunun kalibrasyon egrisi.

Sekil 7.19°da belirtilen grafik, 20E-1ChMPGE elektrodunun degisen ¢ozelti
derisimlerindeki davranigini gostermektedir. Elde edilen grafik neticesinde, E-11 M
ile E-6 M araligindaki kolin derigimlerini tespit edebilen bir elektrot elde edildigi
sOylenebilir. E-10 M ve E-9 M ¢ozeltilerinin degerlerin birbiriyle hemen hemen ayn1
olmasi, hazirlanan elektrodun E-10 M ile E-9 M arasindaki kolin derisimlerinin
ayristirtlmasinda kullanimini zorlagtirmaktadir. Bu aralik disinda kalan degerler icin
20E-1ChMPGE elektrodu kullanilabilir.

Baskilama yapilan PGE’lerin yiizeyine tutunan kolin molekiilleri, ¢ozelti derisiminin

artmasiyla artis gostermekte ve yiik transferinin engellenmesine neden olmaktadir.
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Bu durum Sekil 7.20°de goriildiigii gibi indirgenme ve yiikseltgenmeden kaynakli

olusan piklerin diismesine neden olmaktadir.
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Sekil 7.19: 20E-1ChMPGE elektrodunun farkli derisimlerde kolin igeren ¢6zeltilerdeki EIS sonucu.
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Sekil 7.20: 20E-1ChMPGE elektrodunun farkli derisimlerde kolin igeren ¢ozeltilerdeki CV sonucu.
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Sekil 7.20 gbz oniline alindiginda CV grafiklerinde meydana gelen degisimin diizenli
olmamasi kolin molekiiliiniin bozulmaya ugrayarak, iletken olmayan olusumlarin
(trimetilamin, hidrojen veya klor gaz1 gibi) meydana gelmesiyle agiklanabilir. Ayrica
anot ve katot pik akimlarmin farkli olmasi, doniis akimlarmin de§ismesi ve hiicre
potansiyelinin diismesi, kolin molekiiliiniin bozulmaya ugradigini gostermektedir
[95].

Cizelge 7.6’da, 20E-1ChMPGE elektrodunun ¢ozeltideki kolin miktarindaki
farkliliga kars1 empedansinda meydana gelen de§isim yer almaktadir. Bu degisimler
kullanilarak yapilan regresyon analizine gore bu elektrodun Kkolin tespitindeki

basarist %91.99 olarak bulunmustur.

Cizelge 7.6: 20E-1ChMPGE elektrodunun EIS verileri.
Kolin Derisimi (M)  AZ(real) () Ret(Q)

E-11 246,4205 240,5402
E-10 385,8198 280,7636
E-9 410,2062 282,5404
E-8 461,4373 295,2759
E-7 719,0356 351,3110
E-6 865,9407 388,9798

20E-1ChMPGE elektrodunun, kolin tespitindeki basar1 oraninin diisiik olmasi (Sekil
7.20) bu elektrodun daha sonra kan serumunda yapilan calismalarda kullanimini

kisitlayan bir faktor olmaktadir.
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Sekil 7.21: 20E-1ChMPGE elektrodunun kalibrasyon egrisi.

Molekiiler baskilamada kullanilan polimer sayesinde elektrodun iletkenligi
arttirtlirken, bu artis sistem davranisinda herhangi bir degisiklige yol agmamaktadir.

Incelenen ¢ozeltilerde kolin derisiminin arttirilmasi molekiiler baskilama yapilan
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elektrotlarda daha fazla kolin molekiiliiniin adsorpsiyonuna neden olmaktadir. Bu
durum [Fe(CN)e]**iin yiik transferini engelleyerek Rc’nin artmasini saglamasiyla
elde edilmektedir. Elde edilen EIS verileri, denklem 3.7°de de ifade edildigi gibi,

sistem kapasitansinin, kolin derisiminin artmasiyla azaldigini géstermektedir.

Bu asamadan sonra, E-11 M ile E-6 M araliginda kolinin ayristirilabilir sekilde
tespitini en iyi sekilde yapan elektrotlar, EIS grafikleri ve regresyon egrileri goz
Ontine alinarak belirlenmis ve bu elektrotlarin kan o6rnegindeki sonuglari
incelenmistir. Elektrotlar belirlenirken EIS grafigi lizerinde olusan yarim daireler ve
R? degerleri dikkate almarak 2E-1ChMPGE ve 5E-1ChMPGE elektrotlar: bu aralikta
en etkin ayristirma yapan elektrotlar olarak secilmistir. Segilen elektrotlarn kan

serumundaki davranislar1 incelenmistir.

7.3 Elektrotlarin Spesifisite Analizleri

Elektrotlarin EIS ve CV yantlarinin koline 6zgii oldugunun gésterilmesi
amagclanarak, farklt molekiillere verdigi yanitlarin incelenmesi icin spesifisite analizi
yapilmistir.  Spesifisite analizi, kimyasal formili NH>C(CHsOH) olan TRIS
(hidroksimetil)aminometan bilesigi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Ilk kez 1946’da Gomori tarafindan tanitilan TRIS, biyokimya ve molekiiler
biyolojide tampon ¢ozeltilerin bileseni olarak yaygin sekilde kullanilan ve organik
bilesik sinifinda yer alan bir amino alkoldiir [96,97]. TRIS beyaz kristal toz halde
bulunur ve suda yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir [98].

Kan serumunda analiz yapilmasi igin belirlenen 2E-1ChMPGE ve 5E-1ChMPGE
elektrotlarinin RdxPBS ¢o6zeltisi igine eklenen kolinle ayn1 mol sayisina sahip alti
farkli molde TRIS igeren ¢ozeltiyle analizi yapildiginda Sekil 7.22 ve 7.23’teki

yanitlar elde edilmistir.
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Sekil 7.22: 2E-1ChMPGE elektrodunun farkli derisimlerde TRIS igeren ¢ozeltilerdeki EIS sonucu.
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Sekil 7.23: 5E-1ChMPGE elektrodunun farkli derisimlerde TRIS igeren ¢6zeltilerdeki EIS sonucu.

EIS yanitlar1 incelendiginde, RdxPBS i¢inde TRIS’in artan mol sayisina karst Rt
degerlerinin azaldig1 goriilmektedir. Bu durum, eklenen TRIS’in elektrotlarda yer

alan Kkolin bosluklarina tutunmadigin1 ve ¢ozeltide kalarak c¢ozeltinin iletkenligini



arttirdigin1  gostermektedir. Artan ¢ozelti iletkenligiyle gecen akimin arttigi ve
boylelikle empedansin beklendigi sekilde azaldigi goriilmiistiir.

Spesifisite yanitlarindan elde edilen Ret degerleri ve empedans degisimleri Tablo 7.7
ve Tablo 7.8’de gosterilmektedir. Bu veriler 1s181inda yapilan analiz sonucunda Sekil
7.24’te 2E-1ChMPGE elektrotu ic¢in %95.01, Sekil 7.25’te 5SE-1ChMPGE elektrotu
icin  %94.54 oraninda basarili bir spesifisite analizi  gergeklestirildigi

sOylenebilmektedir.

Cizelge 7.7: 2E-1ChMPGE elektrodunun TRIS ¢6zeltisindeki EIS verileri.

TRIS Derigimi (M)  AZ(real) (Q) Ret (Q)
E-11 132,4716 257,5648
E-10 175,8398 243,2814
E-9 215,2587 233,4960
E-8 227,2441 217,7406
E-7 274,6086 208,0688
E-6 297,9614 201,3783
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Sekil 7.24: 2E-1ChMPGE elektrodunun TRIS ¢o6zeltisinden elde edilen kalibrasyon egrisi.

Cizelge 7.8: 5E-1ChMPGE elektrodunun TRIS ¢ozeltisindeki EIS verileri.

TRIS Derigsimi (M) AZ(real) (Q) Ret (Q)
E-11 10,1981 293,6328
E-10 69,9320 273,2999
E-9 105,8290 269,6799
E-8 118,9517 262,9134
E-7 170,5295 260,4920
E-6 206,5657 248,0781
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Sekil 7.25: 5SE-1ChMPGE elektrodunun TRIS ¢6zeltisinden elde edilen kalibrasyon egrisi.

7.4 Elektrotlarin Kan Serumunda Analizi

Kolin-MIP  biyosensorlerinin ~ klinik  uygulamalar igin  giivenilirligini  ve
uygulanabilirligini arastirmak i¢in kalem grafit elektrotlarin insan serum G6rneginde

analizleri yapilmstir.

Serum, enzimler, hormonlar antikorlar gibi ¢cok sayida biyolojik madde igerir. pM
seviyesinde kolin tespiti, olusturulan biyosensorlerin yliksek algilama hassasiyetine
sahip oldugunu gostermektedir. Insan serum Srneginin biiyiik dlgiide seyreltilse bile
elektrotta ilgili bosluklara tutanabilecek proteine ya da ilgili molekiile sahip olacagi
ve spesifik olmayan baglanmayr minimize edecegi varsayilmistir [99]. Serumun
seyreltilerek kullanim1 duyarlilik ve segicilikte bir kayip olusturmadig: igin

biyosensorlerin seyreltilmis insan serumunda kullanilabilecegi diistiniilmektedir [68].

Kandaki kolin miktarimin tespitine yonelik yapilan analizler Sekil 6.5’te belirtildigi
gibi standart katma metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. Bes deney kabinda esit
hacimde (0.5 mL) serum bulunurken, degisen miktarlarda (5, 10, 15 ve 20 mL)
standart (E-5 ¢ozeltisi) yer almaktadir. Standart miktarinin degisimine bagl olarak
elektrokimyasal olgtimler yapilip Sekil 7.26 ve Sekil 7.28°de belirtilen EIS grafikleri
elde edilmistir. 2E-1ChMPGE ve 5E-1ChMPGE e¢lektrotlari i¢in ilave edilen standart
hacmine (mL) karsi empedans verileri (Ohm) kullanilarak Sekil 7.27 ve Sekil

7.29°da belirtilen regresyon egrileri olusturulmustur.

Sekil 7.26’da 2E-1ChMPGE elektrodu i¢in ve Sekil 7.28’de SE-1ChMPGE elektrodu
igin belirtilen EIS sonuglar1 kan serumunda bulunan kolinin baglandigini gostererek

artan kolin konsantrasyonu ile empedans arasindaki bagintiyr ifade etmektedir.
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Ayrica, baglanan kolin molekiillerinin uzaklastirilarak elektrotlarin  tekrar
kullanilabilirliginin saglanmasi icin her analiz sonunda elektrotlar 0.1 M HCI ve

deiyonize su i¢inde yikanmistir.
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Sekil 7.26: 2E-1ChMPGE elektrodunun seyreltilmis kan serumundaki EIS sonucu.

Sekil 7.26°daki 2E-1ChMPGE elektroduna ait EIS grafigine bakildiginda Rt
degerlerinin diizenli sekilde arttign goriilmektedir. ilave edilen standart miktarina
kars1 elektrodun empedans ve R degerlerindeki degisimi Cizelge 7.9°da
goriilmektedir. Buradaki degerler baz alinarak ¢izilen regresyon egrisi, bu elektrodun

analizde basarili oldugunu gostermektedir.

Cizelge 7.9: 2E-1ChMPGE elektrodunun kan serumundaki EIS verileri.

Ilave edilen standart

miktart (mL) AZ(real) () Ret ()
5 306,65454 1105,60852
10 499,85376 1175,62805
15 789,75684 1291,47705
20 926,00830 1300,41089

2E-1ChMPGE elektrodunun standart katma metoduyla analizi sonucunda Sekil
7.27°de %98.32 basariyla ¢aligmayi gergeklestirdigi goriilmektedir. RAXPBS igine
eklenen standart miktar1 arttik¢a, kolin miktar1 da artmakta ve buna bagli olarak

elektrot yiizeyinde daha fazla tutunma olmaktadir. Elektrot yiizeyindeki kolin tanima
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bolgelerine daha fazla kolinin tutunmasi, empedans ve Ret degerlerinde de artisa

neden olmaktadir.
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Sekil 7.27: 2E-1ChMPGE elektrodunun kan serumundan elde edilen kalibrasyon egrisi.

Standart katma metodu kullanilarak kan serumundaki kolin miktarmin tespit
edilmesine yonelik secilen diger elektrot olan 5E-1ChMPGE elektrodunun Sekil
7.28°de elde edilen EIS sonucu ele alindiginda empedansin diizenli bir sekilde arttig

goriilmektedir.
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Sekil 7.28: 5SE-1ChMPGE elektrodunun seyreltilmis kan serumundaki EIS sonucu.

Artan kan serumuna bagh olarak 5E-1ChMPGE elektrodunda meydana gelen
empedans ve Rct degerindeki degisimi Cizelge 7.10 ifade etmektedir. Bu ¢izelge
incelendiginde ilave edilen standart miktariin artmasiyla empedans degerlerinin

arttigi  goriilmektedir. Sekil 7.29’da gosterilen regresyon analizi goz Oniine
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alindiginda, bu tez ¢aligmasi kapsaminda SE-1ChMPGE elektrodunun %94.12 basari

orantyla analizi gergeklestirdigi goriilmektedir.

Cizelge 7.10: 5E-1ChMPGE elektrodunun kan serumundaki EIS verileri.

Ilave edilen standart miktari AZ(real) (Q) R (Q)

(mL)
5 534,54395 937,71436
10 745,36231 1046,71436
15 84580078  1059,43689
20 921,03198 1089,14282
1000 -
900 -
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*
E oo |
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& 400 -
N 300 - y = 25,198x + 446,71
200 - R2=0,9412
100 -
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0 5 10 15 20 25
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Sekil 7.29: 5E-1ChMPGE elektrodunun kan serumundan elde edilen kalibrasyon egrisi.

Kan serumu iginde bilinmeyen kolin derisimini saptamak i¢in uygulanan standart
katma metodunda, denklem 6.9 kullanilarak yapilan analit derisimi hesabina gore,
serum iginde 10.64+0.546 pM kolin oldugu tespit edilmistir. Kan serumunda yapilan
caligmalarin sonucunda kandaki kolin miktarmin 10.64+0.546 puM olarak tespit
edilmesiyle, viicutta bulunan kolinin 7-10 uM seviyesinde oldugu goéz Oniine

alindiginda basarili bir sonuca ulasildig sdylenebilmektedir.
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8. TARTISMA

Bu tez caligmasinda koline duyarli impedimetrik biyosensdr —gelistirilmesi
hedeflenmis ve bunun icin alti grup olacak sekilde molekiiler baskilama yontemiyle
kalem grafit elektrotlar lizerine kolin baskilanmasiyla elektrotlar elde edilmistir.
Gruplar; yalin halde, kolin igermeyen MAGA polimeri baskilanarak ve dort farkli
derisimde kolin baskilanarak hazirlanmistir. Ik olarak ABS ¢ozeltisi iginde
elektrotlarin optimizasyonu yapilmistir. ABS ¢ozeltisi i¢inde yapilan 6n ¢aligmanin
sonucunda elde edilen akim degerlerinin farklilik gostermesi grafit elektrodun yiizey
ozelliklerinden ve bilesenlerinden kaynakli oldugu soylenebilir. Alt1 gruptan olusan
elektrotlarin ABS c¢ozeltisinde optimize edilmesinin ardindan degisen derigimlerde
kolin igeren PBS ¢ozeltisinde ve kan serumunda elektrokimyasal analizleri
yapilmistir. ABS ve PBS ¢ozeltileri hazirlanirken, suyun iletkenligini minimuma
indirmek i¢in deiyonize su kullanilmistir. Boylelikle elektrotlar arasindaki
iletkenligin hazirlanan ¢ozeltiden kaynakli hale gelmesi saglanmistir. PBS ¢ozeltisi
hazirlanirken  kullamlan Ks[Fe(CN)s]¥* redoks ¢ifti ise ¢Ozeltinin redoks
potansiyelini arttirmigtir.

Onceki ¢alismalarda, 3 farkli molaritede (en yiiksek E-1 M) kolin konsantrasyonunun
baskilanmasi sonucu elektrotlarin verdigi cevap incelenerek elektrot ylizeyindeki
kolin boslugunun az olmas1 nedeniyle kolin segiciliginin, diisiik konsantrasyonda
kolin baskilanmis elektrotlarda daha az oldugu goriilmiistiir. Bu calismadan elde
edilen sonuglarda yarim dairelerin ¢aplarinin biitlin ¢6zeltilerde hemen hemen aym
oldugu, yalnizca E-11 M ile E-10 M ile ifade edilen yarim dairelerin gaplarinin ayirt
edilebilir diizeyde oldugu ifade edilmistir. E-1ChMPGE elektrodu, E-11 M ile E-10
M derisimlere sahip ¢ozeltileri ayirt etmede kullanilabilirken E-10 M’dan daha
yiiksek derisimlerdeki ¢ozeltilerde iyi ayrisma yapamadigi gozlemlenmistir [78].
Sekil 8.1, Sekil 8.3 ve Sekil 8.5 sirasiyla E-5ChMPGE, E-3ChMPGE ve E-
1ChMPGE celektrotlarinin  EIS  yanitlari1 ifade etmektedir. Bu elektrotlarda,
elektrotlar lizerinde bulunan kolin bosluklarinin az olmasi nedeniyle, yilizeye kolinin

tutunmasinin daha az oldugu goriilmiistiir. PGE’ler iizerindeki sablonlarin diisiik
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molaritede kolin igeren c¢ozeltilerde dolmasi nedeniyle, elektrotlarin belirli bir
noktadan sonra doygunluga ulastigi ve bu nedenle ayristirma yeteneginin az oldugu
gorilmektedir [78]. Elektrotlar iizerinde daha az sablon molekiiniin bulunmasi daha
az elektron transferine yol agmaktadir. EIS grafiklerinin dogrusal kismi ¢ozelti iginde
meydana gelen difiizyon siirecini ifade etmektedir. Sekil 8.1, Sekil 8.3 ve Sekil
8.5’teki grafiklerin difiizyon kismina bakilarak kapasitans degerleriyle ilgili analiz
yapilabilirken, yarim daire c¢aplarinda degisiklik olmadigindan elektrotta meydana
gelen empedans degerlerinin degisimleri ile ilgili analiz yapilamamaktadir.

Bu tez calismasinda, elektrotlara baskilanacak en diisiik kolin derisimi olarak E-1
M’nin iki kati olan 2E-1 M secilerek deneylere baglanmistir. Diger baskilanacak
kolin derisimleri de 5SE-1 M, 10E-1 M ve 20E-1 M seklinde arttirilarak elektrotlar
tizerinde daha yogun kolin bosluklarimin olusturulmasi hedeflenmistir. Yiizeyde
olusturulan kolin tanima bdlgelerinin arttirilmasi, bu bolgelere daha fazla kolinin
tutunmasina olanak saglamis olsa da empedans ve Rt degerlerindeki degisimin
baskilama derisiminin artmasiyla ayni oranda arttig1 sdylenememektedir. Dort farkl
derisimde yapilan baskilama sonucunda, ¢dzeltideki degisime en iyi yanit veren
elektrotlarin 2E-1ChMPGE ve 5E-1ChMPGE elektrotlari oldugu tespit edilmis ve

kan serumuyla yapilan analizler i¢in bu iki elektrot kullanilmistir.
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Sekil 8.1: E-5ChMPGE elektrodunun farkli derisimlerde kolin igeren ¢ozeltilerdeki EIS sonucu [78].
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Sekil 8.2: E-3ChMPGE elektrodunun farkli derisimlerde kolin igeren ¢6zeltilerdeki EIS sonucu [78].
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Sekil 8.3: E-1ChMPGE elektrodunun farkli derisimlerde kolin igeren ¢ozeltilerdeki EIS sonucu [78].
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Ayrica baskilanacak kolin derisiminin iki katina ¢ikarilmasiyla, Sekil 8.3 ile
karsilastirildiginda Sekil 7.10°da, elektrotta meydana gelen degisimi ifade eden
yarim dairelerin agik bir sekilde olustugu goriilmiistiir. Baskilanan Kkolin
derisimindeki artisin, EIS analizindeki yarim dairelerin olusmasinda negatif bir

etkiye sahip olmadigi da goériilmiistiir.

Cizelge 8.1 negatif kontrol grubuna ve dort farkli molaritede kolin kapli elektrotlara
ait regresyon analiziyle elde edilen verileri, ortalama R degerlerini ve tespit
siirlarii ifade etmektedir. Bu cizelge goz oOniine alindiginda 20E-1ChMPGE
elektrodunun tayin sinirlarinin istenilen aralikta olmasina ragmen R? degerinin diisiik
olmasi bu elektrodun kan serum analizinde tercih edilmemesine yol agmistir. 10E-
1ChMPGE elektrodunun R? degerinin yiiksek olmas: fakat tayin sinirmin istenilen
aralikta olmamasi bu elektrotun kullammi igin dezavantaj olusturmaktadir. R?
degerlerinin yiiksek olmasi ve analiz edilen aralikta yeterli kolin tayini yapabilmesi
nedeniyle daha sonraki asama olan kan serumunda kullanilmak tizere 2E-1ChMPGE
ve 5E-1ChMPGE elektrotlar1 tercih edilmistir. Kan serumunda yapilan analiz
sonucunda ise 2E-1ChMPGE elektrodunun kolin tespitindeki performasmin 5E-
1ChMPGE elektroduna gore daha iyi olmasi nedeniyle bu c¢alisma sonucunda 2E-
1ChMPGE elektrodunun kan serumunda kolin tespiti igin rahatlikla kullanilabilecegi

gorilmiistiir.

Cizelge 8.1: Elektrotlarin regresyon analizlerinin Ve tayin araliklarinin karsilastiriimast.

2 Ortalama

Elektrot R y DR Rt (Q)

Negatif 0,9275 y = 674,86x - 383,85 302,1113
Pozitif 0,6581 y=3088,7x — 3477,9 663,2303
2E-1 0,9796 y =-9,5493x + 112,79 71,6 pM-7,16 uM 122,0467
5E-1 0,9798 y =-8,337x + 99,589 71,6 pM-7,16 uM 29,4109
10E-1 0,9688 y=-11,639x + 145,09 71,6 pM-7,16 nM 35,1075
20E-1 0,9199 y=-118,84x + 14248 71,6 pM-7,16 uM 306,5685

Bu tez ¢aligmasinda elde edilen sonuglar, kolin miktarlar1 bakimindan Cizelge 8.2°de
verilen literatiir calismalariyla karsilastirlmustir. {lgili cizelge farkli yontemler
kullanilarak elde edilen kolin tespit smirlarin1  gostermektedir. Bu ¢alisma

kapsaminda, 71.6 pM-7.16 uM araligindaki kolin miktarlar1 tespit edilebilmektedir.
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Cizelge 8.2: Kolin tayini i¢in yontem ve tayin araliklarinin 6zeti.

Tespit Yontemi Tayin Araligi (DR) Kaynakga
Radyoenzimatik tahlil 5 pmol [100]
Kimyasal 151ma 30 fmol [101]
midoelekota £C 100 amol 102
ESl-izotop seyreltme MS 1-40 pmol [103]
arbon elektrotia e Stmol/10 L [104]
ChO modifiye Pt elektrot 12 fmol [105]
Termospray iyonlagmasi 30 pmol [106]
Hizli atom bombardimani 5 pmol [107]
ESI (Elektrospray iyonlagmasi) 0.3 pmol [108]
Kiitle spektrometresi (MS) 0.3 fmol [109]
Radyoenzimatik tahlil 5 pmol [110]
Elektrokimyasal 0.2 uM [111]
Isima 0.5 uM [112]
Elektrokimyasal 1s1ma 0.5 pmol (0.05 uM) [113]
Elektrokimyasal 10 uM [114]
Biyosentrivoltametri 0.1-500 uM [115]
Amperometrik 0.5 uM [116]
Enzimatik-Spektrofotometrik 1.6 mg/L [117]
Bu ¢alisma 7.16 pM

Cizelgede verilen literatiir calismalariyla kiyaslandiginda, bu tez ¢alismasinda
kullanilan molekiiler baskilama yontemi ile gergeklestirilmis PGE’lerin kolin tespiti
icin kolay uygulanabilir ve ekonomik bir yontem oldugu disiiniilmektedir. Ayrica,
kolin tespiti i¢in tercih edilen molekiiler baskilama yonteminin, &zellikle kolay
uygulanabilir ve ekonomik olmasi, kisa siirede ve genis bir tespit sinirinda 6l¢iim

yapabilmesi sebebiyle Cizelge 8.2°de literatiirdeki birgok elektrokimyasal
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caligmadan iistiin oldugu goriilmektedir. Ayrica, belirtilen kolin tespit yontemleri ve
tayin araligi goz Oniine alindiginda, bu ¢aligmadaki tayin araligi olan 71.6 pM-7.16
uM’den daha diisiik aralikta kolin tespit eden baska yontemler oldugu goriilmektedir.
Fakat PGE {iretiminin maliyetinin daha diisiik olmasi, analiz stiresinin 4.5-5 dakika
arasinda olmasi ve tayin araliginin genis olmasi bu c¢alismada gelistirilen
biyosensoriin kolin tespitinde etkili bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.
Ayrica kan serumunda yapilan ¢alismalarin sonucunda kandaki kolin miktarinin
10.64 + 0.546 uM olarak tespit edilmesiyle ve viicutta bulunan kolin miktarinin 7-10
uM seviyesinde oldugu g6z Oniline alinmasiyla basarili bir sonuca ulasildig:
soylenebilmektedir. Bu ¢aligmada, tayin smirinin yeterli oldugu sdylenebilirken daha
sonraki ¢alismalarda kolin tayin siiresini kisaltmak i¢in farkli analiz yontemleri ve
frekans araligi  kullanilarak, daha verimli c¢alisacak point-of-care cihazi

gelistirilebilir.
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