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Bu tez caligmasinda, Parkinson hastaliginin tedavisinde ila¢ olarak kullanilan ve bir
dopamin Onciilii olan Levodopa (L-dopa) (3,4-dihidroksi-L-fenilalanin) tayini igin;
poliglisin (PGL), altin nanogubuk ve iyonik sivi (AuNR-IL) ile modifiye edilmis kalem
grafit elekrotlara (PGE) tirozinaz (Tyr) enzimi immobilize edilmesiyle amperometrik bir
biyosensor gelistirildi. Gelistirilen biyosensoriin  ylizey karakterizasyonu ve
elektrokimyasal davranisi taramali elektron mikroskobu (SEM), doniistimlii voltammetri
(CV) ve elektrokimyasal empedans spektroskopi (EIS) yontemleri kullanilarak incelendi.
PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr i¢in optimum ¢alisma kosullar1 belirlenerek, dogrusal ¢alisma
aralig1 1,0x107 — 9,4x10° M, gézlenebilme smnir1 2,4x10® M, duyarlik 136,6 pA mM!
ve cevap sliresi <10 s olarak bulundu. Biyosensor cevabina girisim yapabilecek bazi
tiirlerin etkisi arastirilarak tablet ve insan serumu numunelerinde analitik uygulanabilirlik
calismasi yapildi. Gelistirilen biyosensor ile elde edilen ytliksek geri kazanim degerleri
biyosensoriin  gercek numunelerde L-dopa tayininde basarili  bir  sekilde
kullanilabilecegini gosterdi.
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Anahtar Kelimeler: Levodopa (L-dopa), amperometri, tirozinaz, enzim elektrot, kalem
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

DEVELOPMENT OF A NANOMATERIAL AND CONDUCTIVE POLYMER
BASED AMPEROMETRIC BIOSENSOR FOR LEVODOPA DETERMINATION

Sinem BOYRAZ

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ceren KACAR SELVI

In this thesis, an amperometric biosensor based on the immobilization of tyrosinase (Tyr)
onto pencil graphite electrodes (PGE) modified with polyglycine (PGL) and gold
nanorod-ionic liquid (AuNR-IL) was developed for the determination of Levodopa (L-
dopa) (3,4-dihydroxy-L-phenylalanine), a precursor of dopamine and used as a drug in
the treatment of Parkinson's disease. The surface characterisation and electrochemical
behaviour of the developed biosensor were investigated by using scanning electron
microscopy (SEM), cyclic voltammetry (CV), electrochemical impedance spectroscopy
(EIS) methods. The optimum operating conditions for PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr were
determined and under these conditions linear working range, limit of detection, sensitivity
and response time were found to be 1.0x107 — 9.4x10° M, 2.4x10% M, 136.6 pA mM'!,
<10 s, respectively. The effect of some interfering species on the biosensor response was
investigated and analytical applicability of the biosensor was studied in tablet and human
serum samples. The high recovery values obtained with the developed biosensor showed
that the biosensor can be successfully used for the determination of L-dopa in real
samples.
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Key Words: Levodopa (L-dopa), amperometry, tyrosinase, enzyme electrode, pencil
graphite electrode, biosensor, gold nanorod, Parkinson's disease

11



TESEKKUR

Tez konusunun belirlenmesinden tezin tamamlanmasina kadar gegen her asamada,
caligmalarim sirasinda bana her konuda yardimci olan, bilgisini, tecriibesini ve
hosgoriisiinii esirgemeyen, her zaman manevi destek olan danismanim Sayin Dog. Dr.

Ceren KACAR SELVI’ye,

Tez caligmalarim sirasinda her zaman yanimda olan ve desteklerini hep hissettigim

degerli esim Karya BOYRAZ’a,

Tezimin hazirlanma asamasinda desteklerini esirgemeyen Ankara Haci Bayram Veli
Universitesi Kimya Boliimii, Analitik Kimya Anabilim Dali 6gretim iiyesi Sayim Prof. Dr.

Pinar Esra ERDEN’e,

Hayatimin her doneminde bana verdikleri manevi destek, gostermis olduklar1 sabir ve

anlayistan dolay1 canim aileme ve degerli arkadasim Burcu MALDAR’a,

Caligma hayatimda tez ve egitim-6gretim donemim boyunca her zaman manevi destek ve
anlayis gosteren degerli yoneticilerim Kader COMLEKCI, Cansu GENCAN, Ahmet Can

UNAL ve diger ¢calisma arkadaslarima sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Sinem BOYRAZ
Ankara, Ocak 2024

v



ICINDEKILER

TEZ ONAY SAYFASI

ETEK .o i
OZET ...ttt bttt ii
ABSTRACT ... il
TESEKKUR ......oooiiiiiieiieeeeeee et es s enes ettt an st ens st san st anenes iv
KISALTMALAR DIZINI.......oooooiiiiiiieeese s vii
SEKILLER DIZINT ........coooiiiiiiiieeeceeeeeeeee e ix
CIZELGELER DIZINI ..ot xi
Lo GIRIS .ottt 1
2. KURAMSAL TEMELLER ..........ccocooiiiiiii i 4
2.1 Elektrokimyasal Yontemler.................ccccooiiiiiiiiiiii e 4
2.1.1 VoItammEEIT ......coovviiiiiiiiii 4
2.1.1.1 Doniisiimlii Voltammetri ...............cooooiiiiiiiiiii e 5
P28 BN 111112 4] 11 U] 0 o PSP PPPPPPTPPI 5
2.1.3 Elektrokimyasal Empedans SpektrosKopisi ..............c.cccoooiniiiiniien, 6
2.1.4 POtanSIyOIMIEETi.........cooviiiiiiiiiiiciiic e 7
2.2 Elektrokimyasal Biyosensorler ..................cccocoiiiiiiiii 7
2.3 Biyosensorlerin Performans Faktorleri ..................ccoooooii 8
2.3.1 Dogrusal calisma araligl ve duyarhiK...............ccoooiiiii 9
2.3.2 Gozlenebilme ve alt tayin SINIL............ccoviiiin e, 9
2.3.3 SeCICHIK ..o 9
2.3.4 CeVAP SUI@SI.....coeiiiiiiiiii ittt e e e e e e 10
2.3.58a8IamIIK ... 10
2.3.6 Tekrarlanabilirlik ve tekrar tretilebilirlik ......................ccooo 10
23T DOGIUIUK ... 10
238 KararliliK ..........ooooiiiii e 11
2.4 Kalem Grafit EleKtrot..................cccocoiiiiiiii 11
2.5 Altin NanoQubDUKIAY ..ot 12
2.6 POLIMET ...t 13
2.7 TYOMIK SIVI ...t 14
28 ENZIM.......ooiiiiiii 14
2.9 Parkinson Hastali@1 ve Levodopa .............ccccooiiiiiiiiii e 15
2.10 KaynaK Arastirmast...........ccoooiiiiiiiiiiiin i 16
3. MATERYAL VE YONTEM .......coceoouiiiiiiiieiieeseeeeee e ses e 23
A EKIPMANIAL ... 23
3.2 Kimyasal maddeler ...............c.cooooiiiiiiiii 24
BB COZEIILT ... 25
3.3.1 Fosfat tampon COZeItisi .................cccoeiiiiiiiiiii 25
3.3.2 NaOH ve HCI COzZeltileri.............c.coooviiiiiiiiiiiii e 25
3.3.3 GlisSin COZEItISI ..........oooiieiiiiiic s 25
3.3.4 Altin nanogubuk COZEILISI...............oooviiiiiiiiii 25
3.3.5 Altin nanogubuk-iyonik s1vi ¢OZeltisi................occvviiiiiiiiiii 26
3.3.6 Tirozinaz enzimi COZEItiS.................ooociiiiiiiiiii 26
3.3.7 Sigir serum albiimini ¢OZeltisi...............ocooriiiiii e 26
3.3.8 Nafyon COZEItiSI..........ccccoiiiiiiiii 26
3.3.9 Glutaraldehit ¢OZeItisi..................ccoeeiiiiii 26
3.3.10 Levodopa ¢OZEItiSi ..........ccccovviiiiiiiicii 27



3.3.11 Girisimci tiirlerin ¢ozeltileri..........................o i, 27

3.3.12 Redoks probu ¢OZeltisi..............ccocieiiiiiiiiiii e 27
3.4 Kalem Grafit Elektrotlarin modifikasyonu ..................ccccccooiiiiiiiiii i, 27
3.5 Elektrotlarin Elektrokimyasal Karakterizasyonu ................cccccooiiiiiiininninnne 29
3.5.1 Doniisiimlii Voltammetri ..............c.oooiiiiiiii e 29
3.5.2 Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi ...............c.cccooiiiiiiiiiiiie 29
3.6 Modifiye Kalem Grafit Elektrotlarin Dongii Sayis1 Optimizasyonu.................. 29
3.7 Altin Nanog¢ubuk Miktarinin Optimizasyonu................cccccocviiiiniiiiiiiiicnnine 30
3.8 Iyonik S1vi Miktarmin OptimiZasyonu ..................cccocvvveviveeessvenensseesesseeis 30
3.9 Enzim Miktarmin Optimizasyonu.............ccccoccoviiiiiiiiniiniicc e 30
3.10 Optimum Calisma Kosullart................ccccoooiiiiiiii e 31
BU0.1 PH ..o e 31
3.10.2 Calisma potansiyeli.............cccooooiiiiiiii s 31
3.11 Biyosensoriin Performans Faktorleri................cccccooiiiiiie 31
3.11.1 Dogrusal calisma arahgi, gozlenebilme sinmir1 ve alt tayin siiri .................... 31
31,2 CeVAP STUTEST ... 32
3.11.3 Tekrarlanabilirlik ve tekrar uiretilebilirlik.....................coooi 32
BAT4 KararllIK..........ooooiii s 33
3.11.5 Uzun donem Kararlii@l.............cccocoviiiiiiiiii 33
3.11.6 Girisimci tiirlerin etKisi................cccoooiiiiiiii 33
3.12 Gercek Numune Calismalari...............ccccooooiiiiiiiiii e 34
3.12.1 Tablet MUMUNESE ........c.ooiiiiiiiiiie e 34
3.12.2 INSAN SEIUMIU .......ovviie et 34
4. BULGULAR ve TARTISMA ... ..o 35
4.1 Modifiye Kalem Grafit Elektrodun Yiizey Bilesimi Optimizasyonu.................. 35
4.1.1 Dongii say1s1 OPtIMIZASYONU ..........cooooiiiiiiiiiiiiieee e 35
4.1.2 Altin Nanocubuk miktarinin optimizasyonu ...............ccc.cccoooeriiniininicnnenn 36
4.1.3 fyonik Sivi miktarinin optimizasyonu...............cc.ccceeeviveicinierecreseeseeeenene 37
4.1.4 Enzim miktar1 optimizasyonu................ccooviiiiiiiiiiiii e 38
4.2 Modifiye Kalem Grafit Elektrotlarin Elektrokimyasal Karakterizasyonu....... 39
4.3 Modifiye Kalem Grafit Elektrodun Yiizey Karakterizasyonu ........................... 42
4.4 Optimum Calisma Kosullart................c.ccooiiiiii e 43
4.4.1 pH OPtIMIZASYONU .........oooiiiiiiiiiieiii e 43
4.4.2 Caliyma potansiyeli Optimizasyonu ................cccccoviiiiniiii 44
4.5 Modifiye Kalem Grafit Elektrodun Performans Faktorleri .............................. 46
4.5.1 Dogrusal calisma Aralig1 ve gozlenebilme siniri..............c..coooiiin 46
4.5.2 CeVAP SUTCSI.....cooiiiiiiiiiiiiiic e 47
4.5.3 Tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik ......................c.ooo i 48
4.5.4 KararllIK ...........oooiiii s 48
4.5.5 Uzun donem Kararlli@l.............cccoooiiiiiiii 48
4.5.6 Girisimci tiirlerin etkisi...............ccccooiiiiiiii 49
4.5.7 Gercek numune ¢aliISMAIATT ...........cccccoeiiiiiiiiiiii 50
4.5.7.1 Tablet MUMUNESI .........ccvvviiiiiiiiieiie e 50
4.5.7.2 INSAN SEIUMI .........ooovieiiieiciiccee et 51
S SONUC ... ettt 52
KAYNAKLAR ...ttt 56
(0 7.7€) 00317 1 155U 61

vi



KISALTMALAR DIZINi

A Amper

cm Santimetre

M Molar

mg Miligram

mL Mililitre

mM Milimolar

uL Mikrolitre

uM Mikromolar

mV Milivolt

mA Miliamper

LA Mikroamper

S Saniye

A% Volt

Z Empedans

VA Gercek empedans

z" Sanal empedans
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AuNPs Altin nanopartikiiller

AuNR Altin nanogubuk

AuNR-IL Altin nanogubuk - iyonik sivi
BSA S1g1r serum albiimin

BSS Bagil standart sapma

Cv Doniisiimlii voltammetri

CE Calisma elektrodu

DPV Diferansiyel puls voltammetri
EDX Enerji dagilimli X-1s1nlar1 spektroskopi
EIS Elektrokimyasal empedans spektroskopi
FDMA Diferansiyel migroigne dizisi
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1. GIRIS

Levodopa (L-Dopa, 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin), dopamin biyosentezi i¢in kullanilan
temel Onciillerden biridir ve kimyasal yapist Sekil.1’de verilmistir (Prabhu vd. 2011).
1960'l1 yillardan beri, bir ndrotransmitter olan dopaminin eksikliginden kaynaklanan
Parkinson hastaliginin tedavisinde ilag¢ olarak kullanilmaktadir ve en iyi tedavi edici ajan
olup dopaminin bir Onciisiidiir. Dopamin kan-beyin bariyerini gegemedigi halde L-dopa
gecebildiginden, beyindeki dopamin seviyelerini artirmak i¢in kullanilir (Brunetti vd.
2014, Fang vd. 2022). Kisa yarilanma 6mrii nedeniyle L-dopa'nin terapdtik penceresi
dardir ve uzun siireli L-dopa tedavisi diskinezi, psikoz ve ortostatik hipotansiyon gibi bazi
yan etkilere neden olabilir. Bu nedenle, ilag tedavisi sirasinda serum veya kandaki L-dopa

diizeyinin kontrolii hayati 6nem tasimaktadir (Fang vd. 2022).

@)

HO
OH

NH
HO 2

Sekil 1.1 Levodopa’nin kimyasal yapisi

Bugiine kadar L-dopa tayini icin yiiksek performansli sivi kromatografi (Elbarbry vd.
2019), spektrofotometri (Tashkhourian vd. 2011), kapiler zon elektroforez (Chen vd.
2005) ve elektrokimyasal yontemler (Molaakbari vd. 2014, Yue vd. 2019, Beitollahi vd.
2020) gibi bir¢cok yontem uygulanmistir. Bunlarin arasinda elektrokimyasal yontemler
diisiik maliyetli, olduk¢a hassas, secici ve kolayca entegre edilebilirdirler (Fang vd.

2022).

Son yillarda pek ¢ok farkli elektrot ve modifiye edici malzemenin kullanimiyla ¢esitli
elektrokimyasal (biyo)sensorler gelistirilmis ve birgok tiirlin tayininde basariyla
kullanilmislardir. (Biyo)sensorlerin hazirlanmasinda camsi karbon elektrot (GCE),
karbon pasta elektrot (CPE), perde baskili karbon elektrot (SPCE) gibi karbona dayali
elektrotlar cokca tercih edilmektedir (Tesoro vd. 2023). Kalem grafit elektrotlar (PGE) da



elektrot malzemesi olarak son dénemlerde siklikla kullanilmaktadir. PGE’ler genel olarak
kullanict dostu oluslari, karsilastirilabilir elektriksel 6zellikleri nedeniyle diger standart
elektrotlara uygun bir alternatif olmalan, diisiik maliyetleri, kolaylikla modifiye
edilebilmeleri ve tek kullanimlik uygulamalara olanak saglamalar1 sayesinde oldukca

fazla tercih edilmektedirler (Torrinha vd. 2018).

Bir elektrokimyasal (biyo)sensor sistemi igin duyarlik ve verimlilik esas olarak elektrot
modifikasyonunda kullanilan malzemelere baglhdir. Yiiksek performansli biyosensorler
elde edebilmek icin, sensore kolayca adapte edilebilen ve iyi sinyal iletme 6zelligine sahip
olan malzemeler kullanmak olduk¢a 6nemlidir. Son yillarda nanomalzemeler, iletken
polimerler gibi tiirlerin kullanilmasiyla hazirlanan elektrokimyasal sensorler, diisiik
maliyetli, 1yi elektron transfer kinetiklerine sahip, kimyasal olarak kararli ve biyouyumlu

olmalar1 nedeniyle yaygin olarak tercih edilmektedirler (Lin vd. 2019).

Metal ve metal oksit nanopartikiiller, nanomalzemelerin 6nemli bir grubudurlar ve bu
malzemeler biiylik ylizey-hacim orani, yiiksek yiizey reaksiyon aktivitesi, kimyasal
kararlilik, 1yi katalitik etkinlik gibi Ozellikleri sayesinde biyosensdr performansini
gelistirme amaci ile biyomolekiil immobilizasyonu i¢in uygun platformlar olusturur. Altin
nanomalzemelerin, mevcut yiizey alaninda 6nemli bir artis sagladigi ve biyosensor
uygulamalarinda islevsellestirme i¢in biyouyumlu bir platform sundugu bilinmektedir.
Altin nanomalzemelerin bir tiiri olan altin nanocubuklar (AuNR), elektrokimyasal
biyosensorler ve biyoelektrokataliz i¢in immobilizasyon matrisi olarak tercih edilmekte
olup iyi bir biyouyumluluga, basit bir hazirlanma prosediiriine ve yiiksek kararliliga

sahiptirler (L1 vd. 2013).

Son yillarda, elektrokimyasal (biyo)sensorlerin hazirlanmasi sirasinda ylizeylerin iletken
polimerler ile kaplanarak modifiye edilmesi siklikla tercih edilmektedir. Bu amacla
kullanilan polimerin genellikle iyi iletkenlikleri, biyouyumluluklar1 ve gdzenekli yapilar
sayesinde elektrokimyasal sistemlerin duyarliginm arttig1 goriilmiistiir (Giirsoy vd. 2019).
Yapilarinda hem amino (-NH2) hem de karboksil (-COOH) gruplar1 bulunduran amino
asitler elektrot ylizeylerinin elektropolimerizasyon ile modifiye edilmesinde

kullanilabilirler (Prinith ve Manjunatha 2022). Amino asitlerin, biyouyumlu olmalar1 ve



mevcut fonksiyonel gruplar ile elektroaktif polimerler olusturabilme yetenekleri onlarin

sensor uygulamalarinda kullanimi i¢in avantaj olusturmaktadir (Giirsoy vd. 2019).

Elektrot modifikasyonunda ideal adaylar olan bir diger malzeme smifi ise iyonik
stvilardir (IL). IL'ler, yesil kimya uygulamalar1 i¢in biiylik bir umut vaat etmekte ve
birgok bilim insaninin ilgisini gekmektedir (Musameh vd. 2008, Singh vd. 2012). IL’lerin
hidrofobikligi, alkil zincir uzunlugu, gecirgenligi artirma yetenekleri onlarin biyosensor

kaplamalarinda tercih edilmesini saglamaktadir (Sharma vd. 2023).

L-dopa tayini i¢in gelistirilen biyosensorlerde genellikle biyobilesen olarak tirozinaz
(Tyr) enzimi kullanilmistir ve s6z konusu biyosensdrlerin ¢aligma prensibi Tyr’nin L-
dopa'y1 dopakinona yiikseltgemesine dayanmaktadir. Gozlenen cevap, enzimatik olarak
tiretilen dopakinonun yaklasik -0,30 V potansiyelde elektrokimyasal indirgenmesine

aittir. Kaydedilen akim, L-dopa derisimiyle dogru orantilidir (Brunetti vd. 2014).

Bu tez calismasinda, L-dopa tayini i¢in PGE yiizeyinin poliglisin (PGL) ve AuNR-IL
kullanilarak modifiye edilmesi ve modifiye ylizeye Tyr enziminin immobilize edilmesiyle
bir amperometrik biyosensor olusturulmasi amaclandi. Gelistirilen PGE/PGL/AuNR-
IL/Tyr biyosensorii i¢in yiizey bilesimi optimizasyonu yapildi. Biyosensoriin optimum
calisma kosullarinin belirlenmesi amaciyla calisma potansiyeli, pH degeri arastirildi ve
belirlenen sartlar altinda biyosensoriin dogrusal ¢aligsma araligi, duyarlik, gézlenebilme
ve alt tayin sinir1, segicilik, tekrar liretilebilirlik, tekrarlanabilirlik, kararhilik ve raf dmrii
caligmalar1 yapildi. Modifiye edilen elektrotlar i¢in elektrokimyasal karakterizasyon
asamasinda taramali elektron mikroskobu (SEM), elektrokimyasal empedans
spektroskopi (EIS) ve doniisiimlii voltammetri (CV) yontemleri kullanildi. Ayrica,
biyosensoriin L-dopa cevabi iizerine gercek numunelerde bulunmasi muhtemel olan bazi
girisimei tiirlerin (askorbik asit, {irik asit, sitrik asit, okzalik asit, glukoz, parasetamol)
etkisi incelendi. Son olarak, biyosensoriin gercek numunede uygulanabilirliginin
arastirilmasi amaciyla; tablet ve insan serumu ile ¢alismalar yapildi ve L-dopa i¢in elde
edilen % geri kazanim degerleri degerlendirildi. Parkinson hastalig1 tedavisi agamasinda
onemli bir rolii olan L-dopa’nin tayini icin gelistirilen PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr
biyonsensorii daha oOnce literatiirde rapor edilmemis olup, yeni ve orjinal bir

biyosensordiir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Elektrokimyasal Yontemler

Elektrokimya, elektriksel ve kimyasal etkilerin karsilikli iliskisiyle ilgilenen kimya
dalidir. Bu alanin biiyiik bir kismi, bir elektrik akiminin ge¢isinden kaynaklanan kimyasal
degisikliklerin incelenmesi ve kimyasal reaksiyonlarla elektrik enerjisi iiretimi ile
ilgilenir. Elektrokimya, ¢ok sayida farkli olguyu (6rnegin elektroforez ve korozyon),
cihaz1 (elektrokromik ekranlar, elektroanalitik sensorler, piller ve yakit hiicreleri) ve
teknolojiyi (metallerin elektrokaplanmasi ve biiyiik 6lgekli aliiminyum ve klor iiretimi)

kapsamaktadir (Bard ve Faulkner 2001).

Elektrokimyasal yontemlerin temeli, test c¢oOzeltisine bir ¢ift elektrot koyarak bir
elektrokimyasal hiicre olusturmak ve daha sonra elektrot-¢ozelti ara yiizeyinde meydana
gelen elektrokimyasal reaksiyonu gozlemleyerek ilgili maddenin nitelik ve niceligini
degerlendirmeye dayanmaktadir. Potansiyometrik yontemlerde elektrot potansiyeli ile
iyon miktar1 arasindaki iliski ile ilgilenilirken voltammetrik yontemlerde olgiilen
parametre, uygulanan bir voltaj iizerine iyon miktariyla iligkili olarak elektrottan gegen
akimdir. Kondiiktometrik yontemlerde, ¢ozeltideki iyon miktariyla iligkili olarak iki
elektrot arasindaki direng incelenir (Yu ve Ji 1993). Bu tez ¢alismasinda kullanilan

elektrokimyasal yontemlerle ilgili bilgi asagida verilmistir.

2.1.1 Voltammetri

Voltammetrik yontemler referans elektroda karsi ¢alisma elektroduna bir potansiyel
uygulanmasi ve akimin Olgiilmesi ile karakterize edilir. Akim, ¢alisma elektrodundaki
elektrokimyasal indirgenme veya yiikseltgenme yoluyla meydana gelen elektrolizin
sonucudur. Elektroliz akimi, molekiillerin elektroda kiitle tasima hizi ile smirhdir.
Voltammetri, terim olarak incelendiginde potansiyelin belirli bir aralikta tarandigi
yontemler i¢in kullanilir. Genellikle akim cevabi analitin derisimi ile orantili bir tepe ya

da plato seklindedir. Voltammetrik yontemler arasinda dogrusal tarama voltammetrisi,



dontisiimlii voltammetri, diferansiyel puls voltammetrisi, hidrodinamik voltammetri, kare
dalga voltammetrisi, styirma, polarografi ve alternatif akim (AC) voltammetrisi yer alir.
Bu yontemler genel olarak genis dinamik araliga sahip ve diisiik derisimdeki tiirlerin

tayini i¢in elverislidir (Ronkainen vd. 2010).

2.1.1.1 Doniisiimlii voltammetri

Doniistimli voltammetride (CV) elektrokimyasal akim, ¢alisma elektroduna uygulanan
potansiyele gore Olciiliir ve potansiyel belirli bir tarama hizinda taranir. Potansiyel,
calisma ve referans elektrotlar1 arasina uygulanirken akim, ¢alisma ve karsit elektrot
arasinda olctliir. Elektrokimyasal akim x ekseninde ve elektrot potansiyeli y ekseninde
yer alir. Olgiimler sirasinda, elektrot potansiyeli ayarlanan bitis potansiyeline ulastiktan
sonra, tarama ters yonde baslangi¢ potansiyeline geri dondiigiinden bu teknige doniisiimlii
voltammetri denir. ileri ve geri yondeki tarama ihtiya¢ duyuldugu kadar tekrarlanabilir.
Doniistimli voltammetri, redoks tiirlerinin yiikseltgenme ve indirgenme islemi sirasinda
ortaya ¢ikan elektrokimyasal akimin 6lgiilmesi ile gergeklestirilir. Redoks reaksiyonu
sirasinda elektronlar analitten calisma elektroduna veya calisma elektrodundan analite
aktarilir. Bu yontem, ¢0zeltideki analitin veya elektrot yiizeyine kaplanmis bir
malzemenin elektrokimyasal 6zelliklerini incelemek i¢in kullanilabilir (Kumar ve Kalkal

2021).

2.1.2 Amperometri

Amperometrik sistemler, kimyasal bir reaksiyonda elektrotlarin yilizeyindeki elektroaktif
tirlerin indirgenmesi veya ylikseltgenmesinden kaynaklanan akimi siirekli olarak
belirleyen elektrokimyasal cihazlardir. "Amperometri" terimi potansiyel, calisma ve
referans elektrotlar1 arasinda sabit tutulurken zaman i¢inde akimdaki (elektrokimyasal
yiikseltgenme veya indirgeme nedeniyle) degisimin izlenmesini ifade eder (Rezaei ve
Irannejad 2019). Amperometriyi voltammetriden ayiran, bir tarama potansiyelinin
olmamasidir. Yontem, potansiyelin dogrudan istenen degere ayarlanmasi ve ardindan
olusan akimin Olgiilmesi ile uygulanir. Akim, numunedeki elektroaktif tiirlerin

derisimiyle orantilidir. Amperometrik sensorler/biyosensorler, tayin i¢in kullanilan



yiikseltgenme veya indirgenme potansiyelinin analitin karakteristik 6zelligi olmasi

nedeniyle iyi bir segicilige sahiptir (Ronkainen vd. 2010).

2.1.3 Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), uygun bir elektrokimyasal
dondistiirliciiye bagli veya onun bir pargasi olan her tiirlii kat1 veya sivi malzemenin yi1gin
ve arayiizey elektriksel 6zelliklerinin aragtirilmasi i¢in kullanilabilen bir yontemdir
(Fernandez-Sanchez vd. 2005). Bir elektrokimyasal sistemin iletkenligini etkileyebilecek
bir malzemenin veya belirli bir siirecin herhangi bir yapisal 6zelligi EIS ile incelenebilir.
EIS, uygulanan bir pertiirbasyonun frekansinin bir fonksiyonu olarak bir sistemin
empedansini (Z) Olger. Elektrokimyasal sistemlerle calisirken, bu pertiirbasyon kiigiik
genlikli bir AC voltajidir ve cevap, uygulanan voltajla genlik ve faz bakimindan farklilik
gosteren bir akimdir (Fernandez-Sanchez vd. 2005). Fiziksel bir bakis acisindan
empedans, kapasitorler, direngler, indiiktorler ya da bunlarin birlesimin ile olusan bir

devreden alternatif akim ge¢mesi ile ortaya ¢ikan tamamen karmasik bir direngtir (ohm).

Empedans "spektroskopisi" adi, empedansin genellikle tek bir frekans yerine farkli
frekanslarda belirlenmesinden tiiretilmistir. Farkli frekanslarin  kullanilmasiyla,
yiizeylerin, katmanlarin veya membranlarin yani sira de8isim ve difiizyon siireclerinin
karakterizasyonuna izin veren bir empedans spektrumu elde edilir (Lisdat ve Schifer

2007).

Empedans ol¢timleri siklikla Nyquist egrileri ile ifade edilir. Nyquist egrisi, bir yarim
dairesel kisim ve bir dogrusal kisim igerir. Yiiksek frekanslarda yarim daire seklindeki
kisim elektron aktarimi ile sinirh siirece karsilik gelir ve capr elektrot arayiliziindeki
redoks probunun elektron transfer kinetigini kontrol eden elektron transfer direncine (Rct)

esittir (Celik vd 2015).

EIS, korozyon mekanizmalarinin aydinlatilmasi, membranlar ve membran/¢ozelti

araylizleri boyunca yiik aktariminin karakterizasyonu ve pillerin optimizasyonu i¢in



kullanilmaktadir. Biyosensorlerde ise doniistiiriicii yiizeyindeki baglanma olaylarinin
incelenmesi i¢in uygulanmaktadir. Ayrica, biyolojik tanima siireglerinin tespitinde ve
biyomolekiillerin doniistiiriici lizerine immobilizasyonu sirasinda meydana gelen
degisimler gibi ylizey modifikasyonlarini karakterize etmek i¢in de degerli bir aragtir

(Lisdat ve Schifer 2007).

2.1.4 Potansiyometri

Potansiyometrik analiz, basit bir elektrokimyasal hiicreye bir referans elektrot ve bir
indikator elektrot yerlestirilmesi ve iki elektrot arasindaki potansiyel farkinin
kaydedilerek numune derisimi hakkinda ©6nemli bilgiler elde edilmesine dayanir.
Potansiyometride, akimin sifira yaklastigt durumda meydana gelen potansiyel
degisiklikleri (referans elektroda karsi) bir hedef analit derisimindeki degisikliklerle
iligkilendirilir (Magar vd 2021). Potansiyometrik sensorlere ornek olarak cam pH
elektrodu ve K*, Ca**, Na*, CI" gibi iyonlar i¢in iyon segici elektrot verilebilir. Sensérler,
ilgili yiiklii iyonla secici olarak reaksiyona giren bir membran boyunca potansiyeli
6lecmek icin iki referans elektrotlu bir elektrokimyasal hiicre kullanirlar (Ronkainen vd.

2010).

2.2 Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal yontemler, elektrot ve elektrolit ara yiizeyinde olusan akim, potansiyel
veya yukiin elektrokimyasal bir sinyal olarak gozlendigi yontemlerdir. Bu sinyal,
elektrotlar ve elektrolit iceren elektrokimyasal hiicre adi verilen bir hiicrede meydana
gelen kimyasal reaksiyon nedeniyle olusur. Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya
Birligi (IUPAC) elektrokimyasal temelli biyosensorler hakkinda kilavuz hazirlamistir ve
buna gore elektrokimyasal biyosensor, bir elektrokimyasal doniistiirlicii elemani ile
dogrudan temas halinde tutulan bir biyolojik tanima eleman1 (biyoreseptor) kullanarak
kantitatif veya yar1 kantitatif analitik bilgi saglayabilen, kendi kendine yeten entegre bir
cihaz olarak tamimlanmistir. Ug elektrotlu elektrokimyasal hiicreler; elektrokimyasal
biyosensorde en yaygin kullanilan sistemlerdir. S6z konusu ii¢ elektrot; calisma elektrodu

(CE), referans elektrot (RE) ve karsit (veya yardimci) elektrottur (KE) (Sekil 2.1). CE,



Olciilen kimyasal sinyali elektrik sinyali formuna doniistiiren bir doniistiiriicii olarak

calisir (Kumar ve Kalkal 2021).

GE
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a1onH |eseAwnjospia|3
Elektrokimyasal Akim

Elektrolit Potansiyel (V)

Sekil 2.1 Elektrokimyasal 6l¢iimlerde {i¢ elektrotlu hiicre sistemi (Kumar ve Kalkal 2021)

Biyosensorlerin tasariminda biyoreseptor olarak enzimler, niikleik asitler (DNA, RNA),
antikorlar, doku veya mikroorganizmalar kullanilabilirken donistiiriicii olarak ise
elektrokimyasal, optik, akustik veya termal doniistiiriiciilerin kullanilmas1 miimkiindiir.
Bu cihazlar, biyoseptor ve analitin etkilesime bagli olarak elektrokimyasal sinyaldeki
(akim/yiik/potansiyel, vb.) degisimi Olgerler (Keskin ve Arslan 2020, Kumar ve Kalkal
2021). Biyosensorler, analite kars1 yliksek duyarlik gdsteren, hizli cevap veren, basit
cithazlardir ve hastaliklarin teshis ve tedavisi, gida ve ¢evre analizleri, biyoteknoloji ve

nanoteknoloji gibi alanlarda kullanilmaktadirlar (Keskin ve Arslan 2020).

2.3 Biyosensorlerin Performans Faktorleri

Biyosensor performansi ve verimliligi, [UPAC tarafindan belirlenen yonergelere gore iyi
tanimlanmis teknik ve islevsel ozellikler acisindan degerlendirilir. Doniistiiriicii tipi ve

numune uygulamasi, bir sensoriin farkli alanlardaki verimliligini ve kullanilabilirligini



belirleyen faktorlerdir. Biyosensor performanst ise dogrusal ¢alisma araligi, duyarlik,
gozlenebilme sinir1, segicilik, tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik, dogruluk, cevap

stiresi, saglamlik ve kararlilik gibi cesitli parametrelere baglidir (Ensafi 2019).

2.3.1 Dogrusal calisma arahig: ve duyarhk

Sensdrlerin dogrusal calisma araligi, artan substrat derisimine karsi sensor sinyalinin
grafige gecirilmesiyle olusturulan kalibrasyon egrisi kullanilarak belirlenir. Bu egride
sensOr sinyali ve substrat derisiminin dogrusal degisim gosterdigi aralik ilgili sensoriin
dogrusal calisma araligidir. Bir sensoriin dogrusal ¢alisma araliginin bilinmesi bu
sensoriin 6lgebilecegi maksimum ve minimum analit derisiminin belirlenmesi i¢in biiyiik
oneme sahiptir. Cizilen kalibrasyon egrilerinden yararlanilarak ayrica, bilinmeyen
numunelerdeki analit derisimleri de interpolasyon yoluyla belirlenebilir (Ensafi 2019).
Duyarlik, analitik yontemlerde kalibrasyon grafiginin egimi olarak tanimlanabilir

(Rodriguez vd. 2006).

2.3.2 Gozlenebilme ve alt tayin sinir1

Yeterince diisiik sinyal/glirtiltii (S/N) oranina sahip bir sensor tarafindan dogru bir sekilde
tespit edilebilen en diisiik analit derisimi gozlenebilme sinir1 (LOD) olarak tanimlanir. Bu
parametre tipik olarak art arda Ol¢iilen baglangi¢ sinyallerinin standart sapmasinin (s) {i¢

katinin duyarliga (m) boliinmesiyle hesaplanir (3s/m) (Ensafi 2019).

Analitin, uygun dogruluk ve kesinlikle tayin edilebilecegi en diisiik derisim ise alt tayin
siir1 (LOQ) olarak adlandirilir. Bir sensor i¢in LOQ degeri 10s/m formiili kullanilarak

hesaplanabilir.

2.3.3 Secicilik

Bir sensoriin belirli bir analite kars1 6zgiilliigii secicilik olarak adlandirilir. Biyosensor

cevabi, girisimci bilesiklerin varligiyla artabilir ya da azalabilir. Analite yapisal ve/veya



kimyasal olarak benzeyen girisimci tiirler tipik olarak biyosensor sinyalini arttirir. Buna
karsilik, immobilize biyokatalizore karsi inhibe edici etki gosteren tiirler genellikle

calisma elektrodunun cevabinda ciddi azalmalara yol agar (Ensafi 2019).

2.3.4 Cevap siiresi

Cevap siiresi, bir sensoriin analiz edilecek analitin bulundugu numune ortamina temas
ettigi andan sensor sinyalinin elde edildigi ana kadar gegen siiredir. Cevap siiresine etki
eden faktorler arasinda numune sicakligi ve derisimi; biyoreseptor kalinligi, geometrisi
ve gegirgenligi; numunenin karistirilma hizi yer alir. Ayrica, cevap siiresi analit sinyalinin
kararlt durum degerinin %95'ine ulagsmasi i¢in gereken siire olarak da tanimlanir (Ensafi

2019).

2.3.5 Saglamhk

Saglamlik bir biyosensoriin kiiciik fiziksel veya elektriksel degisimler nedeniyle

kalibrasyon sapmalar1 géstermeme yetenegi olarak tanimlanir.

2.3.6 Tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

Bir sensor sisteminin art arda yapilan Olglimler sonucunda ayni cevaplari liretme
yetenegine tekrarlanabilirlik denir. Tekrar tretilebilirlik ise ayni yontem kullanilarak
hazirlanan birden ¢ok sensoriin ayni cevaplar: tiretme kabiliyeti olarak tanimlanir. Daha
yiiksek tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlige sahip bir biyosensoriin daha yiiksek
giivenilirlige sahip oldugu sdylenebilir (Miller ve Miller 2000).

2.3.7 Dogruluk

Bir sensor sisteminin dogrulugu dlgiilen degerin gercek veya gercek kabul edilen degere

yakinlig1 olarak tanimlanir. Bir sensoriin cevabinin dogrulugu, cevabin standart bir 6l¢tim
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maddesiyle kiyaslanmasiyla ya da tistiin dogruluga sahip bir sistem tarafindan iiretilen bir

Olciimle karsilagtirilmasiyla belirlenebilir (Miller ve Miller 2000).

2.3.8 Kararhhk

Kararlilik, belirli bir siire boyunca biyosensoriin duyarligindaki degisiklikleri temsil eden
bir parametredir. Ticari degeri olan biyosensorler, yiiksek duyarlik ve secicilikle birlikte
zaman icinde kabul edilebilir kararliliga sahip olanlardir. Biyosensor kararliligi ¢alisma
veya depolama kararlilig1 olarak ifade edilebilir. Calisma kararlilig1 sicaklik, numune
cozeltisi pH", organik ¢oziiciilerin varlig1 ve biyoreseptor immobilizasyon yontemi gibi
calisma kosullarindan etkilenir. Depolama kararlilig1 ise depolama kosullari (kuru veya
1slak) gibi faktorlerin yani sira biyosensor depolamasi i¢in kullanilan tamponun bilesimi,

pH' ve sicakligina baghdir (Ensafi 2019).

Yukaridaki parametreler incelendiginde, ideal bir biyosensoriin yiliksek secicilik,
duyarlik, tekrarlanabilirlik, glivenilirlik ve kararlilik, kalibrasyon kolayligi, uygulama
kolayligi, saglamlik ve dayaniklilik, kiiclik boyutlar (tasiabilirlik) ve kisa cevap siiresi

ile karakterize edilen bir biyosensor oldugu sonucuna varilabilir (Ensafi 2019).

2.4 Kalem Grafit Elektrot

Kalem grafit elektrotlar (PGE), ticari kalem uclar1 seklinde olup elektrot malzemesi
olarak son donemlerde siklikla kullanilmaktadir. PGE’ler genel olarak kullanici dostu
oluslar, karsilastirilabilir elektriksel 6zellikleri nedeniyle diger standart elektrotlara
uygun bir alternatif olmalari, diisiik maliyetleri, kolaylikla modifiye edilebilmeleri ve tek
kullanimlik uygulamalara olanak saglamalar1 sayesinde olduk¢a fazla tercih
edilmektedirler. Yapilan voltammetrik ¢alismalardan elde edilen bagimsiz sonuglara gore
PGE’lerin, ¢ok daha pahali olan camsi karbon, pirolitik grafit ve karbon fiber elektrotlara
kiyasla daha yiiksek kararlilik ve analitik tekrar iiretilebilirlik gosterdikleri vurgulanmistir
(Torrinha vd. 2018). Ayni1 zamanda PGE’nin yiizey homojenligi ve sulu ortamlarda iyi

adsorpsiyon Ozelligi gostermesinden dolay1 iyi bir elektrokimyasal aktivite sergiledigi
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belirtilmistir. PGE'lere dayali sensor ve biyosensorler pestisitler, farmasdtikler, gida katki
maddeleri, metal iyonlari, antioksidanlar vb. gibi farkl tiirlerin aragtirilmasinda genis bir

uygulama alanina sahiptir (Annu vd. 2020).

PGE kullanilirken en 1yi analitik performansi elde etmek i¢in literatiirde, sertlik seviyesi
ve elektrot ylizeyine yapilan 6n isleminin kritik 6neme sahip oldugu belirtilmektedir.
PGE; grafit, kil ve re¢ineden olusur ve bunlarin oranlar sertlik (H) ve koyulugu (B)
dikkate alan bir derecelendirme Olgegine gore degisir. Sertlik, liretim sirasinda kursun
kalem uclarina eklenen kil miktarina gore belirlenir, kil ne kadar fazla olursa kalem o
kadar sert olur. 'H'nin yanindaki say1 ne kadar yiiksekse, kursun kalem ucu o kadar serttir.
Ayrica, 'B'nin yanindaki say1 ne kadar yiiksekse, kursun kalem ucu o kadar yumusaktir

(Romanholo vd. 2020).

2.5 Altin Nanocubuklar

Metal ve metal oksit nanopartikiiller énemli bir nanomalzeme grubudurlar ve bu
malzemeler biiyiik ylizey-hacim orani, yiiksek yiizey reaksiyon aktivitesi, kimyasal
kararlilik, i1yi katalitik etkinlik gibi ozellikleri sebebi ile biyosensor performansini
gelistirme amaci ile kullanilirlar. Ayrica, bu yapilarin biyomolekiil immobilizasyonu igin
de uygun platformlar olusturdugu goriilmiistiir. Platin, altin, glimiis, gibi metal
nanopartikiiler ve Co304, Fe304, TiO2, SnO> vb. metal oksit nanopartikiiller biyosensor

caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir (Chen vd. 2013, Shi vd. 2014).

Altin nanomalzemelerin bir tiirii olan altin nanogubuklar (AuNR), elektrokimyasal
biyosensorler ve biyoelektrokataliz i¢in immobilizasyon matrisi olarak tercih edilmekte
olup, basit bir hazirlanma prosediiriine ve yiiksek kararliliga sahiptirler. Kiiresel olmayan
morfolojiye sahip farkli altin nanokristaller arasinda altin nanogubuklar, etkin kiitle
tasima Ozelliklerine sahip yiiksek ylizey alanlart ve elektrokimyasal sensdrlerin
duyarligmi ve segiciligini artirmast ayn1 zamanda biyouyumlulu 6zellik gostermesi
nedeniyle biiyiik ilgi gormiistiir (Alagiri vd. 2017). Ek olarak, AuNR'lerin yiizey kimyasi,

giiclii Au-S veya Au-N bagi veya fiziksel adsorpsiyon yoluyla amfifilik polimerler,

sekerler, niikleik asitler ve proteinler gibi ¢esitli biyofonksiyonel gruplarin baglanmasina
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izin verecek sekilde cok yonliidiir. Bu nedenle AuNR'ler, kompozit filmin elektrot
yiizeyine yapisma kabiliyetini gelistirebilir, enzim immobilizasyonu ve biyosensor

iiretimi i¢in ideal bir matris saglayabilirler (Li vd. 2013).

2.6 Polimer

Elektrot ylizeylerinin elektroaktif ve iletken polimerler ile kaplanmasinin s6z konusu
kaplamalarin iyi iletkenlikleri, biyouyumluluklar1 ve gozeneklilikleri nedeniyle
sistemlerin duyarligini arttirdig1 bilinmektedir. Ek olarak, bu polimerlerin ¢ogu, ¢iplak
elektrodun seciciligini gelistirerek koruyucu veya segici Ozellikler sergilemislerdir
(Giirsoy vd. 2019). Elektrot yiizeyinin elektropolimerizasyon ile modifiye edilmesinde
hem amino (-NHz) hem de karboksil (-COOH) gruplarina sahip olduklar1 i¢cin amino
asitler oldukca sik tercih edilirler (Prinith ve Manjunatha, 2022). Amino asitlerin
biyouyumlu olmalar1 ve kendi fonksiyonel gruplari ile -elektroaktif polimerler
olusturabilme yetenekleri onlarin elektropolimerizasyonda ©on plana ¢ikmalarini
saglamistir. Ayrica, biyomolekiilleri elektrostatik olarak ¢ekme ve zit yiikler tasiyan
iyonik molekiilleri baglama yetenekleri de amino asitlerin biyosensor uygulamalarinda

kullanimi i¢in avantaj olusturmaktadir (Giirsoy vd. 2019).

Bu tez calismasinda polimerlestirilerek elektrot modifikasyonunda kullanilan glisin, sinir
sistemi tarafindan kullanilan ve epileptik nobetlerin dnlenmesinde ndrotransmitter
inhibitori olarak fonksiyon gosteren bir amino asittir (Algasim 2022). Bir tiir poli(amino
asit) olan PGL biyouyumlu bir polimerdir ve (biyo)sensor gelistirilmesinde ilgi ¢ekici
hale gelmistir. Hidrofilik 6zelligi sayesinde elektropolimerizasyon ile elektrokimyasal
elektrot yiizeyinde kolayca olusturularak elektron aktarim hizini arttirmak ve sensor
yiizeyinin ¢abuk kirlenmesini 6nlemek amaciyla kullanilabilir. Ayrica, literatiirde elektrot
yiizeyinin PGL ile modifiye edilmesi sonucu olusturulan sensorlerin elektrot aktif ylizey
alani, secicilik ve hassasiyeti arttirict yonde etki gosterdigi caligmalar mevcuttur

(Kordasht vd. 2021).
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2.7 Iyonik Sv1

Iyonik sivilar, uzun alkil zincirlerinden dolay: yiizey aktif iyonik sivilar olarak kategorize
edilirler. Bu sivilar yanmazlik, iyi iletkenlik, uguculuk, miitkemmel ¢6ziinme yetenekleri
ve termal kararlilik gibi fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle son zamanlarda yiizey aktif
maddeler olarak siklikla kullanilmaktadir. Iyonik sivilarm hidrofobikligi, alkil zincir
uzunlugu, gecirgenligini artirma yetenekleri elektrot modifikasyonunda tercih
edilmelerini saglamaktadir (Sharma vd. 2023). IL'lerin en ¢ekici 6zelliklerinden biri de
olaganiistii elektrokimyasal Ozellikleridir ve bu nedenle, elektrokimyasal sensor ve
biyosensor uygulamalarinda tercih edilmektedirler. Ayrica, IL'lerin biyomolekiiller ve

enzimlerle iyi uyumluluk gosterdigi de bildirilmistir (Singh vd. 2012).

2.8 Enzim

Enzimler, canli sistemlerde biyolojik katalizér gorevi gorerek kimyasal tiirlerin
dontistimlerini destekler. Segicilik agisindan diger katalizorlerden daha avantajh
konumdadirlar. Saflastirma ve ayirma maliyetleri yiiksek oldugu ve ¢evresel kosullarin
zorluklarina gore aktivitelerinde azalma meydana geldigi igin endiistriyel uygulamalarda
sinuirl kullanilmaktadir. Ayni zamanda enzimlerin sulu ortamda kolay ¢6ziinebilmeleri ve
reaksiyon ortamindan geri kazaniminin zor olmasi sebebiyle en basarili ve popiiler

kullanim yontemi immobilizasyon olarak bilinmektedir (Kacar vd. 2016).

Bu tez calismasinda biyoreseptor olarak kullanilan tirozinaz enzimi ayni zamanda
polifenol oksidaz, monofenol oksidaz, fenolaz veya katekolaz olarak da adlandirilir ve
bakir igerir. Enzimin islevinin L-tirozinin L-dopa hidroksilasyonunu ve ardindan L-
dopa'nin dopakinona yiikseltgenmesini katalizlemek oldugu bilinmektedir. Tirozinaz adi,
enzimin substrat olarak tirozin ve dihidroksifilalanine karsi spesifikligi nedeniyle
kullanilmaktadir. Bu enzim, bitkilerde, mikroorganizmalarda, mantarlarda ve bazi hayvan
organlarinda yaygin olarak bulunur. L-dopa tirozinaz ile yiikseltgenir ve dopakinona

dontstiiriiliir (Pilevneli ve Konuklugil 2020).
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2.9 Parkinson Hastalhigi ve Levodopa

Parkinson hastaliginin klinik 6zellikleri ilk kez 1817 yilinda James Parkinson tarafindan
tanimlanmistir. Parkinson, c¢alismasinda gorsel ancak ayrintili olarak semptomlari
tanimlamis ve hastaligin ilerleyici kotlilesmesini de tartismistir. Giinlimiizde, ikinci en
yaygin goriilen asamali ndrodejeneratif bozukluk olan Parkinson hastaligi, ndrolojik
bozuklugun 6nde gelen nedenlerinden biridir. Yayginligi 50 yasin tizerindeki kisilerde
%1-2'ye ulagsmaktadir. Diinya capinda bir dagilima sahiptir ve her iki cinsiyette de
goriilebilir (Shastry 2001).

Parkinson hastaliginin semptom ve bulgular1 bazal gangliyonlardaki ilerleyen dopamin
kaybiyla iligkilidir. Diger bir deyisle Parkinson hastaliginin 6nemli nedeni, dogrudan
alindiginda beyne ulagsmak i¢in kan-beyin bariyerini gecemeyen dopamin eksikligidir.
Dopaminin ilk Onciisii olan L-dopa (I-3,4-dihidroksifenilalanin), 1960'lardan beri
Parkinson hastaliginin tedavisinde en etkili semptomatik tedavi olmustur. Bu nedenle,
dopamin agonistleri veya L-dopa hastaligin erken evresinde mekanik bozukluklari
diizeltmek i¢in disaridan ikame kullanilir. L-dopa alindiktan sonra dopamine doniisiirek
dopaminerjik néronlarda depolanir. Bu depolama kapasitesi, L-dopa’nin degisken oral
biyoyararlanimindan kaynaklanan plazma seviyelerindeki dalgalanmalari tamponlar. L-
dopa, Parkinson hastaliginin tedavisinde hala altin standart olarak kabul edilmektedir
(Goole ve Amighi 2009). Bu nedenle, hastalarin genellikle beyindeki dopamin
dekarboksilazin etkisi altinda dopamine indirgenebilen L-dopa’y1 alternatif bir tedavi
olarak almalar1 gerekir. L-dopa, Parkinson hastaliginin neden oldugu cesitli semptomlari
etkili bir sekilde hafifletebilir, ancak dozaj sorunu klinik uygulamalarda hala biiyiik bir
problemdir. Diisilk dozaj hastaligi etkili bir sekilde durduramazken, yiliksek dozaj
dispraksi, miyospazm, zihinsel bozukluk vb. dahil olmak {izere bir dizi yan etkiye neden
olabilir. Dahasi, bireyler arasindaki ilag etkisi ve ilag metabolizmasi farkliliklari ilag dozu
kontroliindeki zorluklar1 artirmaktadir. Bu nedenle, Parkinson hastalig1 tedavisi sirasinda,
insan serumunda L-dopa tayini, ilag giivenligi ve saglik yonetimi i¢in biiylik 6nem

tasimaktadir (Yu vd. 2020).
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2.10 Kaynak Arastirmasi

Mijajlovic ve arkadaslar1 (2023), L-dopa’nin elektrokimyasal tayini i¢in Eu,03@Cr203
nanopartikiilleri ile modifiye edilmis bir karbon pasta elektrot (CPE) hazirlamistir.
Elektrot modifikasyonunda kullanilan elementlerden biri olan Evropiyum, bir nadir
toprak elementi olup, bu tiirler gelismis elektrokatalitik 6zelliklere sahip yeni elektrot
nanokompozitleri tasarlamak i¢in giderek daha fazla kullanilmaktadir. Evropiyum, daha
bliylik redoks reaksiyon davranisina sahip onemli bir lantanit elementi olarak kabul
edilmistir. Bu calismada, Eu,0O3@Cr203'lin hidrotermal sentezi gergeklestirilmis ve elde
edilen nanopartikiiller ilk kez CPE'yi modifiye etmek i¢in kullanilmistir. Gelistirilen
Eu,03@Cr03/CPE elektrokatalitik 6zellikleri agisindan incelenmis ve L-dopa tayini igin
analitik bir yontem gelistirmek amaciyla kullanilmistir. Sensoriin, genis bir dogrusal
calisma araligi (1-100 uM), yiiksek duyarlik (1,38 pA pM™! cm?) ve diisiik bir
gozlenebilme sinir1 (0,72 puM) sundugu belirtilmistir. Hazirlanan sensoriin analitik
uygulamasi, piyasada bulunan farmasotik L-dopa tabletleri kullanilarak yapilmistir. Elde
edilen sonuglar Eu203@Cr203/CPE sensoriiniin gergek zamanli L-dopa tayini igin yiiksek

bir potansiyeli oldugunu gostermistir.

Cembalo ve arkadaslar1 2023 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, elektrobiriktirme yoluyla
hazirlanan bir grafen oksit tabakasi iizerine ¢apraz baglanma yontemi ile tirozinaz enzimi
immobilize ederek L-dopa tayini i¢in yeni bir amperometrik biyosensor gelistirmiglerdir.
Bu biyosensoriin hazirlanmasi sirasinda enzim immobilizasyon prosediirii dikkatli bir
sekilde optimize edilmis olup bu sayede biyosensor iiretimi Onemli Olciide kisalip
basitlestirilmis ve uzun vadeli kararlilhigin iyilestirilmesi saglanmistir. Immobilizasyon
protokoliiniin etkinligi grafen oksidin gelismis performansiyla birlestiginde tirozinaz ve
grafen oksit modifiye cams1 karbon elektrot (GCE/GO/Tyr) igin 3,21£0,01 pA mM! gibi
yiiksek bir duyarlik, 1-210 uM araliginda genis bir dogrusal ¢aligma aralig1 ve terapdtik
penceresi i¢inde L-dopa tayini i¢in uygun olan 0,84 uM'lik bir gozlenebilme siir elde
edilmesini saglamistir. Ilagla tedavi edilen hastalarda tipik olarak gozlenen derisim
seviyelerinde test edilen endojen bilesiklerden kaynaklanan girisimin elektrot tizerinde
Onemli bir etki yapmadig1 goriilmiistiir. Askorbik asidin ise tirozinaz enzimini inhibe edici

bir davranis sergiledigi bulunmus olup elektrodun dis yiizeyinin Nafyon ile modifiye
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edilmesiyle bu etki bertaraf edilmistir. Gelistirilen biyosensor insan plazmasinda L-dopa
tayini i¢cin uygulanmis ve elde edilen geri kazanimlarin %90,8—%102,4 arasinda degistigi

gorilmiistiir.

Xiao ve arkadaslarinin 2022 yaptig1 calismada Parkinson hastaligi i¢in etkili bir ilag olan
L-dopa'nin terdeki derisimini izlemek igin basit, giyilebilir, invaziv olmayan ve
taginabilir, enzim ve metal-organik kafes yapt (MOF) tabanli bir elektrokimyasal
biyosensor hazirlanmistir. Zeolitik imidazolat kafes yapi/grafen oksit (ZIF-8/GO)
kompozitleri, ZIF-8 nanopartikiillerinin GO yilizeyinde biiyiitiilmesiyle hazirlanmis ve
ardindan kompozit yiizeyine tirozinaz enzimi immobilize edilerek biyosensor elde
edilmistir. Siirekli analiz ve takip yapilabilmesi i¢in kablosuz bir elektronik devre yardimi
ile sensor ve akilli telefon arasinda baglant1 yapilmistir. Biyosensoriin dogrusal ¢alisma
aralig1 1-95 pM ve gozlenebilme sinir1 (LOD) 0,45 pM olarak bulunmus olup, tatmin
edici bir tekrarlanabilirlige ve miikkemmel bir secicilige sahip oldugu ifade edilmistir.
Ayrica, enzimin ylizeye immobilizasyonu sonucunda biyosensoriin yliksek duyarlik ve iyi
kararlilik gosterdigi belirtilmistir. Biyosensoriin yiiksek kararliliginin tirozinaz enziminin
ZIF-8/GO kompozit yiizeyine basartyla immobilize edilmesinden kaynaklandigi
sOylenmistir. S0z konusu sensoriin, terdeki L-dopa’yr invaziv olmayan sekilde tespit
etmek icin kullanilabildigi ve sensoriin kablosuz iletisim cihazlariyla birlestirildiginde,
ticari elektrokimyasal caligma iinitelerine kiyasla daha tasmabilir ve diisiik maliyetli

olacag ifade edilmistir.

Fang ve arkadaglar1 tarafindan 2022 yilinda yapilan ¢alismada, Parkinson hastaliginin
takibi ve L-dopa tayini icin bir giyilebilir amperometrik mikroigne biyosensorii
gelistirilmistir. L-dopa, Parkinson hastalig1 tedavisi i¢in mevcut en etkili tedavilerden biri
olarak kabul edilmektedir. Kisa yar1 6mrii nedeniyle L-dopa'nin terapdtik penceresinin
dar oldugu ve uzun siireli L-dopa tedavisinin diskineziler, psikoz ve ortostatik
hipotansiyon gibi bazi yan etkilere neden olacag ifade edilmistir. Bu nedenle,
komplikasyon riskini azaltmak i¢in Parkinson hastalarinda L-dopa'nin dinamik derigimini
giyilebilir biyosensorlerle izlemenin biiyilk 6nem tasidigi savunulmustur. Bununla
birlikte, viicuttaki yiiksek girisimei derisiminin L-dopa'nin in vivo izlenmesinde biiyiik

zorluklara yol actig1 ve bu sorunu ele almak i¢in, esnek bir diferansiyel mikroigne dizisine
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(FDMA) dayanan invaziv bir L-dopa biyosensorii onerilmistir. Calismada 2 adet ¢alisma
elektrodu tasarlanmistir ve bu elektrotlar, paslanmaz celik {izerine katman katman
modifikasyon yapilarak elde edilmis olup ilk ¢alisma elektrodunda Au nanodendrit
katalitik katman, Nafyon, Polianilin (PANI)/enzim ve poliiiretan (PU) kullanilirken,
ikinci ¢aligma elektrodunda PANI/enzim katmani yerine tirozinaz enzimi kullanilmistir.
Caligma elektrotlarindan biri L-dopa ve girisim yapan maddelere cevap verirken, diger
calisma elektrodu yalnizca elektroaktif girisimlere yanit vermistir. Bu iki elektrodun
diferansiyel akim cevabi, ortak girisimi ortadan kaldirarak L-dopa derisimiyle
iligkilendirilmistir. Diferansiyel yap1 sensore mitkemmel bir girisim 6nleme performansi
saglamis ve sensoriin dogrulugunu artirmistir. Bu yeni esnek mikroigne sensoriiniin genis
bir dogrusal calisma aralig1 (020 uM), yiiksek duyarlik (12,618 nA pM™!' cm) ve uzun
vadeli kararlhilik (iki hafta) sergiledigi goriilmiistiir. Sensor, L-dopa derisiminin invaziv
izlenmesi yoluyla in vivo olarak da test edilmis ve bu amagla sicanlar kullanilmistir.
FDMA, +0,3 V potansiyelde yaklasik 2500 saniye boyunca deri altinda denge akimina
ulasilmasi icin bekletilmis ve ardindan sicanin karin bosluguna uygun miktarda L-dopa
enjekte edilmesiyle dl¢iim yapilmustir. in vivo deney, L-dopa'nin dinamik derisiminin
minimal invaziv ve siirekli izlenmesi i¢in FDMA'nin uygulanabilirligini gdstermistir.
Sonug olarak, L-dopa sensoériiniin in vivo L-dopa'ya dinamik olarak hizli cevap verdigi,
onemli Olciide girisim Onleme 6zelligi gostermis oldugu ve Parkinson hastaliginda L-

dopa’nin siirekli izlenmesi i¢in kullanilabilme olasilig1 oldugu ifade edilmistir.

Moon ve arkadaslarimin 2021 yilinda yaptigi calismada L-dopa’nin, Parkinson
hastaliginin tedavisinde "altin standart" ila¢ olarak kullanilmakta oldugu ancak, uzun
stireli L-dopa kullaniminin, motor ve motor olmayan komplikasyonlarin gelismesi ile
iligkili oldugundan bahsedilmistir. Calisma grubu, viicuda L-dopa hap1 alim1 sonrasinda
terdeki L-dopa derisiminin etkin ve invaziv olmayan takibi i¢in tek bir parmak ucu
dokunusuna dayali bir biyosensor gelistirilmistir. S6z konusu biyosensorii hazirlamak igin
perde baskili karbon elektrot (SPCE) yiizeyine tirozinaz enzimi immobilize edilmis ve
enzimin sizmasini onlemek i¢in glutaraldehit ile ¢apraz baglama yapilmistir. Dokunmaya
dayali invaziv olmayan tayin yonteminin, parmak ucu terinin anlik olarak toplanmasi ve
yiiksek gecirgenlige sahip bir hidrojel {izerinden tirozinaz enzimi immobilize edilmis

elektroda tasinmasina dayandigi belirtilmis olup terdeki L-dopa, enzimatik reaksiyon
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sonrast olusan dopakinonun -0,3 V potansiyelde indirgenmesiyle 6l¢tilmiistiir. Hazirlanan
biyosensor, L-dopa’ya 5-30 puM derisim araliginda dogrusal cevap gostermis ve
gozlenebilme siir1 1 pM (tahmini goézlenebilme sinir1 300 nM) olarak bulunmustur. L-
dopa sensoriiniin tekrarlanabilirligi, altt farkli sensérde 10 uM L-dopa derisiminin
Olciilmesiyle degerlendirilmis ve sonuglar, sensoriin %2,6 bagil standart sapma (BSS) ile
yiikksek tekrar firetilebilirlige sahip oldugunu ortaya koymustur. 4°C'de tutulan
sensorlerin, bir hafta sonra baslangicta gosterdikleri akim cevabinin %97,3'"linii koruyarak
yiiksek depolama kararlilig1 sergiledikleri goriilmiistiir. Insan deneklerden olusan bir
grupta kisisellestirilmis doz-cevap iligkisi ve parmak dokunmasina dayali ter ile kilcal

kan 6rnekleri arasindaki yakin farmakokinetik iliski gosterilmistir.

Kannan ve arkadaslarinin 2020 yilinda yaptig1 calismada L-dopa'nin yliksek hassasiyette
tespiti i¢in altin nanopartikiiller ile islevsellestirilmis polipirol nanotiiplere dayali bir
elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Elektrot modifikasyonunda kullanilan polipirol
(PPy) nanotiipler, metil oranj ve FeCls'in kendiliginden bozunan sablon olarak
kullanilmasiyla elde edilmistir. Ardindan, altin nanopartikiiller (AuNPs) elektrokimyasal
yontemle PPy nanotiipler iizerine biriktirilmistir. Hazirlanan PPy-AuNPs hibrit kompoziti
cesitli karakterizasyon yontemleriyle incelenmistir. PPy nanotiipleri ile altin
nanopartikiillerin birlesiminin, L-dopa'nin elektrokimyasal yiikseltgenmesi i¢in genis
yiizey alani ve yiiksek iletkenlik sagladigi belirtilmistir. Modifiye elektrodun etkin yiizey
alani, doniisiimlii voltammetri (CV) ydnteminden yararlanilarak 0,174 cm? olarak tespit
edilmigstir. Elektrokimyasal empedans spektroskopi (EIS) yontemi ile elde edilen sonuglar
incelendiginde, AuNP/PPy/GCE ile elde edilen diisiik Rct degeri, modifiye elektrodun
elektron transfer kinetiginin modifiye edilmemis camsi karbon elektroda (GCE) gore
arttigin1 ortaya koymaktadir. Calismada, PPy-AuNPs’nin GCE {izerine kaplanmasiyla
hazirlanan sensoriin, daha diisikk gozlenebilme sinir1 (0,075 pM) ve yiikseltgenme
potansiyeli (380 mV) yaninda iy1 bir kararlilik ve tekrarlanabilirlige sahip oldugu ifade
edilmistir. Modifiye elektrot, idrar ve ila¢ gibi gercek orneklerde L-dopa tayini i¢in
basarili bir sekilde kullanilmustir.

Sandeep ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptigi calismada, elektrokimyasal olarak
indirgenmis grafen oksit-giimiis nano pargaciklarin (RGO-Ag) kullanildigi nano
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kompozit modifiye grafit (Gr) elektrot iizerine immobilize edilmis ham Polifenol oksidaz
enzimi (PPO) kullanilarak L-dopa'nin segici ve duyarli elektrokimyasal tayini
gerceklestirilmistir. Gr elektrot, grafit elektrot iizerindeki grafen oksit-giimiis (GO-Ag)
nano kompozitinin RGO-Ag nano kompozitine elektrokimyasal olarak indirgenmesi
yoluyla modifiye edilmistir. Daha sonra, Manilkara Zapota meyvesinden elde edilen ham
PPO oziitii Gr/ RGO-Ag modifiye elektrot {izerine immobilize edilmistir. Hazirlanan Gr
elektrodun her modifikasyon basamagi CV ve EIS teknikleri ile dogrulanmistir. Modifiye
elektrodun yiizey karakterizasyonu Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile
gerceklestirilmistir. Gelistirilen sensoriin, diisiik gozlenebilme sinir1 ve yiiksek duyarlik
ile 1-150 uM derisim araliginda L-dopa tayinine yonelik miikemmel elektrokatalitik
aktivite sergiledigi 6ne siiriilmiis olup kronoamperometrik olgiimler +0,2 V calisma
potansiyelinde gerceklestirilmistir. S6z konusu sensdriin uzun doénem kararliligini
incelemek i¢in CV tekniginden yararlanilmis olup dl¢timler 0,05 mM L-dopa igeren 0,05
M PBS tamponu i¢inde 50 mV s! tarama hiz1 ve (-0,1) — (+0,7) V potansiyel araliginda
yapilmistir. Ayrica, gelistirilen biyosensdriin idrar drneklerinde L-dopa tayini i¢in pratik

uygulanabilirligi incelenmistir.

Narang ve arkadaslari tarafindan 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada, polifenolik igerigin
belirlenmesi i¢in yeni bir amperometrik biyosensor gelistirmislerdir. Bu c¢alismada,
polivinil alkol membrana bagli polifenol oksidazin altin kapli Ag tel {izerine
yerlestirilmesiyle calisma elektrodu hazirlanmis olup, referans elektrot olarak
giimiig/giimiis klorlir (Ag/AgCl) ve karsit elektrot olarak da Pt tel kullanilmistir.
Hazirlanan biyosensoriin 30 °C sicaklikta 30 saniyede optimum cevap verdigi ve
optimum c¢alisma pH’sinin 7,5 oldugu ifade edilmistir. Gelistirilen polifenol
biyosensériiniin +0,4 V potansiyelde L-dopa igin dogrusal ¢alisma araligi 5,0x107 —
2,0x10° M, gozlenebilme smir1 ise 5,0x107 M olarak bulunmustur. Biyosensoriin ¢ay
yapraklarindaki, alkollii igeceklerdeki ve sudaki polifenolleri 6l¢ebildigi rapor edilmistir.
Enzim elektrot 6 ay boyunca 280 kez kullanilmis olup kullanilmadiginda 4°C'de
saklanmigtir. Biyosensdriin, gozlenebilme sinir1 (0,5 uM) ve kararlilik (6 ay) agisindan

daha 6nceki membran bazli biyosensorlerden daha iyi oldugu savunulmustur.
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Shoja ve arkadaslar1 tarafindan 2015 yilinda yapilan ¢alismada sulu ortamda (fosfat
tampon ¢ozeltisi, pH 7,0) L-dopa’nin voltammetrik tayini i¢in yeni ve segici bir enzimatik
biyosensor tasarlanmistir. Biyosensoriin gelistirilmesi, organik niikleofilik karbon
nanotiip kompoziti ile modifiye edilmis GCE {iizerine horseradish peroksidaz enziminin
(HRP) fiziksel olarak immobilize edilmesine dayanmaktadir; bu kompozitte organik
niikleofil olarak p-fenilendiamin (pPDA) fonksiyonellestirilmis ¢ok duvarli karbon
nanotiip (MWCNT) ile kimyasal olarak baglanmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, hazirlanan
biyoorganik niikleofilik karbon nanotiip kompozitinin (HRP/MWCNT-pPDA), L-
dopa'nin yiikseltgenmesi i¢in yiliksek elektron aktarim hizina, daha fazla -NH» reaktif
bolgesine ve genis etkin ylizey alanina sahip oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, bu
calismada L-dopa folik asit ve iirik asit gibi girisimciler varliginda da tayin edilebilmistir.
Gelistirilen biyosensoér SEM, enerji dagilimli X-1s1n1 analizi (EDX), FT-IR spektroskopisi
ve CV ile karakterize edilmistir. Diferansiyel puls voltammetrisi (DPV) kullanilarak L-
dopa icin caligilan dogrusal araligin 0,1-1,9 uM, goézlenebilme sinir1 40 nM (S/N=3 i¢in)
ve duyarlik yaklagik 35,5 pA uM™! olarak bulunmustur. S6z konusu biyosensdriin hizl
cevap yiiksek kararlilik ve tekrarlanabilirlik gibi cesitli avantajlara sahip oldugu

savunulmustur.

Brunetti ve arkadaglarinin 2014 yilinda yapmis oldugu ¢alismada, seyreltilmemis insan
serumunda L-dopa tayini i¢in tek kullamimlik bir elektrokimyasal biyosensor
tasarlanmistir. Bu biyosensoriin hazirlanmasi, karbon nanotiiplerle modifiye edilmis
perde baskili karbon elektrot (SPCE) yiizeyine elektropolimerizasyon ile poli(tiyonin)
film kaplanmasi1 ve ardindan modifiye ylizeye tirozinaz enziminin ¢apraz baglanmasina
dayanmaktadir. Son olarak sensdr bir nafyon katmaniyla kaplanmis ve bu sayede 6n
isleme ihtiya¢ olmaksizin sensoriin dogrudan insan serumunda kullanilmasinin miimkiin
oldugu ifade edilmistir. Gelistirilen biyosensoriin -0,31 V sabit potansiyelde
kronoamperometrik yontem ile artan derisimlerdeki L-dopa’ya karsi akim cevaplari
Olciilmiistiir. Elde edilen akim farki—derisim grafiklerinden yararlanilarak
SPCE/CNTs/poli(tiyonin)/tirozinaz/nafyon i¢in dogrusal calisma araligi 0,8-22 pM
olarak bulunmustur. S6z konusu biyosensor i¢in gozlenebilme sinirmin ise 2,5 uM olarak
tespit edildigi ifade edilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, elektrot modifikasyonunda

kullanilan karbon nanotiiplerin varliginin sensoriin duyarligini arttirdiglr ve tirozinaz
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enziminin poli(tiyonin) katmani ilizerine immobilizasyonunun ise etkili sonu¢ verdigi
diisiiniilmistiir. Gelistirilen biyosensoriin, diisiik maliyeti, tasinabilirligi ve az miktarda
numune ile ¢alismay1r miimkiin kilmasi ile birlikte, numune 6n islemine gerek olmamasi
ve tek kullanimlik olmasi sayesinde tekrarlanan kullannmdan kaynaklanan elektrot
zehirlenmesinin Oniine gegmesi gibi bazi 6nemli avantajlari, s6z konusu biyosensoriin

rutin klinik analizler i¢in 6nemli bir umut vaat ettigini diisiindiirmuistiir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Ekipmanlar

Tez c¢alismasi boyunca, amperometrik calismalar Metrohm Dropsens (A uStat 8000)
marka potansiyostat kullanilarak gerceklestirildi (Sekil 3.1a). EIS ve CV o6l¢limlerinde
Metrohm Autolab marka potantiyostat kullanildi. Caligsma elektrodu olarak Sekil 3.1b’de
gosterilen Mikro Min 2B 2.0 mm M-918 kalem ucu karsit elektrot olarak platin tel (BASi—
MW-1032), referans elektrot olarak da Ag/AgCl referans elektrodu (BASi-MF-2052)
kullanildi.

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Mettler Toledo marka hassas terazi kullanilarak
tartildi. Karigimlarin hazirlanma asamasinda homojenligi saglamak amaciyla Chiltern
marka (MS21S model) manyetik karistirici, vorteks karistirict (Isolab-1.622.01.001) ve
ultrasonik banyo (Elma-LC30H) kullanildi. Cozelti hazirliginda kullanilan su, Ultra Pure
Water System'den (ELGA) saglanan ultra saf su olarak temin edildi. Kullanilan karisimlar

icin pH Olgiimleri Orion marka pH/iyon metre (720A) (Thermo Scientific, ABD) ile

yapildi.
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Sekil 3.1 (a) Metrohm Dropsens elektrokimyasal analiz cihaz1 (¢cok kanalli), (b) Mikro
Min marka M-918 2B 2.0 mm kalem ucu

Elektrot yiizeylerine ait SEM goriintiileri Ankara Universitesi Niikleer Bilimler
Enstitiisii’nde bulunan Carl Zeiss AG, EVO® 50 Series markali taramali elektron

mikroskobu kullanilarak alindi.
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3.2 Kimyasal maddeler

Cizelge 3.1, tez caligmasi sirasinda kullanilan kimyasallar, saflik diizeyleri ve iiretici

firmalar listelemektedir.

Cizelge 3.1 Kullanilan kimyasallar, saflik dereceleri ve tiretici firmalar

Kimyasal Saflik Diizeyi Uretici Firma
Altmn nanogubuk >30 pg mL"! Sigma
Askorbik asit Ultra saf Sigma
1-biitil-3-metilimidazolyum hekzaflorofosfat >%97 Sigma
3-(3,4-dihidroksifenil)-L-alanin %99 Acros Organics
Etanol %99,8 Riedel

Glisin %99 Acros Organics
Glutaraldehit %25 Sigma

Glukoz >%99,5 Fluka
Hidroklorik asit %36,5-38 Sigma

Insan serumu Filtrelenmis, steril Sigma

Lityum karbonat >%99 Sigma

Nafyon %S5 Sigma

Okzalik asit dihidrat Saf Riedel-de-Haen
Parasetamol >%98 Fluka
Potasyum ferrosiyaniir (I1I) %99 Sigma
Potasyum hekzasiyanoferrat (I1) >%99,5 Sigma
Potasyum Kloriir Saf Merck

S1g1r serum alblimini >96 Sigma

Sodyum hidroksit %98-100,5 Sigma

Sodyum fosfat dihidrat Saf Sigma

Sodyum fosfat monohidrat Saf Sigma
Tirozinaz >1000 U mg! Sigma

Urik asit >%99 Sigma

Ayrica, gergek numune ¢aligmasiin yapildigi analitik bilesen olarak tabloda belirtilen

insan serumu ve Deva Ilag markali Madopar 125 mg tablet (100 mg L-dopa) kullanild.
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3.3 Cozeltiler

3.3.1 Fosfat tampon cozeltisi

Deney calismalar1 kapsaminda 0,05 M derisimde ve istenen pH degerlerinde fosfat
tampon ¢ozeltileri (PBS) hazirlamak i¢in uygun miktarlardaki sodyum fosfat dihidrat ve
sodyum fosfat monohidrat katilar1 tartildi ve gerekli miktarda ultra saf su igerisinde
¢oziildii. Cozeltinin pH’sin1 ayarlamak i¢in 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCI ¢ozeltileri

kullanildi. Hazirlanan ¢ozeltiler buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edildi.

3.3.2 NaOH ve HCI Cozeltileri

PBS’lerin pH ayarlanmasinda kullanilan 0,1 M NaOH i¢in %98-100,5’lik sodyum
hidroksit katisindan, 0,1 M HCI i¢in %36,5-38’lik hidroklorik asit ¢ozeltisinden uygun
miktarlarda alinip ultra saf su ile homojen ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltiler

+4 °C’de muhafaza edildi.

3.3.3 Glisin ¢ozeltisi

1 mM glisin ¢ozeltisi, Cizelge 3.1°de belirtilen glisin standardindan 3,75 mg tartilip 50,0
mL pH 7,0 PBS igerisinde ¢oziilmesi ile elde edildi. Homojen karisim elde etmek i¢in
¢ozelti vorteks cihazi yardimiyla karistirilda. Tlgili ¢dzelti her deney dncesinde taze olarak

hazirlandi.

3.3.4 Altin nanogubuk cozeltisi

Altin nanocubuk (AuNR) ¢ozeltisi ultra saf su ile seyreltilerek 7,5 pg mL"lik ¢ozeltisi
hazirlandi. AuNR ¢ézeltisi 30 pg mL"’lik sisesinden alinirken her seferinde saf No(g) ile
doyuruldu ve ¢dzeltinin homojen olmasi igin vorteks cihazinda karistirildi. Cozelti

deneylerin dncesinde taze hazirlandi.
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3.3.5 Altin nanocubuk-iyonik s1vi1 ¢ozeltisi

7,5 ng mL’lik AuNR ¢ozeltisinden 97 pL almarak iizerine Cizelge 3.1°de verilen 1-biitil-
3-metilimidazolyum hekzaflorofosfat (IL ) kimyasalindan 3 pL ilave edildi ve %3’likk IL
iceren AUNR (AuNR-IL) ¢ozeltisi elde edildi. Cozelti hazirlanirken yiiksek saflikta N(g)
ile doyuruldu ve ¢6zeltinin homojen olmasi i¢in vorteks cihazinda karistirildi. Her deney

oncesinde ¢ozelti taze olarak hazirlandi.

3.3.6 Tirozinaz enzimi ¢ozeltisi

Enzim ¢ozeltisinin hazirlamak i¢in 25 KU tirozinaz (Tyr), 500 uL pH 7,5 PBS ilavesiyle
¢oziildii ve vorteks cihaz ile karigtirilarak elde edilen homojen ¢ozelti (50 U pL") belirli

kisimlara ayrilarak -18°C’de muhafaza edildi.

3.3.7 Sigir serum albiimini ¢ozeltisi

1 mg mL"! si@ir serum albiimini (BSA) ¢dzeltisi hazirlamak i¢in 1 mg BSA tartilarak 1

mL pH 7,5 PBS tamponunda ¢6ziildii. C6zelti her deney dncesinde taze olarak hazirlandi.

3.3.8 Nafyon cozeltisi

%5°lik Nafyon ¢ozeltisinden alinan 0,1 mL’lik kisim, 1:1 oraninda hazirlanan etanol-su
cozeltisi ile 1 mL’ye tamamlanarak %0,5’lik Nafyon ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan
cozelti vorteks cithazi kullanilarak homojen hale getirildi ve kullanilmadiginda +4°C’de

tutuldu.

3.3.9 Glutaraldehit cozeltisi

Glutaraldehitin (GA) %25’lik ¢ozeltisi ultra saf su ile 1:100 oraninda seyreltilerek
%0,25’lik GA c¢ozeltisi elde edildi. %0,25’lik GA ¢o6zeltisi her deney Oncesinde taze

olarak hazirlandi.
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3.3.10 Levodopa cozeltisi

Derisimi 1,0x1072 M olan L-dopa ¢dzeltisi hazirlamak igin uygun miktarda 3-(3,4-
dihidroksifenil)-L-alanin standardi tartilarak ultra saf su i¢inde ¢oziildii. Stok L-dopa
¢Ozeltisinin homojenliginin saglanmasi i¢in s6z konusu ¢ozelti 15 dakika ultrasonik
banyoda tutularak ardindan vorteks cihazi yardimiyla karistirildi. Stok ¢ozelti her deney
Oncesi taze hazirlandi ve bu ¢6zeltiden alinan uygun miktarlarin saf su ile seyreltilmesiyle

farkli derisimlerde L-dopa ¢6zeltileri elde edildi.

3.3.11 Girisimci tiirlerin c¢ozeltileri

Biyosensoriin cevabi iizerine bozucu etki yapabilecek olan askorbik asit, iirik asit, sitrik
asit, okzalik asit, glukoz, parasetamol gibi tiirlerin 1,0x102 M’lik stok ¢dzeltileri, bu
maddelerden tartilan belirli miktarlarin ultra saf suda ¢6ziilmesiyle hazirlandi. Daha sonra
stok ¢dzeltilerin seyreltilmesiyle her bir tiiriin 1,0x10> M’lik ¢dzeltileri hazirland: ve taze

olarak kullanild.

3.3.12 Redoks probu ¢ozeltisi

Bu c¢ozelti, potasyum hekzasiyanoferrat (II) ve potasyum ferrosiyaniir (III) tiirlerinin
derisimi 5 mM ve potasyum kloriir derisimi ise 0,1 M olacak sekilde uygun miktarlarin

tartilmasi ve ultra saf su kullanilarak ¢oziilmesi ile hazirlandi.

3.4 Kalem Grafit Elektrotlarin modifikasyonu

Ticari olarak satin alinan kalem grafit uclar, 0,5 cm’lik kisimlar1 disarida kalacak sekilde
yalitkan bir materyal ile kaplandi. Bu uygulama sonrasinda eslenik olarak hazirlanan
kalem grafit elektrotlar (PGE) yapilan tiim deneylerde ¢aligma elektrodu olarak
kullanildi.
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Bu tez ¢alismasinda c¢alisma elektrodu olarak tercih edilen PGE’nin poliglisin (PGL),

altin nanogubuk (AuNR), iyonik s1v1 (IL) ve tirozinaz enzimi (Tyr) kullanilarak modifiye

edilmesi ile L-dopa tayini i¢in gelistirilen biyosensor hazirlandi (Sekil 3.2).

PGE’nin modifikasyonu i¢in asagida verilen islemler uygulandi;

b)

PGE’lere, 0,1 M KCl igeren 0,05 M pH 7,0 PBS icinde tarama hiz1 50 mV s iken
(-0,3) — (+1,1) V potansiyel araliginda, art arda 10 dongii alinmasi ile 6n islem
uygulandi.

On islem uygulanmis PGE’ler taze hazirlanmis 1 mM glisin ¢dzeltisine
daldirilarak (-0,8) — (+1,8) V potansiyel araliginda ve 50 mV s™! tarama hizinda 10
dongii alinmasi ile PGL kaplandi. Hazirlanan PGE/PGL’ler ultra saf su ile
yikanarak 5 dakika kurutuldu.

PGL ile kaplanan PGE’lerin AuNR-IL ile modifiye edilmesi i¢in elektrot yiizeyine
ilgili ¢ozeltiden 6 pL damlatilarak 30 dakika kurumaya birakildi.

Hazirlanan PGE/PGL/AuNR-IL yiizeyine 4 uL Tyr (50 U uL"), 1 pL GA (%0,25),
1 uL BSA (1 mg mL"')’nin karistirilmasiyla elde edilen 6 pL enzim ¢ozeltisi
damlatildiktan sonra 30 dakika kurutuldu.

PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr yiizeyine 6 pL nafyon (%0,5) damlatildi ve 30 dakika
kurutuldu.

PGE PGE PGE/PGL

— AUNRIL AKA GA
- 4B T g A

PGE/PGL/AuNR-IL PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr

Sekil 3.2 Gelistirilen modifiye elektrodun hazirlik agsamalarinin sematik olarak gosterimi

a) PGE, b) PGE/PGL, ¢) PGE/PGL/AuNR-IL, d) PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr
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3.5 Elektrotlarin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

3.5.1 Doniisiimlii Voltammetri

Bolim 3.4’te belirtilen basamaklarin uygulanmasiyla hazirlanan PGE, PGE/PGL,
PGE/PGL/AuNR, PGE/PGL/AuNR-IL ve PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’ler i¢in 0,1 M KCI
iceren 5,0 mM Fe(CN)s*"* ¢ozeltisi icinde (-0,40) — (+0,80) V potansiyel araliginda ve

50 mV s! tarama hizinda déniisiimlii voltammetri (CV) ¢alismalar1 yapildi.

Ayrica, L-Dopanin PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr yiizeyindeki elektrokimyasal davranisini
incelemek igin 0,1 M KCI ihtiva eden 0,05 M pH 7,0 PBS icinde, 50 mV s tarama

hizinda ve (-0,80) — (+0,80) V potansiyel araliginda doniisiimlii voltammogramlar alindi.

3.5.2 Elektrokimyasal Empedans Spektroskopisi

Bolim 3.4’te anlatildigir sekilde hazirlanan PGE, PGE/PGL, PGE/PGL/AuNR,
PGE/PGL/AuNR-IL ve PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’lerin elektrokimyasal empedans
spektroskopisi (EIS) 6l¢iimleri 0,1 M KCl ihtiva eden 5,0 mM Fe(CN)¢>"* ¢ozeltisi icinde
0,18 V potansiyel ve 0,01—-100000 Hz frekans araliginda yapildu.

3.6 Modifiye Kalem Grafit Elektrotlarin Dongii Sayis1 Optimizasyonu

Biyosensoriin hazirlanmasinda ilk basamak olan PGE yiizeyine PGL kaplanmasi
asamasinda optimum dongili sayisinin bulunmasi i¢in Boliim 3.4°te anlatilan sekilde 4
adet elektrot hazirlandi ve bu elektrotlara dongii sayilar1 sirasiyla 5; 10; 15 ve 20 olacak
sekilde PGL kaplandi. Hazirlanan her bir PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin -0,3 V
potansiyelde kararli hal akimina ulagsmasit beklendi (pH 6,5 PBS). Kararli hal akiminin
elde edilmesinin ardindan ¢o6zeltiye art arda L-Dopa ilaveleri yapilarak kalibrasyon
grafikleri olusturuldu (N=3). Elde edilen duyarliklar kiyaslandi ve en yiliksek duyarligin
elde edildigi PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin hazirlanmasinda uygulanan dongii sayisi

optimum deger olarak kabul edildi.
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3.7 Altin Nano¢ubuk Miktarimin Optimizasyonu

Biyosensor modifikasyonunda kullanilan AuNR’nin elektrot yilizeyindeki optimum
derisimini bulabilmek i¢in IL derisimi %3 olacak sekilde sabit tutularak 4 farkli derisimde
AuNR igeren ¢ozeltiler hazirland1. Sirasiyla 3; 7,5; 15 ve 30 ug mL' AuNR iceren
cozeltiler kullanilarak 4 adet PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr olusturuldu. Hazirlanan
biyosensorlerin her biri i¢in -0,3 V potansiyelde 3 tekrarli kalibrasyon egrileri elde edildi
(pH 6,5 PBS). L-dopa icin en yiiksek duyarligin elde edildigi biyosensoriin

olusturulmasinda kullanilan karisimdaki AuNR derisimi optimum deger olarak belirlendi.

3.8 iyonik Sivi Miktariin Optimizasyonu

PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin olusturulmasinda kullanilan tiirlerden biri olan IL’nin
elektrot ylizeyindeki optimum derisimini bulabilmek amaciyla AuNR derisimi sabit
tutularak (7,5 pg mL™7) sirastyla %0,5, %1; %3 ve %5 IL igeren ¢ozeltiler ile 4 farkl
biyosensor hazirlandi. S6z konusu biyosensorlerin pH 6,5 PBS’de ve -0,3 V
potansiyeldeki duyarliklar1 belirlendi ve L-dopa i¢in en yiiksek duyarligin gozlendigi
biyosensoriin hazirlanmasinda kullanilan karisimda yer alan IL degeri optimum olarak

secildi.

3.9 Enzim Miktarimin Optimizasyonu

PGE/PGL/AuNR-IL yiizeyine immobilize edilen Tyr enziminin optimum miktarinin
belirlenmesi i¢in, diger bilesenler optimum diizeyde modifiye edildikten sonra soz
konusu elektrot yiizeyine sirasiyla 50 U, 100 U, 150 U, 200 U ve 250 U enzim immobilize
edilerek 5 farkli biyosensor hazirlandi. PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’ler ile elde duyarliklar
kiyaslanarak L-dopa i¢in en yliksek duyarligin elde edildigi biyosensdre immobilize

edilen enzim miktar1 optimum olarak kabul edildi.
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3.10 Optimum Calisma Kosullar

3.10.1 pH

Deney caligsmalari i¢in ortamin optimum pH degerinin belirlenmesinde 6,0—9,0 araliginda
0,5 birim farklarla 0,05 M derisimde yedi farkli PBS ¢o6zeltisi hazirlandi. -0,3 V
potansiyel uygulanan PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr ile farkli pH’larda PBS igeren ¢ozeltilere
art arda L-dopa ilaveleri yapildi ve elde edilen kalibrasyon egrilerinin duyarliklar
karsilastirildi. En yiliksek duyarligin elde edildigi tampon c¢ozelti belirlenerek tiim
deneylerde s6z konusu pH’ya ayarlanmis PBS kullanildi.

3.10.2 Calisma potansiyeli

Gelistirilen biyosensoriin amperometrik akim cevabmin potansiyel ile degisimini
incelemek i¢in biyosensore sirasiyla; -0,1; -0,2; -0,3 ve -0,4 V potansiyeller uyguland. 4
farkli potansiyelde elde edilen akim cevaplari incelenerek biyosensoriin L-dopa i¢in en

duyarl cevap verdigi potansiyel belirlendi.

3.11 Biyosensoriin Performans Faktorleri

3.11.1 Dogrusal ¢aliyma arahgi, gozlenebilme sinir1 ve alt tayin sinir1

Optimum bilesimde hazirlanan PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensorii 0,05 M pH 6,5 PBS
ve -0,3 V calisma potansiyelinde kararli hal akim1 gozleninceye kadar bekletildi ve bu
noktada elektrokimyasal hiicreye uygun L-Dopa derisimindeki ¢ozeltilerden art arda
ilaveler yapilmasi ile elde edilen akim cevaplari kaydedildi. Her bir derisimde elde edilen
akim farklar1 (akim cevabi-kararli hal akimin) s6z konusu derisime kars1 grafige gegirildi.
Elde edilen kalibrasyon egrisinin dogrusal oldugu bdlge biyosensoriin dogrusal ¢alisma

aralig olarak belirlendi.
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Gozlenebilme sinir1 (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ), L-Dopa icin belirlenen dogrusal
calisma araliginin en diisiik derisiminin tespit edilmesi ve bu derisimdeki akim cevabinin
10 kere olgiilmesi ile hesaplandi. Olgiimler sonucunda hesaplanan akim farklarinin
standart sapmasi (s) bulundu ve s degerinin 3 katinin kalibrasyon egrisinin egimine (m)
boliinmesi ile (3s/m) LOD; s degerinin 10 katinin kalibrasyon egrisinin egimine (m)

boliinmesi ile (10s/m) LOQ degerleri belirlendi.

3.11.2 Cevap siiresi

Boliim 3.4’te anlatilan sekilde hazirlanan PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriiniin cevap
stiresini belirlemek i¢in -0,3 V potansiyel ve 0,05 M pH 6,5 PBS’de kararli hal akiminin
gbzlenmesi sonrasinda hiicreye art arda L-dopa ilaveleri yapildi ve olusturulan i-¢
grafiklerinden yararlanildi. Her bir ilave sonrasinda kararli haldeki akim cevaplarinin
%095’ine ulasilmasi i¢in gerekli siire belirlendi ve biyosensoriin ortalama cevap siiresi

hesaplandi.

3.11.3 Tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriin tekrarlanabilirliginin incelenmesi amaciyla ayni
elektrot ile ardisik 3 6l¢tim yapildi. Amperometrik 6l¢iimler i¢in elektrokimyasal hiicreye
uygun derisimlerdeki standart L-Dopa ¢ozeltilerinden art arda ilaveler yapildi ve degisen
derisime kars1 elde edilen akim cevaplar1 kullanilarak kalibrasyon egrileri olusturuldu.
Kalibrasyon egrilerinin duyarliklarindan yararlanarak hesaplanan standart sapma ve
ortalama degerin kullanimiyla %BSS bulundu.

Gelistirilen biyosensoriin tekrar iiretilebilirliginin degerlendirilmesi i¢in ise 3 farkli
PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr hazirlandi ve her bir elektrot i¢cin amperometrik Olc¢timler
yapildi. Olgiimlerden elde edilen veriler ile olusturulan kalibrasyon egrilerinin

duyarliklar kullanilarak %BSS hesaplandi.

32



3.11.4 Kararhhk

PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriin iist iste yapilan dl¢timlere gosterdigi kararlilig
incelemek igin optimum calisma kosullar1 altinda ve 1,0x10° M sabit L-Dopa
derisiminde 50 ardisik 6l¢iim yapildi. Elde edilen ilk ve son akim cevaplari kiyaslanarak
50 6l¢tim sonrasinda PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin L-Dopa’ya cevabinda meydana gelen
% degisim hesaplandi.

3.11.5 Uzun donem kararhhg:

Gelistirilen biyosensor ile elde edilen akim cevaplarinin zamanla degisiminin
degerlendirilmesi i¢in optimum kosullarda hazirlanan PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin
belirli giinlerde sabit L-Dopa derisiminde (1,0x10° M) akim cevaplar1 o6lgiildii.
Biyosensoriin hazirlandigi ilk giin elde edilen akim cevabi ile Ol¢limlerin yapildig:
giinlerde elde edilen akim cevaplar1 kiyaslandi ve gegen zamana karsi akim cevabinda
meydana gelen % degisim hesaplandi. Hazirlanan biyosensor ¢aligma siiresi boyunca

buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edildi.

3.11.6 Girisimci tiirlerin etKisi

Hazirlanan biyosensoriin (Boliim 3.4) cevabi iizerine gergek numunelerde bulunmasi
muhtemel olan bazi girisimci tiirlerin (askorbik asit, {irik asit, sitrik asit, okzalik asit,
glukoz, parasetamol) etkisi incelendi. Bu amagla, optimum kosullarda kararli hal akimi
elde edilen biyosensore ilk olarak L-Dopa ¢o6zeltisi ve ardindan bahsedilen tiirlerin
3.3.11°de anlatilan sekilde hazirlanmig ¢ozeltileri sirasiyla ilave edildi. Biyosensoriin,
sabit derisimde L-Dopa (4,0x10™> M) igin gosterdigi akim cevabi ile muhtemel girisimci
tiirlerin her birinin (4,0x107° M) ¢ozelti ortamina art arda ilaveleri sonrasinda elde edilen
akim cevaplari kiyaslandi. Akim cevaplarinda meydana gelen % degisimler hesaplanarak

bozucu etki degerlendirildi.
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3.12 Gercek Numune Calismalari

3.12.1 Tablet numunesi

Gelistirilen PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin gercek numunelerde L-Dopa tayininde
kullanilabilirligini gostermek amaciyla Madopar® tablet (100 mg L-Dopa/125 mg tablet)
kullanildi. Numune ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 5 adet tablet alinarak havanda ezildi ve 1
tablete esdeger miktar tartilip ultra saf su ile muamele edilerek ultrasonik banyoda 30
dakika tutuldu. Daha sonra ¢ozelti siiziilerek tabletin igerigindeki ¢ozlinmeyen kisimlar
ayrildi ve elde edilen siiziintiiniin son hacmi 50 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan tablet
numunesinden alinan uygun bir miktar i¢indeki L-Dopa derisimi standart ekleme yontemi
ile belirlendi (N=3). Madopar® tablet i¢in beyan edilen L-Dopa degeri ve gelistirilen

biyosensor ile elde edilen degerler karsilastirilarak % geri kazanim hesaplandi.

3.12.2 insan serumu

Gelistirilen biyosensoriin gercek numunelere uygulanabilirliginin arastirilmasi igin
filtrelenmis steril insan serumu da kullanildi ve serumdan alinan uygun miktar ultra saf
su ile 100 kat seyreltilerek numune ¢6zeltisi hazirlandi. Deney sirasinda elektrotlar ile
kararli hal akimi elde edilene kadar beklendi ve daha sonra elektrokimyasal hiicreye
hazirlanan serum ¢ozeltisi ilave edilerek amperometrik cevap kaydedildi. Ardindan, hiicre
icerisine standart L-dopa ¢6zeltisinden ardisik ilaveler yapildi ve standart katma egrileri
hazirlandi. S6z konusu egrilerden elde edilen veriler kullanilarak serum numunesindeki
L-dopa derisimi hesaplandi. Serum numunelerine uygun miktarlarda standart L-dopa
ilaveleri yapilarak hazirlanan 3 farkli karisim da benzer sekilde tayin edildi (N=3) ve
karigimlarin analiz edilmesi sonucu elde edilen L-dopa derisimleri ile baglangigta serum

numunesine ilave edilen deger kiyaslanarak % geri kazanim hesaplanda.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu calismada L-dopa’nin amperometrik yontem ile tayini i¢in PGE’ nin PGL ve AuNR-
IL ile modifiye edilmesi ve modifiye yiizeye Tyr enziminin immobilize edilmesine
dayanan bir biyosensor gelistirilmesi amaclandi.  Gelistirilen  biyosensoriin
elektrokimyasal karakterizasyonu i¢in CV ve EIS yontemlerinden yararlanildi. S6z
konusu biyosensoriin yiizey morfolojisi ise SEM yontemi ile incelendi. Modifikasyonda
kullanilan tiim maddelerin elektrot ylizeyindeki miktarlar1 optimize edilerek optimum
bilesimde bir biyosensor hazirlandi. Ayrica, pH ve ¢alisma potansiyelinin biyosensor
cevabi iizerindeki etkileri incelenerek calisma kosullari da optimize edildi. Gelistirilen
biyosensoriin performans parametreleri optimum kosullarda belirlendi. Ayrica,
biyosensoriin cevabina bazi girisimci tiirlerin etkisi ve bu biyosensdriin tablet ve insan
serumu numunelerinde L-dopa tayini i¢in uygulanabilirligi de arastirildi. Elde edilen

sonugclar ve yapilan degerlendirmeler detaylari ile asagida verildi.

4.1 Modifiye Kalem Grafit Elektrodun Yiizey Bilesimi Optimizasyonu

4.1.1 Dongii sayis1 optimizasyonu

PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin olusturulmas: sirasinda ilk basamak, 6n islem uygulanmig
PGE yiizeyinin 1 mM glisin ¢dzeltisi icerisinde elektropolimerizasyon yontemi ile PGL
kaplanmasidir.  Elektropolimerizasyon basamaginda kullanilan dongii  sayisinin
optimizasyonu icin sirasiyla 5; 10; 15 ve 20 dongii ile 4 farkli modifiye elektrot hazirlandi.
Hazirlanan PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’lerin her biri i¢in -0,3 V potansiyelde kararli hal
akimi elde edildi ve ardindan ¢dzelti lizerine ardisik L-dopa ilaveleri yapilarak 1,0x107
—7,0x10”° M derisim araliginda kalibrasyon grafikleri olusturuldu (N=3). Her bir elektrot
ile elde edilen ortalama duyarlik degerlerinin polimer kaplanmas1 sirasinda kullanilan
dongii sayisina kars1 grafige gecirilmesi ile Sekil 4.1°de verilen grafik elde edildi. Elde
edilen grafik incelendiginde duyarlik degerlerinin 10 dongii ile kaplanarak hazirlanan
PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr i¢in en yiiksek oldugu ve bu noktadan sonra dongii sayisi
arttikca duyarligin azaldigi goriildii. Duyarlikta meydana gelen bu distisiin, elektrot

yizeyinde olusturulan film kalinliginin artmasiyla substratin elektrot yiizeyine
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difiizyonunun zorlagmasindan kaynaklandig diisiiniildii (Zhang vd. 2016, Li vd. 2018).
Bu nedenle duyarligin en yiiksek oldugu (138,4 pA mM™) degere karsilik gelen 10 déngii

sayis1 optimum olarak belirlendi.
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Sekil 4.1 PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriiniin L-dopa’ya duyarliginin PGL
kaplamasinda kullanilan dongii sayisi ile degisimi (0,05 M pH 6,5 PBS, -0,3
V, N=3)

4.1.2 Altin Nanog¢ubuk miktarinin optimizasyonu

PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin modifikasyonu sirasinda kullanilan AuNR’nin optimum
miktarinin belirlenmesi amaciyla Bolim 3.3.4 ve 3.3.5’te bahsedildigi gibi AuNR-IL
cozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerdeki IL miktar1 (%3) sabit tutuldu ve AuNR
derisimleri sirastyla 3; 7,5; 15 ve 30 ug mL™! olacak sekilde degistirildi. PGE/PGL’lerin
yiizeyi hazirlanan bu ¢ozeltiler ile modifiye edilerek 4 farkli PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr
olusturuldu. Her bir biyosensor ile L-dopa icin 3 tekrarli kalibrasyon egrileri cizildi ve
ilgili duyarliklar degisen AuNR derisimine kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.2). Sekil 4.2
incelendiginde biyosensdr duyarliklarinin AuNR derigimi etkisi ile arttigi, 7,5 pg mL
’den daha yiiksek derisimde ise azalmaya basladig1 goriildii. Duyarlikta gzlenen bu
diisiisiin elektrot ylizeyinde asir1 miktarda AuNR bulunmasi sonucu etkin yiizey alaninin

azalmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii (Zhang vd. 2013). Sonug olarak, en yiiksek
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duyarlik degerinin elde edildigi biyosensoriin hazirlanmasinda kullanilan 7,5 pg mL!

AuNR optimum olarak se¢ildi.
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Sekil 4.2 PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriiniin L-dopa’ya duyarliginin AuNR miktar1
ile degisimi (0,05 M pH 6,5 PBS, -0,3 V, N=3)

4.1.3 Tyonik s1vi miktarinin optimizasyonu

Biyosensoriin hazirlanmasinda kullanilacak olan en iyi IL derisimini belirlemek igin
yapilacak olan c¢alismada kullanilmak iizere, optimizasyon sonrast belirlenmis olan
AuNR derisimi (7,5 pg mL™!) sabit tutulup %IL degerleri degistirilerek bir dizi AuNR-IL
coOzeltisi hazirlandi. Bu amagla hazirlanan AuNR-IL ¢ozeltilerindeki %IL degerleri
strastyla %0,5; %1; %3 ve %5 olacak sekilde degistirildi. S6z konusu ¢ozeltiler ile
modifiye edilerek hazirlanan PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’lerin L-dopa’ya kars1 gosterdikleri
duyarliklar degisen IL yiizdesine kars1 grafige gecirilerek Sekil 4.3°te gosterilen grafik
olusturuldu. Olusturulan grafik incelendiginde en yiiksek duyarlik degerine karsilik gelen
%3 1IL derisimi optimum deger olarak belirlendi ve sonraki biyosensorlerin
hazirlanmasinda bu deger kullanildi. Bu derisimden sonra duyarlikta diisiis oldugu
gbzlendi ve bu diisiisiin yiliksek viskoziteli IL'nin elektrot ylizeyindeki miktarinin
artmasiyla elektron transfer direncinde meydana gelen artistan kaynaklandig

degerlendirildi (Silva vd. 2020, Kogoglu vd. 2024).

37



150

[ERN

N

o
T

Duyarhk, pA mM-!
(o}
o

D
o
T

w
o

0 1 2 3 4 5 6
IL derisim, %

Sekil 4.3 PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriiniin L-dopa’ya duyarliginin IL miktar1 ile
degisimi (0,05 M pH 6,5 PBS, -0,3 V, N=3)

4.1.4 Enzim miktari optimizasyonu

Optimum miktarlar kullanilarak hazirlanan PGE/PGL/AuNR-IL vyiizeyine ¢esitli
tinitelerde Tyr enzimi immobilize edilerek en yiiksek L-dopa duyarligi gosteren
biyosensor belirlendi. Bu amagla 50 U, 100 U, 150 U, 200 U ve 250 U Tyr enziminin
PGE/PGL/AuNR-IL yiizeyine immobilize edilmesiyle 5 farkli biyosensor hazirlandi.
Optimum c¢alisma kosullarinda biyosensdrlerin  kararli akimlarinin  gdzlenmesinin
ardindan elektrokimyasal hiicreye ardisik L-dopa ilaveleri yapildi ve degisen Tyr
miktarina karsi elde edilen duyarliklarin grafige gecirilmesiyle Sekil 4.4 olusturuldu.
Grafik incelendiginde elektrot ylizeyine immobilize edilen Tyr miktarinin artmasiyla
gozlenen duyarhigin da arttigi, 200 U’den sonra ise duyarlikta diisiis oldugu gozlendi.
Yiiksek miktarda enzim immobilizasyonu yapildiginda duyarlifin azalmasi, artan film
kalinlig1 ile substrat molekiiliiniin yiizeye diflizyonunun giiclesmesine baglanabilir
(Kagar ve Erden 2020). Buna dayanarak, biyosensor performansinin en yiiksek oldugu
duyarlik degerine karsilik gelen enzim miktarinin 200 U oldugu goriildii ve optimum

miktar olarak belirlendi.
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Sekil 4.4 PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriiniin L-dopa’ya duyarliginin enzim miktari
ile degisimi (0,05 M pH 6,5 PBS, -0,3 V, N=3)

4.2 Modifiye Kalem Grafit Elektrotlarin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Bu tez calismasinda gelistirilen PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr nin hazirlanmas1 i¢in kullanilan
her bir modifikasyon basamaginin elektrokimyasal davranis tizerindeki etkisi CV ve EIS
caligmalar1 ile incelendi. Bolim 3.4’te anlatildigi gibi hazirlanan PGE, PGE/PGL,
PGE/PGL/AuNR, PGE/PGL/AuNR-IL ve PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin 0,1 M KCl ihtiva
eden 5,0 mM Fe(CN)s>"# ¢ozeltisi icinde (-0,40) — (+0,80) V potansiyel araliginda ve 50
mV s! tarama hizinda déniisiimlii voltammogramlar1 kaydedildi (Sekil 4.5).
Voltammogramlarda goriilen ve her bir elektrot i¢in farkli olan yiikseltgenme ve
indirgenme pikleri, ferrisiyaniir-ferrosiyaniir ¢iftinin redoks davranisina karsilik
gelmektedir. PGE’nin modifikasyonu ile olusturulan (b) PGE/PGL, (¢) PGE/PGL/AuNR
ve (d) PGE/PGL/AuNR-IL’ya ait voltammogramlar incelendiginde anodik ve katodik
redoks pik akimlarmin (a) PGE’ye kiyasla arttigi ve en yiiksek pik akimin
modifikasyonda kullanilan PGL, AuNR ve IL’nin bir arada oldugu PGE/PGL/AuNR-IL
ile elde edildigi gozlendi. Bunun, PGE yiizeyinin PGL, AuNR ve IL ile modifiye
edilmesinin elektrodun iletkenligi ve ylizey alanmi arttirmasindan kaynaklandigi
diisiiniildii. En yiiksek pik akiminin elde edildigi PGE/PGL/AuNR-IL yiizeyine Tyr
enziminin immobilize edilmesiyle olusturulan PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’ye ait

voltammogram (e) incelendiginde ise anodik ve katodik pik akimlarinda ciddi bir diisiis
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oldugu ve bu diislisiin enzim tabakasmin ylizeyin iletkenligini diigsiirmesinden

kaynaklandig1 diistiniildii (Xiao vd. 2022).
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Sekil 4.5 (a) PGE, (b) PGE/PGL, (¢) PGE/PGL/AuNR, (d) PGE/PGL/AuNR-IL ve (e)
PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’lerin déniisiimlii voltammogramlar1 (50 mV s, 0,1
M KCl ihtiva eden 5,0 mM Fe(CN)¢*"* ¢ozeltisi)

Dontistimlii voltammogrami alinan her bir elektrodun elektroaktif ylizey alani ise

Randles-Sevcik esitligi yardimiyla hesaplandi (Batchelor-McAuley ve Compton 2012):

i, = (2,69x10°)n®2ACD/ /2

Esitlikte yer alan; n aktarilan elektron sayisini, 4 elektrodun yiizey alanini, C derisimi, D
difiizyon katsayisim1 ve v tarama hizimi temsil etmektedir. Bu esitlige gore yapilan
hesaplamalardan PGE, PGE/PGL, PGE/PGL/AuNR, PGE/PGL/AuNR-IL ve
PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’lerin ylizey alanlar1 sirasiyla 0,023; 0,071; 0,107, 0,353 ve
0,041 cm? olarak bulundu.

EIS, ylizeyi modifiye edilmis elektrotlarin elektrokimyasal 6zelliklerini arastirmak icin
kullanilan yontemlerden biridir. Deneysel calismalardan elde edilen empedans verileri
Nyquist grafigi olarak gosterilebilir. Bu grafik, yiiksek frekanslarda elektron aktarim

direncine karsilik gelen bir yarim daire ve daha diisiik frekanslarda difiizyon siirecine
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atfedilen dogrusal bir kisim igerir (Erden vd. 2021). Gelistirilen PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr
biyosensoriiniin modifikasyon siirecinde elektrot yiizeyinde meydana gelen degisimleri
incelemek igin 0,1 M KCl igeren 5,0 mM Fe(CN)e*"* ¢ozeltisi icinde 0,18 V potansiyel
ve 100000 Hz — 0,01 Hz frekans araliginda EIS o6l¢iimleri yapilarak gercek empedans (Z')
ve sanal empedans (Z'") degerleri ile Nyquist egrileri olusturuldu (Sekil 4.6). Sekil 4.6’da
verilen egriler incelendiginde ve yiik transfer direnci (R) olarak bilinen yarim dairelerin
caplan1 karsilagtirildiginda, en yliksek elektron aktarim direncini PGE’nin gosterdigi
gorildii. PGE yiizeyinin PGL, AuNR ve IL ile modifiye edilmesiyle R¢’nin azaldigi, en
az elektron aktarim direnci gosteren elektrodun ise modifikasyon i¢in kullanilan tiim
tirlerin bir arada bulundugu PGE/PGL/AuNR-IL oldugu goézlendi. Bu davranisin
sebebinin PGL, AuNR ve IL’nin birlikte kullanilmas: ile yapilan yiizey modifikasyonun
cozelti elektrot arayiizeyindeki direnci diisiirerek elektron aktarimini arttirmasi oldugu
diistintildii (Batchelor-McAuley ve Compton 2012). PGE/PGL/AuNR-IL yiizeyine
iletken ozellik gostermeyen enzim molekiillerinin immobilize edilmesiyle Re¢’'nin arttigi
gbzlendi. Bu artisin sebebinin yiizeydeki Tyr enziminin elektrot-¢6zelti arayilizeyindeki
direnci arttirmasi oldugu degerlendirildi (Yin vd. 2010). Modifiye elektotlara ait R
degerlerindeki degisim sirasiyla PGE > PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr > PGE/PGL >
PGE/PGL/AuNR > PGE/PGL/AuNR-IL olarak bulundu.
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Sekil 4.6 (a) PGE, (b) PGE/PGL, (c) PGE/PGL/AuNR, (d) PGE/PGL/AuNR-IL ve (e)
PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’lerin Nyquist egrileri (0,18 V, 100000 Hz — 0,01 Hz,
0,1 M KCl igeren 5,0 mM Fe(CN)s>* ¢ozeltisi)

41



4.3 Modifiye Kalem Grafit Elektrodun Yiizey Karakterizasyonu

PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr olusturmak icin yapilan modifikasyonun farkli agamalarinda
elektrot ylizeylerinin morfolojisini karakterize etmek igin SEM goriimtiiler alindi.
Elektrotlarin yiizey goriintiileri taramali elektron mikroskobu ile incelenmis olup Sekil
4.7°de gorilmektedir. Modifiye edilmemis PGE yiizeyine ait goriintii (Sekil 4.7A)
incelendiginde ylizeyin piiriizlii ve katmanli yapisi net bir sekilde goriildii (Isin vd. 2022).
PGE yiizeyine PGL kaplanmasiyla olusturulan PGE/PGL’ye ait goriintiiye (Sekil 4.7B)
bakildiginda, ylizeye polimerin kaplanmasi ile PGE’nin piiriizlii yapisinin azaldigi
gozlendi. PGE/PGL yiizeyine AuNR-IL kaplanmasiyla elde edilen yiizeyde ise morfolojik
yapinin oldukca degistigi ve bu degisimin IL varligindan kaynaklanabilecegi diistiniildii
(Sekil 4.7C). Sekil 4.7D’de ise PGE/PGL/AuNR-IL’ye Tyr enzimi immobilize

edilmesiyle elde edilen biyosensdriin yiizeyine ait goriintli yer almakta olup, Sekil 4.7C

ile kiyaslandiginda bu yiizeyde enzim immobilizasyonundan kaynaklandig: diistiniilen

farkli yapida tiirlerin varlig farkedildi.

Sekil 4.7 (A) PGE, (B) PGE/PGL, (C) PGE/PGL/AuNR-IL ve (D) PGE/PGL/AuNR-
IL/Tyr i¢in SEM goriintiileri (10.00 KX biiyiitme)
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4.4 Optimum Calisma Kosullar

4.4.1 pH optimizasyonu

Enzim elektrotlarin performansini etkileyen parametrelerden biri olan ¢alisma ortami
pH’sinin optimizasyonu i¢in optimum kosullarda hazirlanan PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr
kullanilarak farkli pH degerindeki tampon ¢ozeltilerde L-dopa cevabi 6lgiildii. 0,05 M
fosfat tamponu ¢ozeltilerinin pH’lar1 6,0 — 9,0 araliginda 0,5 birim farklandirilarak 7 ayri
PBS hazirlandi. PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin her bir tampon ¢6zeltide kararli hal akimina
ulagsmast beklendi ve ardindan elektrokimyasal hiicreye ardisik L-dopa ilavelerinin
yapilmastyla 1,0x107° —7,0x10™ M derisim aralifinda kalibrasyon grafikleri olusturuldu.
S6z konusu egrilerin duyarliklar1 degisen pH’a kars1 grafige gecirildi (Sekil 4.8). Grafik
incelendiginde en yiiksek duyarligin pH 6,5 PBS’de elde edildigi ve bu noktadan sonra
pH’nin artmasiyla duyarliklarin diistiigli gozlendiginden optimum olarak bu deger kabul
edildi. Kabul edilen bu pH degerinin literatiirde L-dopa tayini i¢in Tyr enzimi kullanilarak
gelistirilen diger baz1 biyosensorler ile bulunan; GCE/GO/Tyr i¢in pH 6,8 (Cembalo vd.
2023), ZIF-8/GO/Au/Tyr i¢in 7,0 (Xiao vd. 2022), FDMA/AuND/PU/Tyr i¢in 7,2 (Fang
vd. 2022), SPCE/CNTs/Politiyonin/Tyr i¢in 7,2 (Brunetti vd. 2014) ve serbest Tyr i¢in
bulunan pH 6,8 (Espin vd. 2000) degerleri ile uyumlu oldugu goriildii.
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Sekil 4.8 PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriiniin L-dopa’ya duyarliginin tampon pH’s1
ile degisimi (-0,3 V; 0,05 M PBS; N=3)
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4.4.2 Calisma potansiyeli optimizasyonu

Bu tez caligmasinda hazirlanan amperometrik biyosensoriin ¢alisma prensibi, asagida
gosterildigi gibi L-dopa'nin elektrot ylizeyine immobilize edilmis Tyr tarafindan L-
dopakinon’a katalitik ylikseltgenmesine dayanmaktadir (Sekil 4.9):

(6] _

HO tirozinaz OD/Y coo
OH ————C% 5 .
NH, o NHs

HO
Sekil 4.9 L-dopa’nin tirozinaz enzimi ile L-Dopakinon’a yiikseltgenmesi

Calisma  elektroduna katodik bir potansiyel uygulanmasiyla, L-dopakinon
elektrokimyasal olarak tekrar L-dopa'ya indirgenir ve enzimatik olarak yiikseltgenen L-
dopa miktariyla orantili bir akim sinyali iiretir (Cembalo vd. 2023). Olusan L-
dopakinonun PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr yilizeyinde indirgenmesi i¢in uygun potansiyelin
belirlenmesi amaciyla oncelikle CV yontemi kullanildi. Bu amagla biyosensoriin L-dopa
icermeyen ve 1,0x10° M L-dopa iceren pH 6,5 PBS’de voltammogramlari alind1 (Sekil
4.10). L-dopakinon'un indirgenmesini degerlendirmek amaciyla katodik yodndeki
taramalar incelendi ve L-dopa varliginda bu bolgede gozlenen belirgin pikin L-

dopakinonun indirgenmesi sonucu ortaya ¢iktig1 diisiiniildii.

60

30 r

Akim, pA
o

_60 1 1 1
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Potansiyel, V

Sekil 4.10 PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriiniin (a) L-dopa i¢ermeyen ve (b) 1,0x10"
3 M L-dopa igeren fosfat tampon ¢dzeltisinde (0,05 M pH 6,5) elde edilen
voltammogramlari (Tarama hizi: 50 mV s™)
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Sekil 4.10°dan elde edilen bilgiler 15181nda, katodik pikin yer aldig1 bdlgede -0,1 ile -0,4
V potansiyel araliginda biyosensoriin L-dopa duyarligi incelendi ve optimum ¢aligma
potansiyeli belirlendi. Bu amagla, optimum bilesimde hazirlanan PGE/PGL/AuNR-
IL/Tyr’nin 1,0~7,0x10"> M derisim araliginda L-dopa duyarlig1 sirastyla -0,1 V; -0,2 V; -
0,3 V ve -0,4 V potansiyellerde 06l¢iildii. Elde edilen duyarliklarin degisen potansiyele
kars1 grafige gecirilmesiyle Sekil 4.11°de goriilen grafik olusturuldu. L-dopa duyarliginin

en yiiksek oldugu potansiyel degeri olan -0,3 V degeri optimum calisma potansiyeli

olarak belirlendi.
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Sekil 4.11 PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriiniin L-dopa’ya duyarligimin calisma
potansiyeli ile degisimi (0,05 M pH 6,5 PBS, N=3)

Bu calismalar sonucunda; PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr icin belirlenen optimum yiizey

bilesimi degerleri ve ¢calisma kosullar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Modifiye elektrodlarin optimum yiizey bilesimi ve ¢alisma kosullar

Optimizasyon Parametresi Bulgular
Dongii Sayisi 10
AUNR Miktar 7,5 pgmL?
IL Miktari % 3
Try Enzimi Miktari 200U
pH 6,5
Calisma Potansiyeli -0,3V

45



4.5 Modifiye Kalem Grafit Elektrodun Performans Faktorleri

4.5.1 Dogrusal ¢calisma Aralhig ve gozlenebilme sinir1

Boliim 3.4’te anlatilan sekilde hazirlanan PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriiniin L-
dopa’ya dogrusal cevap verdigi araligin, duyarhiginin ve gozlenebilme simirinin
belirlenmesi i¢in s6z konusu biyosensoriin optimum ¢alisma kosullar1 altinda
amperometrik cevabi incelendi. Bu amagla, optimum calisma kosullarinda kararli hal
akimi elde edilen PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin icerisinde bulundugu elektrokimyasal
hiicreye farkli derisimlerde L-dopa standartlarindan art arda ilaveler yapilarak akim-
zaman egrileri olusturuldu (Sekil 4.12A). Elde edilen akim-zaman egrilerinden
yararlanilarak degisen derisime karsi hesaplanan akim farki degerleri grafige gecirildi ve
kalibrasyon egrileri ¢izildi (Sekil 4.12B). Gelistirilen biyosensoriin L-dopa’ya 136,6 pA
mM! duyarlik ile 1,0x107 — 9,4x10° M araliginda dogrusal olarak cevap verdigi

belirlendi.

0 15
y =136,6x + 0,286
5 R2=0,9965 ‘%
i - 10
o o
E 10 ¢ =
< 5 |
-15 @
o
20 0 & '
0 500 1000 1500 0,00 0,05 0,10
Zaman, s Derisim, mM

Sekil 4.12 PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriiniin (A) L-dopa’nin ardisik ilavelerine
kars1 zaman ile degisen akim cevaplari, (B) Kalibrasyon grafigi (N=3) (0,05 M pH
6,5 PBS, -0,3 V)

Tez galismasinda gelistirilen PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriiniin 1,0x107 —9,4x10°
> M olan dogrusal calisma arahiginin, literatiirde L-dopa tayini icin gelistirilmis

Ag/PVA/Au/PPO ile elde edilen 5,0x107 — 2,0x10° M (Narang vd. 2013);
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SPCE/CNTs/Politiyonin/Try biyosensorii ile gézlenen 8,0x107 — 2,2x10” (Brunetti vd.
2014), GCE/Ppy/AuNP ile bulunan 1,0x107 — 6,010 (Kannan vd. 2020), SPCE/Try
biyosensérii ile belirlenen 5,0x10° — 3,0x10”° (Moon vd. 2021), ZIF-8/GO/Aw/Try ile
elde edilen 1,0x10% — 9,5x107° (Xiao vd. 2022) ve Eu203@Cr203/CPE ile hesaplanan
1,0x10%—1,0x10* (Mijajlovic vd. 2023) dogrusal ¢alisma araliklarina kiyasla daha genis
oldugu gozlendi.

LOD ve LOQ degerlerinin i¢in Boliim 3.11.1°de anlatilan sekilde kalibrasyon egrisinin
en diisiik derisimde 10 ardisik Slglim yapildi ve hesaplanan akim farki degerlerinin
standart sapmasi (s) ile ilgili egrinin egimi (m) kullanilarak LOD degeri 2,4x10% M
(3s/m), LOQ degeri ise 7,9x10® M (10s/m) olarak bulundu.

Gozlenebilme st 2,4x10®° M degeri yine literatiirdeki diger ¢aligmalar ile
kiyaslandiginda;  Ag/PVA/Auw/PPO  igin  5,0x107  (Narang vd. 2013),
SPCE/CNTs/Politiyonin/Tyr i¢in 2,5x107 (Brunetti vd. 2014), Gr/RGO-AgNPs/PPO i¢in
1,8x10° (Sandeep vd. 2018), SPCE/Tyr i¢in 1,0x10° (Moon vd. 2021),
FDMA/AuND/PU/Tyr igin 1,8x107 (Fang vd. 2022), ZIF-8/GO/Au/Tyr igin 4,5x107
(Xiao vd. 2022), GCE/GO/Tyr igin 1,8x1077 (Cembalo vd. 2023) ve Eu,03@Cr,03/CPE
i¢in 7,2x1077 (Mijajlovic vd. 2023) degerlerinden daha diisiik bulundu.

4.5.2 Cevap siiresi

Gelistirilen PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriiniin cevap sliresinin belirlenmesi
Boliim 3.11.2°de anlatildigr sekilde yapildi. Optimum ¢alisma kosullarinda L-dopa’nin
elektrokimyasal hiicreye ardigik ilavelerinden sonra kararli hal akimi elde edilene kadar
beklendi ve akim cevaplar1 kaydedildi. Her bir ilave sonrasinda elde edilen kararli akim
cevaplarinin %95’ ine ulagsmasi i¢in gerekli siireler hesaplandi ve ortalama cevap siiresinin
<10 s oldugu bulundu. Elde edilen cevap siiresinin, literatiirde L-dopa tayini i¢in
hesaplanan 15 s (Fang vd. 2022) ve <30 s (Narang vd. 2013) degerlerine gore diisiik, 5 s
(Kannan vd. 2020, Shoja vd. 2016) ile kiyaslanabilir oldugu belirlendi.
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4.5.3 Tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik

PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirligini belirlemek igin
Boliim 3.11.3°te anlatilan ¢alismalar yapildi. Tekrarlanabilirlik calismasinda, optimum
calisma kosullarinda ayni1 elektrot kullanilarak art arda 3 kalibrasyon egrisi elde edildi ve

egrilerin duyarliklarindan yararlanilarak %BSS degeri 2,3 olarak hesaplandi.

Gelistirilen biyosensoriin tekrar iretilebilirligi ile ilgili bilgi sahibi olmak i¢in ise ayni
kosullarda 3 farkli modifiye biyosensor hazirlandi ve her biri ile elde edilen kalibrasyon
egrilerinin duyarliklar1 kullanilarak %BSS degeri %3,2 olarak bulundu. Her iki ¢alismada
da hesaplanan %BSS degerlerinin diisiik olmasi ticari olarak satin alinan kalem ucu
kullanilarak hazirlanan bu modifiye elektrodun oldukca iyi tekrarlanabilirlik ve tekrar

tiretilebilirlige sahip oldugunu gosterdi.

4.5.4 Kararhhk

PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr modifiye biyosensor Boliim 3.4’te anlatildig1 gibi hazirlanarak
optimum ¢alisma kosullarinda elektrodun kararliligs incelendi. Bunun igin 1,0x10° M L-
dopa iceren ¢ozeltide art arda 50 6l¢iim yapilarak her bir dlglim i¢in akim farklari
hesaplandi. 50 Ol¢im sonrasinda elektrodun L-dopa’ya gosterdigi akim cevabinin

baslangica gore %14,9 azaldig1 bulundu.

4.5.5 Uzun donem kararhhgi

Hazirlanan biyosensoriin L-dopa’ya verdigi cevabin zaman i¢inde nasil degistigi Boliim
3.11.5’te bahsedilen sekilde yapildi. PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin 1,0x10> M L-dopa’ya
kars1 verdigi akim cevaplari 1,4, 8, 12, 16, 20 ve 28. giinlerde kaydedildi ve ge¢en zamana
kars1 akim farklarinda meydana gelen degisiklik incelendi. 1 ay sonunda elde edilen
sonuglar incelendiginde biyosensoriin baglangi¢ cevabinin %25,4’{inii kaybettigi goriildii.
Akim cevabindaki bu diisiislin yiizeye immobilize edilen enzimin zamanla denatiire

olmasindan kaynaklandig diisiiniildii (Giménez-Gémez vd. 2016).
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4.5.6 Girisimci tiirlerin etkisi

Tez calismasinda kullanilan PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriiniin cevabi {izerine
ger¢ek numunelerde bulunmasi muhtemel olan bazi girisimci tiirlerin etkisi incelendi.
Yapilan bu calismada askorbik asit, tirik asit, sitrik asit, okzalik asit, glukoz ve
parasetamoliin amperometrik cevap iizerindeki etkisini incelemek igin 4,010 M L-
dopa iceren tampon ¢dzelti ortamina her bir tiiriin derisimi 4,0x107° M olacak sekilde art
arda ilaveler yapildi ve akim cevabindaki degisim kaydedildi. Biyosensoriin her bir tiir
ve L-dopa i¢in verdigi akim cevaplarindan yararlanilarak %girisim degerleri hesaplandi
(Sekil 4.13). Buna gore gelistirilen biyosensoriin L-dopa cevabina askorbik asidin %4,8;
trik asidin  %6,9; sitrik asidin  %7,5; okzalik asidin %4,2; glukozun %5,4 ve
parasetamoliin %22,3 bozucu etki yaptig1 bulundu. Sonuglar incelendiginde, girisimci
tirlerin ¢ogunun PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin akim cevabina etkisinin <%10 oldugu,
parasetamoliin ise akim cevabina bir miktar bozucu etkisi oldugu goriildii. Sonug olarak,
PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin s6z konusu bozucu tiirler varliginda gercek numunelerde L
dopa tayininde kullanilabilecegi; ancak, parasetamol varliginda ise standart katma

yontemi kullanilarak girisim etkisinin giderilebilecegi diisiiniildii.
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Sekil 4.13 PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriiniin amperometrik cevabma bazi
girisimcti tiirlerin etkisi (0,05 M pH 6,5 PBS, -0,3 V, N=3)
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4.5.7 Ger¢cek numune ¢calismalari

Boliim 2.3.7°de bahsedildigi lizere bir sensdr sisteminin dogrulugu dl¢tilen degerin gergek
veya gercek kabul edilen degere yakinligi olarak tanimlanir ve cevabinin dogrulugu,
standart bir Ol¢lim maddesiyle kiyaslanmasiyla Dbelirlenebilir.  Gelistirilen
PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensoriiniin gercek numunelerde L-dopa o6l¢iimiiniin
uygulanabilirligini test etmek amaciyla Cizelge 3.1°de verilen Sigma markali filtrelenmis
steril insan serumu ve Deva ila¢ markali Madopar® 125 mg tablet (100 mg L-dopa)
kullanilmasiyla asagidaki ¢aligmalar yapildi.

4.5.7.1 Tablet numunesi

PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr biyosensorii ile optimum c¢alisma kosullari altinda L-dopa
derisimi bilinen tablet numunesinde standart katma yontemi kullanilarak geri kazanim
calismasi yapildi. Bu amagcla, kararli hal akimi elde edilen biyosensoriin bulundugu
elektrokimyasal hiicreye dnce belirli miktarda tablet ¢ozeltisi, sonrasinda ise art arda L-
dopa standard1 ilave edildi. Elde edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak tablet ¢ozeltisinde
bulunan L-dopa miktar1 hesaplandi ve tablet icerisinde bulundugu beyan edilen miktar ile
karsilagtirilarak  yiizde geri kazanmimlar hesaplandi (Cizelge 4.2). Sonuglar
degerlendirildiginde gelistirilen biyosensoriin tablet numunelerindeki L-dopa tayini i¢in

basarili bir sekilde kullanilabilecegi diisiintildii.

Cizelge 4.2 PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr ile tablet numunesinde standart ekleme yontemi ile
elde edilen %geri kazanim sonuglari

Bilinen L-dopa, Bulunan L-dopa, Geri Kazanim, Ortalama +
mg L1 mg L! % %BSS
1 0,197 0,199 101,2
2 0,197 0,203 103,1 102,3+0,9
3 0,197 0,202 102,5
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4.5.7.2 insan serumu

Bolim 3.4’te anlatildign gibi gelistirilen PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin dogruluk
calismalarinda tablet numunesine ek olarak insan serumu numunesi de kullanildi. Steril
filtrelenmis insan serumu numunesi Bolim 3.12.2°de anlatildigi gibi seyreltilerek
hazirlandi. Sertifikali serum numunesine bilinen miktarlarda L-dopa ilaveleri yapilarak
standart katma yontemi ile geri kazanim ¢alismalar1 yapildi. Bu amagcla incelenen 3 farkli
derisimde elde edilen L-dopa miktarlar1 ve hesaplanan %geri kazanim degerleri Cizelge
4.3°de verildi. Cizelge 4.3 incelendiginde elde edilen %100’e yakin ortalama geri
kazanim degerleri goz Onlinde bulundurularak, gelistirilen biyosensor ile serum

numunesinde L-dopa tayininin basariyla uygulanabildigi degerlendirildi.

Cizelge 4.3 PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr ile insan serumu numunesinde standart ekleme
yontemi ile elde edilen %geri kazanim sonuglari

Eklenen L-dopa, Bulunan L-dopa, Geri Kazanim, Ortalama +

mg L! mg L! % %BSS
0,158 0,150 95,1

1 0,158 0,155 98,3 98,1 +29
0,158 0,159 100,8
0,315 0,324 102,8

2 0,315 0,315 100,1 101, 3+ 14
0,315 0,318 101,0
0,393 0,384 97,5

3 0,393 0,391 99,5 98,5+ 1,0
0,393 0,387 98,5
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5. SONUC

Bu tez ¢alismasi kapsaminda Parkinson hastaliginin tedavisinde 6nemli bir bilesen olan
L-dopa’nin tayini i¢in literatiirde ilk kez PGL, AuNR ve IL ile modifiye edilerek ylizeyine
Tyr enzimi immobilize edilmis PGE ile amperometrik bir biyosensor gelistirildi.
Gelistirilen biyosensoriin yiizey modifikasyonunda kullanilan tiim malzemelerin
miktarlar1 ve ¢aligmalarin yapildig1 ortam kosullar1 optimize edilerek L-dopa tayini igin
analitik performans faktorleri bulundu. PGE/PGL/AuNR-IL/Tyr’nin;

o yiksek duyarlik (136,6 pA uM™)

o genis bir dogrusal ¢alisma aralig1 (1x107 — 9,4x10 M)

o diisiik gbzlenebilme smur1 (2,4x107 M)

o kisa cevap siiresi (<10 s),

o oldukea iyi tekrarlanabilirlik degeri (%2,3 BSS)

o uygun tekrar tiretilebilirlik degeri (%3,2 BSS)

o iyi kararlilik (50 6l¢iim sonunda cevapta %14,9 azalma),

o ortalama bir raf 6mrii (1 ay sonunda cevapta %25,4 azalma),

o yiksek se¢icilik,

o gercek numunelerde basariyla uygulanabilme,

o disiik maliyet ile pratik sekilde hazirlanabilme,

ozelliklerine sahip oldugu belirlendi.

Tez siireci boyunca yapilan tiim analizlerin sonuglar incelendiginde, PGE ylizeyine PGL,
AuNR ve IL ile yapilan modifikasyonunun biyosensoriin iletkenligini arttirarak L-
dopa’nin akim cevabini yiikselttigi ve literatiirdeki diger amperometrik ¢alismalar ile
kiyaslandiginda gelistirilen biyosensoriin oldukca iyi bir performans sergiledigi goézlendi
(Cizelge 5.1). Biyosensor ile tablet ve serum numunelerinde %100°e yakin geri

kazanimlar elde edilerek gercek numune uygulamalarinda kullanilabilirlik gosterildi.

52



€S

Cizelge 5.1 Elektrokimyasal L-dopa tayini i¢in gelistirilen bazi (biyo)sensorlerin performans faktorlerinin karsilastiriimasi
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Cizelge 5.1 Amperometrik L-dopa tayini i¢in gelistirilen bazi biyosensorlerin performans faktorlerinin kargilagtirilmasi (devam)
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Cizelge 5.1 Amperometrik L-dopa tayini i¢in gelistirilen bazi biyosensorlerin performans faktorlerinin karsilagtirilmasi(devam)
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