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OZET

Sarkozin; serin, kreatin, purin veya glutatyon kaynagi olarak yasayan hiicrelerin
metabolik siireglerinde, kaslarda ve diger viicut dokularinda bulunan dogal bir amino
asittir. N-metilglisin olarak da bilinen sarkozin, glisin sentezi ve bozunmasinda ara iiriin ve

yan trlindiir.

Prostat kanseri, kansere bagli Oliimler arasinda ilk siralarda yer almaktadir.
Sarkozin konsantrasyonunun kan serumu ve idrarda artig gostermesi, prostat kanserinin
yayilmasi sirasinda biiyiik oranda artmakta ve idrarda tespit edilebilen farkli bir metabolit
olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle, prostat kanseri erken donemde tespiti i¢in biyolojik

orneklerde sarkozinin belirlenmesi biiyiik Gnem tagimaktadir.

Bu amagla, sarkozin tayin edilebilmesi i¢in yiiksek hassasiyeti olan, hazirlanmasi
ve prosediirii basit, az maliyeti olan, diisiik derisimlere inebilen bir yontemin gelistirilmesi
hedeflenmistir. Sarkozin molekiilii i¢in yiiksek hassasiyete sahip nano-anti-C reaktif
protein antibadi (CRP) ve anti-CRP antibadi konjuge grafen oksit (GFOX) polimerleri
hazirlanarak, bu polimerlerin potansiyometrik sensor olarak kullanilabilirligi arastirilmistir.
[lk olarak; ANADOLUCA yéntemine dayanan bis(2-2-bipiridil)-bis(metakriolil
tirosin)rutenyum (1) sentezlenmistir. Ikinci asamada; nano-anti-CRP antibadi icin, bis(2-2-
bipiridil)-bis(metakriolil tirosin)rutenyum (1) ile anti-CRP antibadi varliginda capraz
baglanip; nano-anti-CRP antibadi hazirlanmistir. Ugiincii asamada; NHS/EDC c¢apraz
baglama yaklasgimina goére grafen oksit hazirlanmistir. Reaksiyon ortamina bis(2-2-
bipiridil)-bis(metakriolil tirosin)rutenyum (I1) eklenip; reaksiyondan sonra, ortama anti-
CRP antibadi ilave edilmistir ve anti-CRP-antibadi-GFOX hazirlanmistir. Son asamada ise;
hazirlanan nano-anti-CRP antibadi katkili ve anti-CRP-antibadi-GFOX katkili iki farkli
potansiyometrik sensor elde edilmistir. Hazirlanmis olan potansiyometrik sensorlerin
potansiyel yaniti, pH etkisi, cevap =zamani, segicilik ve tekrar kullanilabilirlik

performanslar1 incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sarkozin, potansiyometrik sensor, grafen oksit
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SUMMARY

Sarcosine; is a natural amino acid found as a source of serine, creatine, purine or
glutathione metabolic processes of living cells in muscle and other body tissues. Sarcosine,
also known as N-methyl glycine, intermediate and side product in the synthesis and

degradation of glycine.

Prostate cancer ranks first among cancer-related deaths. The increased
concentration of sarcosine in blood serum and urine is greatly increased during the spread
of prostate cancer and is defined as a different metabolite that can be detected in urine.
Therefore, the determination of sarcosine in biological samples to detect prostate cancer

early is very important.

For this purpose, it is aimed to develop a method which has high sensitivity for the
determination of sarcosine, easy to prepare and procedure, low cost and very low
concentrations. High sensitivity nano-anti-C reactive protein antibody (CRP) and anti-CRP
antibody conjugated graphene oxide (GFOX) polymers were prepared for the sarcosine
molecule and the usability of these polymers as potentiometric sensors was investigated.
Firstly; bis(2-2-bipiridil)-bis(metakriolil tirosin)rutenyum (I1) based on the ANADOLUCA
method was synthesized. In the second stage; for the nano-anti-CRP antibody, cross-
linking in the presence of anti-CRP antibody with bis(2-2-bipiridil)-bis(metakriolil
tirosin)rutenyum (I1) ; nano-anti-CRP antibody was prepared. In the third stage; graphene
oxide was prepared according to the NHS / EDC cross-linking approach. bis(2-2-bipiridil)-
bis(metakriolil tirosin)rutenyum (1) was added to the reaction medium; after the reaction,
anti-CRP antibody was added to the medium and anti-CRP- antibody-GFOX was prepared.
Finally; two different potentiometric sensors were obtained with prepared nano-anti-CRP
antibody and anti-CRP- antibody-GFOX. Potential response of potentiometric sensors, pH

effect, response time, selectivity and re-usability performances were observed.

Keywords: Sarcosine, potentiometric sensor, graphene oxide
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1. GIRIS VE AMAC

Giliniimlizde prostat kanseri, kansere bagli Oliimler arasinda ilk siralarda yer
almaktadir. Genellikle, uzun bir siire belirti vermeden ilerlemesinden dolay1 prostat
kanserinin erken donemde tespiti dnemlidir. Giiniimiizde prostat kanserini erken donemde
teshis edebilmek icin dijital rektal muayene (DRM), serum prostat spesifik antijen (PSA)
diizeyi ve transrektal ultrasonografi (TRUS) ve prostat biyopsisi kullanilan temel
araglardir. Ancak 6zgiilliikkleri diisiik oldugu icin prostat kanseri teshisinde 6zgiilliigii daha
yiikksek belirte¢ arayislari devam etmektedir. Son zamanlarda dogal, ¢ok bulunan amino
asit sarkozin, yeni kabul edilen prostat kanseri markir1 olarak kaydedilmistir. (Cernei vd.,
2012).

Sarkozin, kaslarda ve diger viicut dokularinda dogal olarak bulunan bir amino asit
tirevidir. Biyolojik orneklerde (idrar ve kan plazmasi) sarkozin konsantrasyonu 1 ila 20
uM arasinda degisebilmektedir. Sarkozin konsantrasyonunun kan serumu ve idrarda artis
gostermesi sarkozinin prostat kanseri hiicrelerini aktive ettigi ve idrarla olgiilen prostat
kanseri hiicrelerinin malignitesini gosterdigi bildirilmektedir. Sarkozin, prostat kanserinin
yayilmasi sirasinda biiyiik oranda artmakta ve idrarda tespit edilebilen farkli bir metabolit
olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle, prostat kanseri erken donemde tespiti i¢in biyolojik
orneklerde sarkozinin belirlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Sarkozinin tayini igin ¢esitli

yontemler kullanilmistir.

Idrarda sarkozini tayin edebilemek igin analitik ydntemler;

o Iyon degisim s1v1 kromatografisi yontemi ( Cernei vd. 2012)
o Supramolekiiler yaklagim yontemi ( Biavardi vd., 2012)

o Florometrik yontem ( Burton vd., 2012)

o Elektrokimyasal enzimatik biyosensor ( Rebelo vd., 2014)

o LC / GC-MS kullanarak bir metabolik prospektif yontem
o Reflaktometrik girisim spektroskopisi(RIfS) nanosensor ( Diltemiz ve Uslu, 2015)
o Biyomimetik sensér ( Nguy vd., 2017)

o Molekiiler baskili polimere dayanan potansiyometrik sensér ( Ozkiitiik vd., 2016)
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Elektroanalitik yontem disindaki diger teknikler; rutin analiz i¢in uygun olmayan
yiikksek alet ve malzeme maliyetleri, karmasik numune hazirlama ve vasifli operator
gereksinimi, etkinlik ve manipiilasyon agisindan pratik sinirlamalar1 oldugu bulunmaktadir.
Bu nedenle, sarkozin tayini igin yiiksek hassasiyete sahip, hazirlanmasi ve prosediirii
kolay, basit alet kullanimina sahip, diisiik maliyetli, ¢ok diisiik derisimlere inebilen bir

yontemin uygulanmasi amaglanmigtir.

Calismamizda, nano-anti-CRP antibadi ve anti-CRP-antibadi-GFOX ile hazirlanan
sensorlerin potansiyometrik davranislar1 incelenmistir. Ilk olarak; ANADOLUCA konsept
yontemine dayanan patentlenmis rutenyum tabanli aminoasit monomerlerden yola
cikilarak MATyr-Ru(bipyr),-MATyr sentezlenmistir. Ikinci asamada; nano-anti-CRP
antibadi i¢in, MATyr-Ru(bipyr),-MATyr ile ¢apraz baglanmigs anti-CRP antibadi
mikroemiilsiyon polimerizasyon ortamina eklenmistir ve reaksiyon ortamina amonyum
persiilfat eklenip; azot atmosferi altinda nano-anti-CRP antibadi hazirlanmistir. Ugiincii
asamada; NHS/EDC capraz baglama yaklagimma gore grafen oksit hazirlanmigtir.
Reaksiyon ortamima MATyr-Ru (bipyr),-MATyr eklenip; reaksiyondan sonra, ortama anti-
CRP antibadi ilave edilmistir ve anti-CRP-antibadi-GFOX hazirlanmistir. Son asamada ise;
hazirlanan nano-anti-CRP antibadi katkili ve anti-CRP-antibadi-GFOX katkili iki farkli
potansiyometrik sensor elde edilmistir. Hazirlanmis olan potansiyometrik sensorlerin
potansiyel yaniti, pH etkisi, cevap zamani, secicilik ve tekrar kullanilabilirlik

performanslar1 gézlenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Aminoasitler

Proteinler tiim canli varliklarin hiicrelerinde en fazla bulunan 6nemli organik
bilesiklerdir. Proteinler, kimyasal agidan yiiksek molekiiler agirlikli azotlu bilesikler olup,
temel yapitaslar1 olan amino asitlerin kovalent peptid baglarla birbirine baglanmasindan
olusan polipeptid zincir veya zincirlerin uzayda {i¢ boyutlu yap1 olusturmasi ile sekillenen
biyomolekiillerdir. Her bir amino asidin digeriyle baglanirken su kaybetmesiyle olusan
amino asit kalintis1 yanindakine 6zel bir kovalent bagla baglanmaktadir ( Nelson ve Cox,
2005). a-amino asitlerde -NH, grubu amino asidin o-karbon atomuna baglanmaktadir. —
COOH grubundan sonra gelen ilk karbon atomuna a-karbon atomu denir. En kisa zincire
sahip glisin amino asidi (amino asitlerin genel formiiliinde (R) harfiyle gosterilen grup da
H atomu oldugundan) haricindeki diger tiim amino asitlerde a- karbon atomu asimetrik

karbon atomu mevcuttur. ( Bing6l, 1972).

Proteinlerle ilgili ilk ¢alismalar dogal olarak proteinlerin yapitaslari olan serbest
amino asitler lizerine yapilmistir ( Nelson ve Cox, 2005). Amino asitler; suda ve polar
¢oziiclilerde kolay ¢oziinen, yiiksek erime noktasina sahip (~ 300 °C), beyaz ve kati
maddelerdir. Bazilar tatsiz (Leu), bazilari tath (Gly, Ala, Val, Pro, Ser, Trp ve His ) ve bir
kismu ise acidir (Ile, Arg).

2.1.1. Amino asitlerin genel yapilar

Amino asitler, a- karbon atomuna bir amino grubu (-NHy), bir karboksil grubu (-
COOH), bir proton atomu (-H) ve bir yan grubun (-R) baglanmasi ile olusan bilesiklerdir.
Buradaki R yan grubu, a- karbonuna bagl birbirlerinden farkli bir dordiincii yapiy1 ifade
etmektedir. Amino asitlerin genel goriniimii Sekil 2.1.’deki gibidir. Bu yap1 amino asidin

tyonlagmamuis halidir.



Sekil 2.1. Aminoasidin genel yapisi

R grubunun (-H disindaki durumlarinda) a-karbon atomu asimetrik oldugundan,
amino asitler optikge aktif olmaktadir. Amino asitler, birbirinin ayna goriintiisii olup D- ve
L- izomerleri ismi verilen iki farkli sekli vardir. Ancak sadece L- izomerine sahip olan

aminoasitler proteinlerin yapisinda yer almaktadir ( Oztoprak, 2017).

2.2. Amino Asitlerin Genel Simiflandirilmalar:

Dogada 300 civarinda amino asit bulunmaktadir. Bitki, hayvan ve mikroorganizma
gibi ¢esitli canli tiirlerindeki proteinlerin yapitaglar1 a-amino asitlerdir ( Hakan, 2013).
Tabiatta her ne kadar 300 civarinda farkli amino asit ¢esidi tanimlanmissa da, bu amino
asitlerden sadece 20 tanesi genetik kodun desifre edilmesi ile protein sentezine girmektedir
ve bu amino asitlere standart amino asitlerde denir ( ibis, 2018). Fakat, baz1 standart amino
asitler protein sentezinden sonra modifiye olabilmektedir. Canlilarda bulunup da
proteinlerin yapisinda bulunmayan baska amino asitlerde vardir. Amino asitler, R

gruplarina ve biyolojik 6zelliklerine gore iki grupta incelenmektedir ( Tekeli, 2014).

2.2.1. Amino asitlerin R gruplarina gore simiflandirilmasi

> Alifatik zincire sahip amino asitler: Glisin, alanin, valin, 16sin, izolosin, prolin.
COOH COOH COOH
HZN—(ll—H H,N——C——H H,N——C——H
H CHs CH\
HsC CHj

Glisin Alanin Valin



COOH COCH COOCH

H,N——C——H H,N——C——H HT—cl:—H
CH, H——C——CH; Hzc\ /CH2
C
CH\ CH, H,
HsC CHj CH,
Ldsin I1zoldsin Prolin

> Aromatik zincire sahip aminoasitler: Fenilalanin, tirozin, triptofan.

COOH COOH COOH
H,N——C——H H,N——C——H H,N——C——H
CH, CH» CH,
7 = i
N @ v
H
OH
Fenilalanin Tirozin Triptofan
> Yan zincirinde hidroksil grubuna sahip amino asitler: Serin, treonin.
COOH COOH
H,N——C——H H,N——C——H
H——C——OH H——C——OH
H CH;

Serin Treonin



> Yan zincirinde tiyol grubuna sahip amino asitler: Sistein, metiyonin.

COOH COOH
H,N——C——H H,N——C——H
CH, CH,
SH CH,
S
CH,4
Sistein Metiyonin

> Asidik yan zincire sahip amino asitler ve amidleri: Aspartat, glutamat, asparagin

glutamin.
COOH COOH COOH COOH
H,N——C—H H,N——C—H H,N——C——H H,N——C——H
CH, CH, CH, CH,
/ C\ CH, /c CH,
O o o/ \NHZ

7N AN

NH,

Aspartat Glutamat Asparagin Glutamin



> Bazik (pozitif yiiklii ) yan zincire sahip amino asitler: Lisin, arginin, histidin.
COOH COOH COOH
HN——C——H HN——C——H H,N——C——H
CH, CH, CH,
CH, CH; C——=CH
|
CH, CH, NH  NH
N/
CH, NH <
NH5* C=—NH,"
NH,
Lisin Arginin Histidin

2.2.2. Amino asitlerin biyolojik o6zelliklerine gore siniflandirmasi

2.2.2.1. Protein yapisina giren amino asitler

K7

< Esansiyel amino asitler: insan ve hayvan dokularinda diger maddelerden
sentezlenemeyen amino asit tiirlidiir ve viicutta tiretilemediginden disaridan hazir alinmasi
gerekmektedir. Bu yiizden, viicudumuzun bu amino asitlere olan ihtiyact disaridan gidalar
aracihigr ile karsilanmaktadir. Insan organizmasi i¢in disaridan almmmasi zorunlu amino
asitler; treonin, 16sin, valin, izoldsin, lisin, triptofan, metiyonin ve fenilalanin olarak
stralanmaktadir ( Ibaoglu vd., 2004).

< Yar1 esansiyel amino asitler: Yar1 esansiyel amino asitler, viicutta iiretilmesine
ragmen viicudun bu amino asitlere olan ihtiyact tam olarak karsilanmamaktadir.
Organizmanin yar1 esansiyel amino asitlere olan ihtiyacinin gidalar yardimi ile giderilmesi
gerekmektedir. Insan i¢in gerekli yar1 esansiyel amino asitler ise arginin, tirozin ve histidin

olarak siralanmaktadir ( ibaoglu vd., 2004).
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< Esansiyel olmayan (endojen) amino asitler: Viicutta temel organik maddelerden
sentezlenebilen amino asitlerdir. Organizmada uzun zaman, besinlerle esansiyel olmayan
amino asit almaksizin, bu amino asitlere olan ihtiyacini kendi dokularinda ger¢eklestirdigi
biyosentezler sonucu karsilayabilmektedir. Bu amino asitler; glisin, alanin, sistein, serin,
aspartik asit, glutamik asit ve prolin olarak siralanmaktadir. Besin kaynaklarinin farkli
olmasi, amino asit miktarin ve bu proteindeki esansiyel amino asit miktar1 da farkli

bulunmaktadir ( Ibaoglu vd., 2004)

2.2.2.2. Protein yapisina girmeyen amino asitler

< Modifiye amino asitler: Proteinlerin yapisina girdikten sonra yapilar1 degisen amino
asitlerdir. Modifiye amino asitler, dogada serbest sekilde mevcut degillerdir ( ibis, 2018).
Modifiye amino asitler ¢izelge 2.1.’de gosterilmistir ( Ekinci, 2018).

Cizelge 2.1. Modifiye amino asitler ( Ekinci, 2018)

Standart a.a. Modifiye a.a. Bulundugu protein
Prolin 4- OH- prolin Kollojen
Lisin 5- OH- prolin Kollojen
Lisin Desmozin Elastin
Lisin 6- N- metil lisin Miyozin ( kas proteini)
Arginin N- metilarginin Niikloprotein
Histidin 3- metilhistidin Bir¢ok enzim, kas proteini
Glutamat v- karboksiglutamat Protrombin( koagiilasyon)
Serin Asetilserin Birgok enzim
Serin Selenosistein Enzim( glutatyon peroksidaz)
Serin o- fosfoserin Kazein, Birgok enzim
< Protein yapisina girmeyen amino asitler: Organizmada ¢esitli biyolojik aktivitelere

katilmaktadir ( Ibis, 2018). Protein yapisina girmeyen amino asitler Cizelge 2.2.’de
gosterilmistir ( Ekinci, 2018).



Cizelge 2.2. Protein yapisina girmeyen amino asitler ( Ekinci, 2018)

Dihidroksifenilalanin (DOPA)

Taurin

Amino asit Biyolojik fonksiyon

B-alanin Pantotenik asitin bileseni Bazi dipeptid
yapilari

y-Amino biitirik asit (GABA)
Norotransmitter

Ornitin

Sitriillin Ure sentezinde ara {iriin
Homoserin

Sarkozin AA metabolizmasinda ara iiriin

B-Aminoizobutirik Asit

Pirimidin yikim {Girtini (idrar)

Tiroksin (T4 )Tetraiyodotironin

Tiroid hormonu

2.3. Sarkozin Hakkinda Genel Bilgi

O
A
AN

Sekil 2.2. Sarkozin molekiiliiniin yapis1

IUPAC ad1 ; 2-(Metilamino) asetik asit olan ve N-metilglisin olarak da bilinen

sarkozin, glisin sentezi ve bozunmasinda ara {irlin ve yan triindiir. Sarkozin; serin, kreatin,

purin veya glutatyon kaynagi olarak yasayan hiicrelerin metabolik siire¢lerinde, kaslarda

ve diger viicut dokularinda bulunan kolin metabolizmasinda énemli bir ara madde olarak

rol oynayan dogal bir amino asittir. Biyolojik olarak parcalanabilir ylizey aktif maddeler,

dis macunlan iiretiminde ve diger uygulamalarda kullanilmaktadir. Sarkozin biyolojik

materyallerde ve yumurta sarisi, hindi, jambon, sebze, baklagiller gibi gidalarda

bulunmaktadir ( Anonim, 2018).
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Sarkozin metabolizmasimi diizenleyen baslica enzimler; glisin N-metil transferaz
(GNMT), sarkozin dehidrogenaz (SARDH) ve L-pipiklik asit oksidaz (PIPOX) 'dur.
Hiicrelerde ise sarkozin, S-adenosilmetoksinin (SAM) bir metil grubunun S-
adenosilhnomosistein  (SAH) ile eszamanli ftretimi ile glisin'e enzimatik olarak
aktarilmasiyla iretilmektedir. Bu reaksiyon, memeli karacigeri, ekzokrin pankreas ve
prostatta yiiksek seviyelerde eksprese edilen enzim GNMT ile katalize edilmektedir. Sekil
2.3.’de goriildiigii gibi sarkozin; SARDH ile glisin metabolize edilirken GNMT ile
glisinden sarkozin olusmaktadir ( Khan vd., 2013; Porter, D.H.vd., 1985; Doth G., vd.,
2000).

0 SAM GNMT SAH 0
v 4
HZN\)k = Y "
o SARDH 75 on
PIPOX
Glisin Sarkozin

Sekil 2.3. Sarkozin—Glisin reaksiyonu ( Khan, vd., 2013; Kerr, S.J., 1972; Yeo, E.J.,
Wagner, C., 1994)

Idrarda sarkozini tayin edebilemek i¢in analitik yontemler;

o Iyon degisim sivi kromatografisi yontemi ( Cernei vd. 2012)

o Supramolekiiler yaklagim yontemi ( Biavardi vd., 2012)

o Florometrik yontem ( Burton vd., 2012)

o Elektrokimyasal enzimatik biyosensor ( Rebelo vd., 2014)

o LC / GC-MS kullanarak bir metabolik prospektif yontem

o Reflaktometrik girisim spektroskopisi (RIfS) nanosensor ( Diltemiz ve Uslu, 2015)
o Biyomimetik sensor ( Nguy vd., 2017)

. Molekiiler baskil1 polimere dayanan potansiyometrik sensor ( Ozkiitiik vd., 2016)

Potansiyometrik sensor disindaki diger teknikler; rutin analiz i¢in uygun olmayan
yiiksek enstriimantasyon maliyetleri, karmasik numune hazirlama ve vasifli operatdr

gereksinimi, etkinlik ve manipiilasyon ag¢isindan pratik sinirlamalari oldugu bulunmaktadir.



11

Elektroanalitik yontemler, matris etkilerine karsi daha az hassas oldugundan, diger
tekniklerle karsilastirildiginda tiiretme veya zaman harcayan o6ziitleme adimlarina gerek
duyulmamaktadir. Potansiyometrik sensorler; hazirlanma ve prosediir kolayligi, basit
enstrimantasyon, nispeten hizli tepki, genis dinamik aralik, makul secicilik ve diisiik

maliyet gibi bircok avantaj sunmaktadir ( Ozkiitiik vd., 2016).
2.3.1. Sarkozinin insan saghgina etkisi

Son zamanlarda dogal, ¢ok bulunan ve protein olmayan amino asit sarkozin, yeni
kabul edilen prostat kanseri markiri olarak arastirilmistir ( Cernei vd., 2012). Prostat
kanseri; tim kanser vakalarinda % 61.4' liikk bir insidans ve % 12.1' lik bir mortalite ile
Avrupa'da erkeklerde en sik goriilen kanser tiirii olmaktadir ( W.H.O., 2008) ve bu nedenle
erken tespiti sag kalim oranmi arttirmak icin temel goriilmektedir. Giiniimiizde prostat
kanseri olan hastalarin tan1 ve tedavisi sadece prostat spesifik antijen biyobelirtecinin

belirlenmesine dayanmaktadir ( Rebelo vd., 2014).

Biyolojik orneklerde (idrar ve kan plazmasi) sarkozin konsantrasyonu 1 ila 20 uM
arasinda degisebilmektedir ( Cernei vd., 2012). Sarkozin konsantrasyonunun kan serumu
ve idrarda artis gostermesi sarkozinin prostat kanseri hiicrelerini aktive ettii ve idrarla
Olgiilen prostat kanseri hiicrelerinin malignitesini gosterdigi bildirilmektedir ( Sreekumar
vd., 2009). Sarkozin, prostat kanserinin yayilmasi sirasinda bilyiikk oranda artmakta ve

idrarda tespit edilebilen farkli bir metabolit olarak tanimlanmaktadir ( Couzin, 2009).
2.4. Sarkozin Ile ilgili Calismalar

Cernei vd. (2012) calismalarinda; potansiyel bir prostat kanseri belirteci olan
sarkozinin spektrometrik ve elektrokimyasal analizi {izerinde ¢alismislardir. iyon degisim
stvi kromatografisi yontemi kullanilarak, sarkozin tayin limiti 7x10 ? mM, lineer aralik
89-5611 pM; UV- Vis Spektrometresi ile gergeklestirilen sarkozin tayin limiti 1.7x10
mM, lineer aralik 0.56-10 uM ve elektrokimyasal yontem ile 11x10 ° mM tayin limiti,
lineer aralik 0.07-561 uM bulmuslardir. Burada, kanser hastalarinin idrar1 veya plazmasi
gibi cesitli matrislerdeki tayini i¢in; tatmin edici olan sonug elektrokimyasal yontem ile

11x10 "> mM sarkozin tayin limiti elde etmislerdir.
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Biavardi vd (2012) ¢alismalarinda; sarkozinin spesifik saptanmasi igin; bir sarkozin
saptama c¢ipinin tasarimina dayanan bir supramolekiiler yaklasim yontemi iizerinde
calismuglardir. Sarkozinin, su ve idrarda spesifik olarak taninmasi igin; reseptor olarak;
Tiiii-Si polimeri kullanmiglardir. Molekiiler diizeyde, tanima siireci ii¢ etkilesim modunda;
kat1 halde, ¢ozelti i¢inde ve kati-sivi ara yiizeyde incelemislerdir. Sulu ortamda, CHs-n
etkilesimlerinin oynadig glisine karsi sarkozin tam bir segicilik saglamistir. Prostat kanseri
formlarinin ortaya ¢ikmasina bagli olan sarkozinin spesifik tespiti i¢in bir supramolekiiler

yaklasim gelistirmislerdir.

Burton vd. (2012) galismalarinda; idrar 6rneklerinde sarkozin tayini igin, yeni bir
enzimatik teknik {izerinde ¢alismislardir. Bu ¢alismada, prostat kanseri biyobelirteci analit
olarak potansiyeli nedeniyle sarkozin kullanarak, florometrik teknik ile sarkozin tespit
etmislerdir. 2x10 ° mM tayin limiti ortaya koymuslardir. idrar rneklerinde alanin gibi
girisim yapan iyonlar olmaksizin sarkozinin belirlenmesinde uygulanabilir oldugunu ve

uygun maliyetli bir teknik oldugunu diistinmiislerdir.

Rebelo vd. (2014) galismalarinda; biyolojik 6rneklerde sarkozin tayini igin sarkozin
oksidaz bilesimli film baskili elektrot gelistirmislerdir. Calismalarinda, film baskili karbon
elektrodun yiizeyine bagli olarak idrarda sarkozin tayini igin basit ve disik
elektrokimyasal bir enzimatik biyosensor gelistirmislerdir. Biyosensor; genis lineer aralik
10-100 nM, tayin limiti 16x10 ° mM ve 60 giin biyosensoriin émrii gibi yiiksek analitik
performans o6zellikleri sunmustur. Biyosensoriin sentetik idrar orneklerinde, sarkozinin

analizine basariyla uygulanabilecegi sonucuna varmiglardir.

Moein vd. (2014) caligmalarinda; insan plazma ve idrar Orneklerinde sarkozin
tayini i¢in, LC-MS / MS yontemi kullanarak yapay molekiiler baskilanmis polimerler
kullanmislardir. Ekstraksiyon performansini etkileyen gesitli parametreler incelemislerdir
ve tayin limiti 11.2x10° mM, lineer aralik 0.034—112 uM olarak degerlendirmislerdir.
DMIP -LC-MS / MS' nin ¢ok umut verici bir teknik oldugu ve iyi secicilik ve yliksek
duyarlilik ile numune hazirlama siirecinin basitligi gibi 6énemli avantajlara sahip oldugu

sonucuna varmiglardir.
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Diltemiz ve Uslu (2015) ¢alismalarinda; sarkozin saptanmasi igin reflaktometrik
girisim spektroskopisi (RIfS) nanosensorleri kullanmiglardir. Caligsmalarinda, sarkozini
taniyan MIP tabanli yeni bir RIfS sensorii, sarkozin baskili nanopartikiiller kullanilarak
gelistirmislerdir. Nanosensorlerin tanima 6zellikleri, RIfs ile degerlendirilmistir. Sarkozin
baskili RIfS nanosensor, saglikli insan ve PCa hastasindan alinan idrarda sarkozini
saptamak i¢in kullanilmistir. Sonuglar, PCa hastasinda idrardaki sarkozin seviyesinin
artigin1 ve yeni gelistirilen MIP-RIfS hibrit sensor sistemi ile tespit edilebildigini
gostermislerdir. Sarkozin baskili RIfS nanosensoriin segicilik performansi igin L-alanin
saptamas1 gerceklestirmiglerdir. Sarkozin konsantrasyonu agisindan iyi bir lineer aralik
0.25-3 mM ve 45x10 °mM 1ik bir tayin limiti elde etmislerdir .

Hashemi Moghaddam ve Hagigatgoo (2015) calismalarinda; gaz kromatografisi ile
sarkozinin analizi i¢in basit bir yontem gelistirmislerdir. Ozgiin sentezlenmis kati faz
mikro ekstraksiyon (SPME) lifi {izerinde, sarkozinin kati faz mikro ekstraksiyonuna
dayanmaktadir. Bir monolitik SPME lifi, sarkozinin ekstraksiyonu ve belirlenmesi igin gaz
kromatografisi ile birlestirilebilecek molekiiler baskilanmis polimere dayanarak
tiretmislerdir. Uretilen lif ile SPME igin; saglam, ucuz, kararli ve segici oldugunu ve
sarkozin igin yiiksek ekstraksiyon etkinligi 4.1x10 *m M tayin limiti ile 11.2— 1120 uM

lineer aralik elde etmislerdir.

Heger vd. (2015) calismalarinda; forster rezonans enerji transferine (FRET)
dayanan prostat kanserinin potansiyel bir biyobelirleyicisi olarak; sarkozinin saptanmasi
icin, bir ultrasensitif spesifik biyoalgilama sistemini tarif etmislerdir. FRET verimliligine
dayanan sarkozin doyma egrisi, 50x 10 °mM' ye kadar tayin limiti ile 5- 50 nM arasinda
lineer dinamik aralikta test etmiglerdir. Daha sonra, prostat adenokarsinomlu hastalarin
prostatik hiicre dizileri ve idrar 6rneklerinde sarkozin Sl¢iimii icin biyosensorii basariyla

uygulamiglardir.

Ozkiitiik vd. (2016) ¢alismalarinda; molekiiler baskili polimer ( MIP), analit (hedef)
molekiilii olarak sarkozin, fonksiyonel monomer olarak metakriloamido histidin (MAH) ve
capraz baglayici madde olarak etilen glikol dimetakrilat (EDMA) kullanilarak emiilsiyon
polimerizasyonu ile sentezlenmislerdir. Gelistirilen sarkozin sensoriiniin performansini

degerlendirmislerdir ve sonug olarak hassas bir potansiyometrik sensoriin imal edildigini
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gostermislerdir. Sarkozin sensorii, yiiksek seciciligi, daha kisa cevap verme siiresini (<2
dakika), genis ¢izgi aralig1 (10%-10° mM), diisiik tayin limiti (1.35 x 107 mM) ve tatmin

edici uzun vadeli stabilite (> 5.5 ay) olarak bulmuslardir.

Nguy vd. (2017) calismalarinda; prostat kanseri i¢in bir biyobelirteg olarak goriilen
bir molekiil olan amino asit sarkozinin tespiti i¢in bir biyomimetik sensoriin gelistirilmesi
ve optimizasyonu iizerinde ¢alismiglardir. Sensor, 0,011-17,9 uM lineer aralik ve 8,5x10 N
mM tayin limiti ile yiiksek analitik performans 6zellikleri sunmustur. Sensoriin miikkemmel
bir tekrarlanabilirlik, zamanla iyi bir stabilite ve diger proteinlere karsi sasirtict derecede

diisiik ¢apraz segicilik gosterdigini bulmuslardir.

2.5. Antikorlar

Immiinglobulinler bagisiklik sisteminde bulunan, antijen baglanma alanma sahip
olan ve bu sayede kendilerinin olusmasina neden olan antijenlerle birlesebilme
ozelligindeki molekiillerdir. Bu ozellikleri sayesinde viicutta reaksiyonlara yol agarlar.
Antijen-antikor birlesmesi 6zgiildiir, bir antijen sadece olusumuna neden oldugu antikor ile
birlesebilir. Bu durum giiniimiizde hastaliklarin tanisinin  konulmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Proteinlerin globulinler kisminda yer alan ve immiinolojik etkileri olan bu
maddelere immiinglobulinler denilmektedir. immiinglobulinler “Ig” seklinde sembolize
edilirler. Dort temel immiinglobulin sinifi tim memelilerde (IgG, IgM, IgA ve IgE) mevcut
olmasina karsin, IgD yalnizca insanda, maymunda, ratlarda ve kdpeklerde bulunmaktadir

(Aksit vd., 1996; Yilmaz, N., Akgiil, Y., 2014).

Antikor molekiilleri, dort polipeptid zincirinden meydana gelmektedir. Bu yap1
yaklagik 220 aminoasit (25 kDa) sahip polipeptidlerden meydana gelen iki 6zdes hafif (L)
zinciri, ve yaklagik 450-500 aminoasit (50 kDa) sahip iki 6zdes agir (H) zincirden meydana
gelir. Amino terminal ucun hafif ve agir zincir kisimlarindaki ilk 110 ve fazlas1 kadar
amino asit kismi degisken olup antikorlarin spesifitesini degistirmektedir. Yiiksek
degiskenlik sekansi iceren bu segmentler degisken bolgeler (variable, V bolgesi) olarak
adlandirilir, bu bolgeler antijen baglanma bolgelerini igerir. Karboksi terminal ucundaki
sabit bolgeler (constant, C bolgesi) kompleman aktivitesi gibi efektor fonksiyona sahiptir.

Iki agir zincir birbirine disiilfid baglar1 ile bagli olup her bir agir zincir bir hafif zincire
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yine disiifid bagi ile bagli olmaktadir. Ayrica zincirlerin kendi icerisinde de disiilfid baglar
bulunmaktadir. Bunlar zincirler i¢inde domainlerin olusmasina sebep olmaktadir. Hafif
zincirler bir degisken (V) ve bir sabit domain (C\); agir zincirler antikor siifina bagh
olarak bir degisken (Vy) ve 3 veya 4 sabit domain (Cyl, Cy2, Cy3, Cuyd) igerir.
Antikorlarin genel yapist Sekil 2.4.’de gosterilmektedir. ( Yiiksel, 2016)
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Sekil 2.4. Antikorlarin genel yapisi

Antikorlar, agir ve hafif zincirlerden meydana gelen Fab (The fragment antigen
binding: antijen baglama kismi) pargasindan, antijen ile spesifik bir bigimde
birlesmektedir. Antikorun antijenle birlestigi bu bolge “paratop” olarak adlandirilir. Y
bi¢cimindeki molekiiliin tek parca halinde kalan ve birgok biyolojik aktiviteden sorumlu
govde kismima ise sogukta kristallesme Ozelligine sahip oldugundan Fc (Fragment
crystallizable: kristalize olabilen par¢a) olarak tanimlanmaktadir. Fc parcasinda sadece agir
zincirler bulunmaktadir ve sert bir molekiildiir. Genellikle Ig tipine ve konaga ait olan bir
uc ile sonlanir. Bu molekiiliin Fc parcasi rijit olup antikor gorevi gérmez, bakteri hiicresine
ya da antijene baglanamaz. Fakat immiin hiicrelerin yiizeylerindeki reseptorlere
baglanabilmektedir. Dolayisiyla bir antikor molekiili Fab parcalaryla antijeni tutar, Fc

pargastyla immiin hiicrelere tutunmaktadir ( Yiiksel, 2016).

Antijen-antikor (Ag-Ab) birlesmesi 6zgiildiir. Bir antijen sadece olusumuna sebep

oldugu antikorla birlesebilmektedir. Antijen-antikor birlesmesi, antijen yiizeyindeki epitop
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ile antikor molekiiliiniin Fab kismmin ucundaki V bolgesi arasinda olur. Ag-Ab
birlesmesinde ¢ok kuvvetli olmayan, diisiik enerjili baglar rol oynamakta ve olay tersinir
Ozellikte olmaktadir. Birlesmenin sonunda antijen veya antikor yapisinda degisiklik veya
parcalanma olmamaktadir. Ag-Ab birlesmesi sirasinda iki molekiil birbirine ne kadar
yakinsa ve baglanma bolgeleri birbirine ne kadar uygunluk gosteriyor ise baglanma o kadar

giiclii olmaktadir (Anahtar-kilit modelinde oldugu gibi).

Ag-Ab Dbirlesmesi sirasinda etkin olan kuvvetler;  hidrojen baglari, elektrostatik

etkilesimler, Van der Waals etkilesimleri ve hidrofobik etkilesimlerdir.

Elektrostatik etkilesimler, polaritesi yiiksek molekiiller arasinda dipol-dipol
etkilesimler veya yiiklii molekiiller arasindaki itici ya da cekici kuvvetler olabilmektedir.
Proteinlerde polipeptit omurgasinin karbonil gruplart ve polar aminler kalict dipollerin
olusumuna neden olmaktadir. Ayrica polar ve yiikli zincir bolgeleri dipollere katkida

bulunmaktadir.

Hidrojen baglart elektrostatik etkilesimlerin bir alt grubu olarak disiiniilebilir.
Hidrojen baglari, elektronegatifligi yiiksek bir proton alici lizerindeki baglanmamuis bir ¢ift
elektronla elektronegatifligi yiiksek bir proton verici arasinda olugmaktadir. Antikorlarda,
amin gruplari proton verici ve karbonil gruplari, proton alic1 olarak gorev yapar. Hidrojen
baglar1 ve elektrostatik etkilesimler baglanmanin giicline katkida bulunmaktadir ve sulu
cozeltide bu etkilesimler, molekiiller arasi kararlilik icin biiyiik bir katkiya sahip

olmaktadirlar.

Van der Waals kuvvetleri, elektrostatik etkilesimlerden daha zayif dipoller
arasindaolugmaktadir. Yakin molekiillerin elektrik alanlari bu kuvvetlerden sorumlu gegici
dipollerin olugmasina sebep olmaktadir. Bu etkilesimler kismen zayif olmasina ragmen,
birgok  etkilesimden olustugu i¢cin toplam baglanma  siddetinin = %50’sini
olusturabilmektedir. Antikor antijen arast uzaklik 1-2 A° indiginde bu kuvvetler

etkinlesmektedir.
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Hidrofobik etkilesimler, yiizeylerinde glisin, alanin, 18sin, izoldsin gibi hidrofobik
aminoasit bulunan iki protein arasinda su molekiillerinin itilmesi ile meydana gelen baglar

olamaktadir. Antikor antijen birlesmesinde en 6nemli rolii bu baglar tistlenmektedir.

Antikordaki dipoller antijenin dipolleri ile etkilesip baglanmaya uygun bir
yonelmeyi saglamak igin ortak hareket etmektedir. Bu elektrostatik etkilesimler ve
hidrojen baglar1 molekiiller aras1 kararlilik i¢in birincil katki saglarlar ve diger gilicler

tamamlayici olarak gérev yapmaktadir ( Yazici, 2017)

2.6. Nanopartikiil

Atomsal ve molekiiler yapilar seviyesinde, islevsel materyallerin, sistemlerin ve
cihazlarin gelistirilmesine nanoteknoloji denilmektedir. Son 20 yilda, nanoteknolojinin
gelismesi ile birlikte nanoboyutlu malzemelerin tiretilebilmesi saglanabilmektedir ( Tunca,
2015). Nanokristaller, nanopartikiiller, nanotiipler, nanogubuklar, nanoteller gibi farkli
smiflara ayrilan yapilar; nanoboyutlu malzeme olarak tanimlanmistir. Temel olarak

hepsine nanopartikiiller sistemler denilmektedir ( Kavaz, 2011).

Sentetik veya dogal kaynakli bir makromolekiilden olusan nanopartikiiller,
boyutlar1 1-100 nm olan kolloidal yapilar olmaktadir. Nanopartikiiller yigilmalarin
engelleyen koruyucu kabukla ¢evrelenmistir ve bu Koruyucu kabuk yapiya hem
elektrostatik hem de sterik stabilizasyon saglamaktadir ( Sakallioglu, 2013). Nanopartikiil
malzemelerin ¢esitli fonksiyonlar kazandirabilmeleri 6zelligi ve sahip olduklari bagska
degisik Ozelliklerden dolayr yaygin kullanim alam1 oldugu kabul edilmektedir.
Nanopartikiil ve nanokristal malzemelerin {iretimlerinde genellikle polimerik yapilar
kullanilmaktadir ( Kavaz, 2011). Hazirlanan nanopartikiiler sistemler; dayanikli olmasi,
gerektiginde sterilize edilebilmesi, fizyolojik ortamda parcalanmasi, par¢alanma iirtinleri
toksik olmamasi, etkin madde/ maddeleri ¢evresel etkilere karsi korumasi, etkin maddeyi

hedef bolgeye tasimasi ve kontrollii bir sekilde salmas1 beklenmektedir ( Ozakar, 2014).

Nanopartikiillerin kiigiik boyutlar1 nedeniyle essiz fizikokimyasal ve morfolojik
ozelliklere (nanoboyut, yiizey alan1 hacim oraninin fazla olmasi) sahip olmasi en 6nemli

avantajidir. Nanopartikiiller ile baglanan potansiyometrik sensorlerde, nanopartikiiller
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potansiyometrik sensoriin yiizey alaniin artmasini saglayarak, immobilizasyon veriminin
de artmasimi saglamaktadir. Ayrica, elektron aktarim hizinin artmasini saglayarak; tayin
limitlerinin daha diisiik olmasma imkan saglamaktadir. Bu 6zelliklerinden dolayr diger
ticari malzemelere gore daha Onemli olmaktadir. Nanopartikiiller; kanser tami ve
tedavisinde, hedefli ila¢ saliminda, biyosensorler gibi tip ve biyoteknoloji alanlarinda,
katalizorler, elektrokimyasal sensorler, optik malzemeler gibi pek ¢ok alanda uygulamalari
mevcut olmaktadir. Herhangi bir maddeye disaridan mekaniksel veya kimyasal etkilerle
enerji verilerek bu maddenin nanopartikiil boyutuna par¢alanmasi saglanabilmektedir (

Kavaz, 2011). Nanopartikiil sentezi i¢in farkli yontemler gelistirilmistir.

Bu yontemlerden bazilari;

. Lazer kesme (Laser ablated) yontemi

o Hidrojen rediiksiyonu yontemi

o Alev sentezi yontemi

o Mekanik asindirma yontemi

o Asal gaz yogunlastirma yontemi

o Kimyasal buhar yogunlastirma yontemi

o Ultrasonik sprey piroliz (USP) yontemi olmaktadir ( Tunca, 2015).

Bir bagka nanoboyutlu malzeme olan karbon nanotiipler, bir tiip i¢ine yerlestirilmis
silindirik grafit tabakalardan olusmaktadir. Tek duvarli karbon nanotiipler tek bir grafen
kabugundan olusan silindirik bir yapiya sahipken, ¢ok duvarli karbon nanotiipler ¢ok
sayida grafen tabakasindan olusmaktadir ( Das vd., 2014). Sekil 2.5° de goriildiigi gibi
grafen, kovalent bag ile bagli karbon atomlarinin bal petegi 6rgiisiinde diizgiin dizilmesiyle
olusan iki boyutlu bir nanomateryaldir. Ayrica, farkli boyutlarda olan diger biitiin grafitik
malzemelerin temel yap1 tasidir ( Tiyek, vd., 2016; Ciftgi, 2015 ; Du vd., 2011).
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Sekil 2.5. Grafen yapis1 ( Du vd., 2011)

Grafen; vyiiksek esneklik, mekanik mukavemeti, termal iletkenlik, yiiksek
elektriksel iletkenlik ve seffaf olusu gibi benzersiz 6zelliklere sahiptir. Bu ozellikler,
grafeni bilimsel ve teknolojik uygulamalarda olduk¢a fazla ilgi géren bir malzeme
yapmaktadir. Ayrica, grafen kolay hazirlanabilmesi ve iglenebilirliginden dolay1 kimyacilar
ve malzeme bilim insanlar1 tarafindan tercih edilmektedir ( Kim vd., 2012). Grafen;
kimyasal, termal, ultraviyole veya mikrodalga yontemleri ile sentezlenebilmektedir.
Grafen; elektronik ve optik alanda, polimer ve nano kompozit malzemelerde, enerji
depolanmasinda, sensorler ve analitik uygulamalarda, elektriksel uygulamalarda, katalizor
destek maddesi, seffaf dokunmatik ekranlar, giines panelleri ve lityum iyon bataryalari gibi
birgok alanda kullanilmaktadir. Cesitli sensor yapimlarinda malzeme olarak kullanilan
grafene diisik maliyetli ve esnek amonyak sensoriiniin gelistirilmesi Ornek
verilebilmektedir. Ayrica, endiistriyel gaz sensorii uygulamalarinda son yillarda

kullanilmaktadir ( Lu vd., 2011; Yuan ve Shi, 2013; Basu, Bhattacharyya, 2012)

Grafenin bir tiirevi olan grafen oksit (GO), Sekil 2.6.’da goriildiigii gibi ylizeyinde
birgok fonksiyonel grubu igermektedir ( Cift¢i, 2015; Dreyer vd., 2010). Grafen oksitin
yapisinda farkli oranlarda karbon, oksijen ve hidrojen mevcuttur. 19. yy basindan bu yana
Brodie, Staundenmaier, Offeman ve Hummers yontemleri ile iiretilebilmektedir. Bu
yontemler, kuvvetli asit ve oksidantlar ile grafitin oksidasyonuyla yapilmaktadir. GO’nun
coziiclilerde kolay bir sekilde disperse olmasi, dielektrik o6zelligi, seffafligi, elektronik
ozelliklerinin ayarlanabilir olmas1 ve mekanik Ozelliklerinin iistiin olmasindan dolay1

kullanim alanlar1 her gegen giin artmaktadir ( Yazici vd., 2016).
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Sekil 2.6. Grafen oksit yapisi ( Dreyer vd., 2010)

2.7. Sensorler

Giindelik yasantimizda 1s1, 151k, basing, ses gibi biiyiikliiklerin oldugu ve bunlarin
etkilerini duyu organlarimizla algilar, var olduklarin1 anlamaktayiz. Sensorler ile
transdiiserler, bu fiziksel biyiikliikleri duyu organlarimiz gibi algilayan ve bunun
sonucunda gerekli ekipmanlar1 devreye sokan ve ¢ikartan elemanlar olmaktadir ( Anonim,

2018).

Isik, basing, ses, gibi fiziksel ortam degisiklikleri algilayabilen elemanlar “sensor”,
aldigi bilgiyi elektrik enerjisine g¢evirebilen elemanlar ise “transdiiser” olarak
tanimlanmaktadir. Sensorler; mekanik, termal, elektriksel, manyetik, optik ve kimyasal

olarak algilama tiirlerine gore incelenmektedir.

Genel olarak bir sensoriin ¢aligma diizenegi Sekil 2.7.’deki gibi goriilmektedir.
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Sekil 2.7. Bir sensoriin ¢alisma diizenegi

2.7.1. Kimyasal sensorler
Analizi yapilacak bilesene karsi spesifik bir numune konsantrasyonun yardimiyla
bulunan kimyasal bilginin analitiksel bir sekilde faydali sinyale doniistiirebilen sistemlere

kimyasal sensorler denilmektedir ( Giire, 2005).

Kimyasal sensdrlerin 6zellikleri;

. Analit, hassas bir tabakayla kimyasal bir etkilesimde olmaktadir.

. Hassas tabaka, analite maruz kaldiginda kimyasinda birtakim degisiklikler
gozlenmektedir.

. Aymi kimyasal oOl¢iimlerde kullanilan benzer aletlere gore maliyeti daha az
olmaktadir.

= Sadece bir fiziksel veya kimyasal 6zellik dl¢lilmesi gerekmez.

. Minyatiirize edilebilirler.

2.7.2. Kimyasal sensorlerin simiflandirilmasi

Kimyasal sensorler genellikle dlgiilen biiyiikliige gore ve kullanim alanlarina gore

siiflandiriimaktadir ( Stetter ve Penrose, 2002).
Olgiilen biiyiikliige gore siniflandirilmasi:
1. Mekanik: Uzunluk, alan, miktar, kiitlesel akis, kuvvet, moment, hiz, ivme,

pozisyon, ses (dalga boyu ve yogunlugu)
2. Termal: Sicaklik, 1s1 akist
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3. Elektriksel: Voltaj, akim, elektrik yiikii, direng, endiiktans, kapasitans, dielektrik

katsayisi, polarizasyon, elektrik alani ve frekans,

4, Manyetik: Alan yogunlugu, aki yogunlugu, manyetik moment, gecirgenlik
5. Istma: Yogunluk, dalga boyu, polarizasyon, faz, yansitma
6. Kimyasal: Yogunlasma, igerik, reaksiyon hizi, pH miktari

Kullanim alanlarina gore siniflandirilmasi:

A Optik Sensorler

o Iyonik Sensorler
o Gaz Sensorler
o Biyosensorler

Elektrooptik ve optomekanik Sensdrler

B. Kiitle Sensérler

C. Elektrokimyasal Sensorler
o Potansiyometrik Sensorler
o Amperometrik Sensorler

o Kondiiktometrik Sensorler
. Voltametrik Sensorler

D. Termal Sensorler

2.7.2.1. Elektrokimyasal sensérler

Kimyasal sensorlerin gesitlilik agisindan en genis grubunu igermektedir. Cevirici
olarak elektrokimyasal olgim sisteminin kullanildigi elektrokimyasal sensorler ticari

bakimdan da olgunluga ulasmigstir.

Olgiim bigimlerine gore su sekilde siiflandiriimaktadir;

. Voltametri (akim ve potansiyel)
. Amperometri (akim Sl¢limii)
. Kondiiktometri (iletkenlik 6l¢timii)

. Potansiyometri (voltaj 6l¢timii)
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1950 yillarinda, ilk elektrokimyasal sensorler oksijen olgiimii i¢in kullanilmistuir.
Sinirh alan uygulamalarinda, yanabilen gaz ve zehirli gaz denetlemeleri igin daha secici
olan yeni elektrokimyasal sensorler son yillarda gelistirilmis olmaktadir ( Skoog vd.,
1990).

Elektrokimyasal sensorlerin avantajlardan birisi; ilgilenilen madde igin distiin
secicilik gostermesidir. Bu da elektrokimyasal sensorler i¢in 6nemli bir gelisme olmaktadir
( Stetter ve Penrose, 2002). Bu avantaj, amperometrik ve potansiyometrik sensorler i¢in
basar1 ile gerceklestirilmektedir. Ayrica, farkli numunelere uygulanmaktadir. Onemli

unsurlardan birisi de elektrokimyasal sensorlerin minimalize edilebilmeleridir.

2.7.2.2. Potansivometrik sensorler

Potansiyometri, az miktarda akimin gectigi ya da akimin gegmedigi sistemlerdeki,
indikator elektrodun referans elektrota kars1 gosterdigi, konsantrasyonun degismesine bagl

degisiklik gosteren potansiyel 6l¢iimiine dayanan tayin metotudur ( Covington, 1974).

Potansiyometride kullanilan cihaza “potansiyometre” adi verilmektedir. Potansiyel
Olglimlerinde potansiyometreden bagka kullanilan ikinci cihaz pH metredir. pH metre
yiiksek direngli cam elektrotlarin olgiimleri i¢in kullanilirken, potansiyometre diisiik
direngli devre 6l¢timlerinin kullanimi igin tasarlanmistir. Potansiyometrik sistem; bir test
hiicresi (analit ¢ozeltisi), bu hiicreye bagh bir indikator elektrot (degisken potansiyel) ve
referans elektrot (sabit potansiyel) ile kararli bir potansiyometre veya pH metreden
olugmaktadir. Bu elemanlara “potansiyometrik hiicre elemanlari” da denilmektedir ( Eren,

2006; Ugurag, 2013). Sekil 2.8. *de basit bir potansiyometrik 6l¢iim sistemi gériilmektedir.
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Sekil 2.8. Basit bir potansiyometrik sistem

Srv Bilesim

Sistemde, analit ¢ozeltisine daldirilan indikator elektrodun var olan iyon veya
iyonlarin konsantrasyonundaki degisimine bagli olarak referans elektroda karsi gosterdigi
potansiyelin degisimi 6lgiilmektedir. Olgiilen bu potansiyel degisimi ile iyonlarin

konsantrasyonlarinin tayin edilmesi saglanmaktadir ( Eren, 2006; Ugurag, 2013).

Potansiyometrik sensorlerin bir takim 6zellikleri vardir. Bu 6zellikler;

o Yiiksek konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerde sensor tiikkenebilir.

o Sensoriin 6mrii, soguk ¢evrelerde (60 F altinda) 3- 20 ay arasindadir.
. Calisma 0mrti, sicak ortamlarda 1 yildan kisadir.

o Genel olarak, 6l¢timlerden hemen 6nce sensor test yapilmalidir.

. Kati- hal sensorlerine gore daha sik test edilmelidir.

Potansiyometrik sensorlerin kullanilmasinin bir takim avantaj ve dezavantajlar

mevcuttur ( Skoog vd., 1998).
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Avantajlart,

. Elektrokimyasal hiicreden elde edilen sinyaller elektrikseldir. Bunun i¢in proseste

bir elektriksel sinyal doniisiimii olmasina gerek yoktur.

. Elektrokimyasal dl¢iimler yaparken son derece kiigiik hacimlerle ¢aligilabilir.

. Basit ve ucuz alet kullanilmaktadir.

Dezavantajlari;

. Referans elektrot kullanimi1 zorunludur.

. Atomik emisyon spektroskopisi, kromotografi gibi analitik tekniklerle

kiyaslandiginda seg¢icilikleri azdir.

2.7.3. Elektrot Cesitleri

2.7.3.1. Referans elektrotlar

Potansiyeli degismeden kalabilen ve elektrot potansiyeli bilinen yari hiicreye
referans elektrot denir. Referans elektrodun potansiyeli numune ¢ozeltisinde bulunan
analitin ve diger iyonlarin konsantrasyonuna bagli olmamaktadir. Potansiyometrik
Olgimlerde referans elektrot genellikle anot islevi gérmektedir ( Eren, 2006). Referans
elektrotlarin potansiyelleri sicaklik degisimlerinden etkilenmektedir ve az bir miktar

degismektedir.

Ideal bir referans elektrodun sahip olmasi gereken dzellikler sdyle siralanabilir:

1) Degeri tam olarak bilinmeli, numune c¢dozeltisinde bulunan analit ve diger
iyonlardan hi¢ etkilenmemeli ve zamana bagimli olmayan sabit bir potansiyel vermelidir.
2) Tersinir (tekrarlanabilen sonuglar vermeli) ve Nernst denklemine uymalidir.

3) Cozeltiden kiigiik akimlarin gegmesinden hemen sonra tekrar eski potansiyeline
donebilmelidir.

4) Kolay kullanilabilmelidir.
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Yaygin olarak kullanilan referans elektrotlar; referans hidrojen elektrodu, kalomel
referans elektrot ve glimiis/giimiis kloriir referans elektrotlar kullanilmaktadir ( Skoog vd.,

1998).
»  Referans hidrojen elektrot

Referans hidrojen elektrot (SHE), yaygin olarak hiicre (pil) potansiyeli ve pH
Ol¢timleri i¢in kullanilan elektrottur. Diger referans elektrot ¢esitlerinin potansiyeli SHE ye
gore belirlenmektedir ve bu durum potansiyelin yaninda belirtilmektedir. Bundan dolay,
SHE’ye “primer referans elektrot” denir. Diger referans elektrotlar “sekonder referans

elektrotlar” olarak adlandirilmaktadir.

SHE, elektrodun yiikseltgen ve indirgen maddelere karsi hassas olmasi,
hazirlaniginin, ¢alistirilmasimin oldukg¢a gii¢ olmasindan ve elektrotda kullanilan platinin
yiizeyinin birtakim maddelerden zehirlenmesinden dolayr ¢ok ender durumlar igin

kullanilmaktadir. Bir SHE, Sekil 2.9.” da gosterilmektedir ( Yazici, 2016).

f

latmsaf H, |

-

Sekil 2.9. Referans hidrojen elektrot

> Kalomel referans elektrot

Kalomel referans elektrot ¢ok kolay hazirlanabildiginden dolay1 en fazla kullanilan
referans elektrot ¢esididir (Sekil 2.10). Kalomel elektrotda civa/civa kloriir ara yiizeyi bir

tiip icerisinde muhafaza edilir ve dogrudan elektrolitle temas halinde degildir. Bu yiizden,
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giimiis/giimiis kloriir referans elektroduna gore daha az kirlenmektedir. Bu durum kalomel
referans elektrodun kullanimi agisindan avantaj saglamaktadir. Bir kalomel referans

elektrot 2.1’ de sematik olarak gosterilmektedir.
Hg | HgCl; (doy), KCI (x M) || (2.1)

Burada X, cozeltideki KCI’ nin molar derisimini ifade etmektedir. Sematik
gosterimden goriildiigi tizere KCl ile doyurulmus olan kalomel elektroda, “doymus
kalomel elektrot” denir. Tiim kalomel elektrotlar Hg,Cl, (kalomel) yoniinden doygundur.
Doymus KCI ¢ozeltisi, kalomel elektrotda bir miktar sivi buharlagsa da Kkloriir

konsantrasyonunun ayni kalmasi i¢in kullanilmaktadir.

Kalomel elektrodun dezavantaji; yiiksek sicaklik katsayisina sahip olmasidir. Bu
yiizden, elektrodun potansiyeli sicaklikla degisir; ancak bu durum o6lgiimler sirasinda
yiiksek sicaklik (50°C* nin iizerindeki sicakliklar) degisimlerinin goriildiigii hallerde
onemli olmaktadir. Glimiig/glimiis kloriir referans elektroduna kiyasla sicakliktan daha
fazla etkilenmektedir. Kalomel referans elektrodun diger bir dezavantaji ise igeriginde

bulunan civanin toksik bir madde olmasidir ( Eren, 2006).

Baglanh teli

r 1 _ Pttel
W
Bl |
4

Hava gngt

S Hg(l)
- Hg Hg,Ch + KCl

- Cam pamugu
Delk

Doygun KCl gozeltisi
KCl(k)

Cam

Ashestos finl

(Tuz koprisi)

Sekil 2.10. Kalomel referans elektrot
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»  Giimiis/Giimiis Kloriir Referans Elektrot

Yaygin olarak kullanilan referans elektrotlardan biri olan giimiis/giimiis kloriir
referans elektrodu, genellikle giimiis ya da platin bir telin yiizeyine giimiis kloriiriin
kaplanmasiyla {iretilmektedir. Elektrot ile hiicre arasindaki temasi gozenekli cam ile

saglanmaktadir. Sekil 2.11° de bir glimiis/giimiis kloriir referans elektrot goriilmektedir.

Baglant teh

Hava gingt

— Ag tel

AgClve KClile
doygun sulu gozelt

AgCl pastast
_ Kah KClve

" bwraz AgCl
\\»'j Dis gozelti ile temas:

saglayan gozenekl
tikag (tuz koprilsi)

Sekil 2.11. Giimiis/Glimiis Kloriir Referans Elektrot

Elektrotda gergceklesen reaksiyon denklem 2.2.’deki gibidir:

AgCI (k) + & < Ag (k) +CI’
E= E°AgCl/Ag — 0,059 log [CI] (2.2)

Elektrot potansiyeli tepkimeye gore kloriir iyonu derisimine bagh kalir. Ortamda
bulunan KCI, elektrotda gergeklesen indirgenme ya da yiikseltgenme tepkimeleri
sonucunda elektrodun potansiyelinde gerceklesebilecek degisime karsi tampon gorevi
gormektedir. Ayrica KCI, pH Olgiimlerinde girisim yapmamast ve potasyum iyonu ile
kloriir iyonu mobilitelerinin esit derecede birbirine yakin olmasi nedeniyle bu elektrotda
cok kullanilan bir elektrolittir. Elektrodun hiicreyle olan temasi gozenekli bir cam ile

saglanmaktadir.
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Gimiis/giimiis kloriir elektrodun standart hidrojen elektroduna karsi 25°C
sicakliktaki elektrot potansiyeli 0,199 V’ tur. Giimiis/ glimiis kloriir elektrodun potansiyeli

sicakliktan ok az etkilendigi icin 275°C’ ye kadar kullanilabilme avantajina sahiptir.

Gumiis/ giimiis kloriir elektrot, kalomel elektrotda kullanilan civanin toksik madde
olmasi nedeniyle daha c¢ok tercih edilmektedir. Ayrica oldukg¢a kiigiik boyutlarda
glimiis/glimiis  kloriir elektrot yapilabilmesi avantaji bircok c¢alismada kolaylik
saglamaktadir ( Yazici, 2016).

2.7.3.2. indikatér elektrotlar

Indikator elektrotlar, potansiyometrik bir hiicrede referans elektrot ile birlikte
kullanilan, potansiyeli ¢6zelti bilesimine bagl olarak degisen elektrotlardir ( Anonim,
2016). Analitin aktivitesindeki degisimlere kisa bir siirede cevap veren indikator elektrot,
analite kars1 segicilik gostermesine ragmen diger iyonlara karst da tamamen duyarsiz
degildir. Son zamanlarda bazi iyonlar i¢in iyi derecede segicilik gosteren ¢esitli indikator

elektrotlar yapilmistir ( Glindiiz, 2002).

Indikatdr elektrotlar; metalik indikatdr elektrotlar ve membran indikatdr (iyon

secici) elektotlar olmak {izere iki siifta incelenmektedir ( Giindiiz, 2002).

> Metalik indikator elektrotlar

Ideal bir indikatér elektrot, analit aktivitesindeki degisimlere hizli ve tekrarlanabilir
cevaplar verir. Tersinir olarak ylikseltgenerek iyonlarmi olusturan Ag, Cu, Cd gibi
elementler kendi iyonlarinin tayininde kullanilir. Ayrica Pt, Au, Ir gibi inert elektrotlar
birden fazla oksidasyon basamagindaki iyonlarin konsantrasyonlarindaki degisimleri

izlemek i¢in kullanilir ( Anonim, 2016).

> Iyon secici elektrotlar

Bir ¢ozeltideki tercihen tek bir iyona ve tiire karsi cevap veren elektrotlara “iyon-

secici elektrotlar (ISE)” veya “membran indikator elektrotlar” denir.
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Olgiilen tiiriin aktifligine duyarli olan iyon segici elektrotlar, dl¢iimler esnasinda
iyonik siddetin sabit tutulmasi, konsantrasyon aktiflikle dogru orantili oldugundan dolay1
onemlidir. Bu sayede ISE ile konsantrasyonlar 6l¢iilmiis olur. Higbir elektrot tek bir tiire
kars1 cevap sergilemez, diger tiirlere kars1 da az miktarda segici davranmaktadir. ISE’ ler

genellikle bir tiire kars1 belirli secicilik belirtmektedir ( Durgun, 2013).

Baz1 katyon ve anyonlara karsi elektrotlarin hassas ve segici olmasi ile alakali

olarak ISE’ lerin ortak 6zellikleri su sekildedir ( Buck, 1974);

Minimum ¢o6ziiniirliik: Deney c¢ozeltisinde (0zellikle sulu ¢ozeltilerde), segici
membranlarin  ¢oziiniirliklerinin ~ sifira  yaklagsmasi  beklenmektedir. Bu yiizden,
membranlarin birgogu, silika camlar ya da polimerik regineler gibi makro molekiillerden
meydana gelmektedir. Ayrica ¢Oziiniirliigi az olan giimiis halojeniirler gibi, iyonik

inorganik bilesikler kullanilarak da istenilen membranlar hazirlanabilmektedir.

Elektriksel iletkenlik: Az da olsa bir membranin elektriksel iletkenlige sahip olmasi

gerekmektedir. Bu iletkenlik genellikle iyon gog¢ii yoluyla olusmaktadir.

Analite kars1 secicilik: Bir membranda ya da membran matriksindeki baz: tiirlerin, tayin
edilecek olan tiirli segici olarak baglama yetenegine sahip olmasi gerekmektedir. Bu

baglama; iyon degisimi, kristallesme ve komplekslesme olmak iizere iic sekilde

olabilmektedir. ( Skoog, Holler; Nieman, 1998).

2.7.3.3. ivon secici elektrotlarin avantaj ve dezavantajlari

Iyon secici elektrotlar asagidaki avantajlara sahiptirler:

1. Elektrotlar, pek ¢ok kimyasal tiir i¢in genis bir konsantrasyon araliginda dogrusal
olarak degisim gosterirler.

2. Bilinmeyen numuneyi ihmal edilebilir dl¢iide kirletirler, numunenin bozunmasina
neden olmazlar.

3. Elektrotlarin cevap siireleri genel olarak kisadir (saniye ve dakika seviyelerinde).

Bu sebeple; klinik ve endiistriyel numunelerin tayininde kullanilabilmektedir.
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4. Spektrofotometrik olgiimler icin elverigli olmayan, rengi koyu, bulanik ¢ozeltiler
elektrotlar ile kolay bir sekilde dlgtilebilmektedir.

5. Ozel olarak hazirlanan elektrotlar ile canli hiicrelerin i¢i gibi degisik yollarla
ulasilamayan zor ortamlarda 6l¢iim yapilabilmektedir.

6. Elektrotlar, kromatografik ve akis yolu-enjeksiyonu analiz yontemlerinde dedektor
olarak kullanilabilmektedir.

7. Hem pozitif hem de negatif iyonlarin derisimi 6lgiilebilmektedir.

8. Hizli ve basit bir sekilde kullanilabilmektedir.

Iyon-segici elektrotlarin bazi dezavantajlari:

1. Elektrotlarla ¢alisilirken iyi bir sonug¢ elde edebilmek igin ¢ok dikkatli olmak
gerekmektedir.

2. Iyon secici elektrotlarla yapilan &lgiimlerin kesinligi nadiren % 1’den daha iyi olup,
genellikle daha dusiiktiir.

3. Elektrotlar, potansiyellerin kararsiz olmasina ve kaymasina yol acacak sekilde,
proteinler ve diger organik maddeler vasitasiyla kirlenebilmektedir.

4. Bazi iyonik tiirler girisim yapar veya elektrotlar1 zehirlenmektedir.

5. Elektrotlar kompleks halde olmayan serbest haldeki iyonlara cevap vermektedir. Bu
yiizden ISE’ lerle yapilan 6l¢iimler ortamda ligant bulunmamasini, var olan ligantlarin da
maskelenmesini gerektirmektedir.

6. Iyonlarin tayininin dogrulugu acisindan dlgiimler sirasinda ortamin iyonik

siddetinin sabit tutulmasi gerekmektedir ( Bektasoglu, 2011).

2.7.3.4. ivon secici elektrotlarin performans ozellikleri

pH c¢alisma arahg:: ISE’ lerin pH ¢alisma araligimin bulunmasinda genelde elektrodun
secici oldugu ana iyonun 10™M, 10°M ya da 10>M konsantrasyon igeren tampon
cozeltiler kullanilmaktadir. Genellikle, tampon ¢ozeltiler i¢in pH 2-12 arasinda degisiklik
gostermektedir. Tampon ¢ozeltilerin potansiyeli oSlgiilerek, potansiyel-pH grafigi elde
edilir. Potansiyelde ciddi bir degisimin olmadigi pH araligi, elektrodun pH calisma aralig

oldugu bulunmaktadir.
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Dogrusal cahisma arahgi: Elektrot potansiyelinin 6l¢timleri, analit ¢ozeltisi derisimlerinin
eksi logaritmasina kars1 grafige gegirilerek, olusan egrinin lineer kisminin [IUPAC’a goére
dogrusal ¢alisma aralig1 olarak tanimlanmaktadir. Bir ISE’ nin oldukc¢a genis bir dogrusal
aralikta cevap vermesi istenen bir Ozeliktir. Dogrusal calisma araliginin, diisiik
derisimlerden baslayip yiiksek derisimlere dogru Ol¢iilmesi elektrodun kullanim alaninin
genislemesine olanak saglamaktadir. Literatiirdeki calismalarin ¢ogunda ISE kalibrasyon
egrileri 101-10°M aralig1 icin dogrusal bir yanit gosterdigi goézlenmistir. Son yillardaki
calismalarda, bu dogrusal aralik daha diisiik konsantrasyon bolgeleri yoniinde genisletmek

amacinda olmaktadir ( Kaplan, 2007).

Miktarsal olarak tespit edilebilen en diisiik analit konsantrasyonu tayin limiti
(LOQ) kalibrasyon egrisinin dogrusalliktan sapma gésterdigi (LOL) konsantrasyona kadar
olan aralik dogrusal calisma araligidir. Dogrusal ¢alisma araligi Sekil 2.12°deki gibidir.

Petansiyel (V)

Sekil 2.12. Dogrusal ¢alisma araligi

Duyarhlik: Birim aktivite basina sinyaldeki degisiklige duyarlilik denilmektedir ve bir
kalibrasyon egrisinin dogrusal kisminin egimi, 0 elektrodun ilgili tiire olan duyarliligini
vermektedir. Genel olarak ISE’ ler, Nernst esitligine gore cevap verirler ( Denklem 2.3.).

Bu denkleme gore, analit iyonun yiikii olan z nin yiikselmesiyle elektrot duyarliligi 6nemli

bir bicimde azalmaktadir. Tek yiiklii bir iyonun her 10 katlik aktivite degisiminde 59 mV’
luk EMK degisimi goriilirken, ¢ift yiikli bir iyonda bu miktarin yarisinin olmasi
beklenmektedir. ISE’ lerin bilinen kullaniminda, numuneyle ISE elektrodunun faz temas

bolgesindeki analit iyonlarinin dengeli bir bigimde paylasilmas: etkili olmaktadir. ai(org)
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biiyiikliigiiniin numuneden bagimsiz olmasi sebebiyle bulunan cevaplar Nernst denklemine

uygun olmaktadir ( Amemiya vd., 1998).

£, = E0 4 XL jp &:l5udd)
zF  a,(org)

(2.3.)
Tayin limiti (gozlenebilme simir1) : Belirli bir giiven seviyesinde tayin edilebilen en
kiiciik analit derisimi veya kiitlesi gdzlenebilme sinir1 olarak tanimlanmaktadir. ISE’ ler
icin, membran ara fazinda Olciilebilir bir potansiyel farki olusturan en diisiik iyon
konsantrasyona tayin limiti denilmektedir. Sekil 2.13.’de tayin limitinin nasil belirlendigi
grafik iizerinde gosterilmistir. Sekilde gosterildigi tizere kalibrasyon grafigi iki dogrusal
kisimdan olusmaktadir. Elektrotlarin tayin limitleri, kalibrasyon grafiginde goriilen diisiik
derisim seviyesindeki dogrusal kisim ile ara derigsim bolgesindeki dogrusal kisminin
ekstrapole edilmesi ile meydana gelen kesisme noktasina karsilik gelen aktivite degeri
olarak bulunmaktadir ( Buck ve Lindner, 1994).

Potansiyel

Orlalama we
atd. sapma

Tayin sirun

log ai

Sekil 2.13. ISE’1 lerin tayin sinirlarinin belirlenmesini gosteren grafik

IUPAC’a gore; tayin limiti, tek yiiklii anyon ve katyonlara duyarli elektrotlarda
elektrodun sabit potansiyel gosterdigi potansiyel degerinden + 18 mV’ luk fark sergiledigi
potansiyel degerine karsi gelen madde miktart alinmistir. Cift yiiklii anyon ve katyonlarda
+ 9 mV’ luk bir potansiyel fark, ti¢ yiikli iyonlarda ise +6 mV’ luk bir fark kabul
edilmektedir. Cogu ISE i¢in LOQ 10°mol/L dolayinda olurken, bazilarinda bu deger 10°
'mol/L’ye kadar diistiigii gozlemlenmistir. Bu limitler, ortamda mevcut olan bozucu etki

yapan iyonlar ve molekiiller ile ters yonde etkilenebilmektedir (konsantre sulu ¢ozeltilerde
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su molekiilleri iyonlarin hidrofobik membrana girigini 6nlemekte ve LOQ ters yonde

etkilenmektedir).

Tekrarlanabilirlik: Analiz islemlerinde hatalarin en aza indirgenebilmesi ve analizin
giivenilirliginin saglanabilmesi i¢in hazirlanan ISE’ lerin tekrarlanabilir potansiyeller
vermesi istenilen bir 6zelliktir. Tekrarlanabilirlik, farkli konsantrasyonlardaki standart
cozeltilerden elektrodun uzaklastirilip yikandiktan sonra tekrar ¢ozeltilere daldirilmasiyla

ol¢iilen bir dizi potansiyel degerlerinin standart sapmasi olarak kabul edilmektedir.

Kullanim émrii: ISE i¢in en 6nemli karakteristik 6zelliklerden birisi olan kullanim 6mrii,
Nernst yanitt gosterdikleri zaman olarak tanimlanmaktadir ( Erdem vd., 2000).
Elektrotlarin kullanim Omrii, 10 kathik derisim degisikliginde belirli periyotlar ile
gosterdikleri potansiyel farklar incelenerek belirlenmektedir. Olgiilen bu degerler
(potansiyel fark) zamana kars1 grafige yerlestirilir ve egimde ciddi bir farkin oldugu siire,
kullanim 6mrii olarak verilmektedir ( Ngeontaea vd., 2008).

Cevap siiresi: ISE ile referans elektrodun analit iceren bir ¢dzeltiye daldirildiktan sonra
dengenin kurulabilmesi i¢in gegen siire olarak bilinen cevap siiresi, elektrodun fiziksel
yapistyla ilgili bir 6zelliktir. [UPAC’a gore, dengenin kurulabilmesi igin gegen siire %95’ i
olarak belirlenip tgs olarak gosterilmektedir ( Buck ve Lindner, 1994). Cevap siiresi Sekil
2.14.deki gosterilmektedir.

AV %95 AV

Potansiyel

Zaman

Sekil 2.14. TUPAC’a gore cevap siiresi(tgs)
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Bozucu etki yapan tilirler, Nernst cevabini olusabilmesi i¢in ana iyonlarin
tasinmasini geciktirmektedir ve bu da, cevap siiresini etkilemektedir. Elektrotlarin cevap

stirelerini kisaltmak i¢in asagidaki islemler uygulanabilir;

. Etkili karigtirma (ya da akis hizinin yiikseltilmesi)
. Elektrot yiizeyinden kirliliklerin uzaklastirilmas: veya ufak elektrot yiizeye sahip
mikroelektrotlarin kullanilmasi

. Cozelti konsantrasyonu Ol¢iim sirasinin diisiikten yiliksege dogru olmasidir.

Secicilik: Elektrodun karakteristik 6zelliklerinden birisi olan segicilik, bir numunede
uygun bir Slgiimiin yapilip yapilamayacagmin 6lgiisii olarak tanimlanmaktadir. ISE
spesifik bir iyona cevap verirken, incelenen iyona fiziksel ve kimyasal olarak benzemesi
durumunda ¢ozeltide bulunan diger iyonlara da cevap verebilmektedir. Bu durumda
elektrodun, girisim yapan iyon varliginda ana iyona karsi duyarliliginin bilinmesi gerekir.
Elektrodun tersinir olarak cevap verdigi iyonlari ve bagka tiirler de bulunan deney ¢ozeltisi
icerisindeki elektriksel potansiyel, elektrodun baska tiirlere olan segiciligine gore degisiklik
gostermektedir ( Kaplan, 2007). Elektrot, kullanilan iyonoforun sadece ilgili tiir ile
kompleks olusturdugu ortamdaki diger iyonlara karsi secicilik gostermedigi durumda en
iist segicilik smirma sahiptir. ISE, sadece analit iyona kars1 secicilik gosterdiginde en iist
segicilik smirina sahip olmaktadir. Fakat, her analit i¢in boyle bir durum séz konusu

degildir.

2.7.3.5. Secicilik katsayisini1 belirlemede kullanilan yontemler

Iyon segici elektrotlarin secicilik sabitlerini karisik (mixed) ¢dzelti metotu ve ayri
cozelti metotu olarak farkli yontemler ile hesaplanabilmektedir. Cogunlukla kullanilan
yontem ise, 1975’ de IUPAC tarafindan 6nerilen ve bir karisik (mixed) ¢6zelti metotu olan

sabit girisim metotudur ( Umezawa vd., 2000).

> Kanisik (mixed) ¢ozelti metotlari

Bu metotlar 4 grupta incelenmektedir:
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1) Sabit girisim metotu; ISE ve referans elektrottan meydana gelen hiicrenin
potansiyeli bozucu etki yapan iyon aktivitesi olan ag’ nin sabit oldugu ama ana iyon
aktivitesi ap’ nin degistigi ¢ozeltiler ile dlgiilmektedir. Okunan potansiyel degerlerine karsi
ana iyonun aktivitesi grafige yerlestirilir. Grafigin dogrusal kisimlarinin ekstrapolasyonu
ile elde edilen kesim noktasindan bulunan aa degerinden yararlanilarak asagidaki denklem

ile secicilik katsayis1 bulunmaktadir ( Denklem 2.4.)

kifts' = aA/(aB)ZA/ZB (2.4.)

2) Iki ¢bzelti metotu; saf ana iyon ¢ozeltisi potansiyeli olan E, ile ana iyon ve bozucu
etki yapan iyonun karisimindan meydana gelen ¢6zeltinin potansiyeli olan Ea+g Olglimiine
dayanmaktadir. Secicilik sabiti potansiyel farki degeri AE= Easg-Ea’ nin denklemde yerine

yazilmasi ile hesaplanmaktadir ( Denklem 2.5.).

kﬁ?}g — aA[eAEZaF/(RT) _1]/(aB)ZA/ZB (25)

3) Sabit ana iyon metotu; ISE ve referans elektrottan meydana gelen hiicrenin
potansiyeli aa’ nin sabit oldugu ama ag’ nin degistirildigi ¢ozeltiler ile Olgiilmektedir.
Okunan potansiyel degerleri ag’ ya kars1 grafige yerlestirilir. Grafigin dogrusal
kisimlarimin ekstrapolasyonu ile elde edilen kesim noktasindan bulunan ag degerinden

yararlanilarak asagidaki denklem ile segicilik katsayis1 bulunmaktadir ( Denklem 2.6.)

kf’)-\(?:é = aA/(aB)ZA/ZB (26)

4) Potansiyel esitleme metotu; potansiyometrik segicilik sabitleri ayni kosullar altinda
ayni potansiyel degisimini verebilen ana iyon ve bozucu etki yapan iyonun aktiviteleri
orani olarak tanimlanmaktadir. Oncelikle; ana iyonun bilinen aktivitedeki (aa") cozeltisi,
aa’ nin onceden ayarlanmig olan referans ¢ozelti icerisine eklenip potansiyel degisimi
kaydedilmektedir. Daha sonra;, ag ayni potansiyel degisimi kaydedilene dek referans
cozeltisi igerisine eklenmektedir. Bu metotta secicilik sabiti Denklem 2.7." deki gibi

hesaplanmaktadir ( Umezawa vd., 2000).
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k,pA(,):é = (a‘A —a,)/ag (2.7)

> Ayr ¢ozelti metotlari

Ayri ¢ozelti metodu ile segicilik sabiti hesaplanmasi 2 tiirlii sekilde yapilmaktadir.
ISE ve referans elektrottan meydana gelen hiicrenin potansiyeli 2 ayr c¢ozelti ile
dlciilmektedir. Ik ¢dzeltide; aa aktivitede A iyonu varken hic B iyonu yoktur ve bu
¢dzeltinin okunan potansiyeli Ex’dir. Ikinci ¢ozeltide, ilk ¢ozeltideki iyonunun aktivitesine
esit aktivitede B iyonu (ag) varken A iyonundan hi¢ yoktur ve bu ¢ozeltinin okunan
potansiyeli Eg’dir. Bu verilerden yararlanilarak bu metota gore segicilik sabitleri Denklem

2.8. yardimiyla hesaplanmaktadir. Bu metotda aa=ag durumuna dikkat edilmektedir.

(EB W EA)ZAF
BT —AJSAT L (17, /Z,)loga
RTInt0 O Za/Ze)l00a, (2.8)

logkis =
ISE’lerdeki log, ve E arasindaki iliski ana iyon ve bozucu etki yapan iyon ig¢in
bulunur. Bu iligki yardimi ile ayni potansiyel degisime sebep olan aktiviteler bulunarak

Denklem 2.9.” dan yararlanilarak secicilik sabitleri belirlenmektedir. Bu yontemde Ea=Eg

durumuna dikkat edilmektedir ( Umezawa vd., 2000).

Iog k?ﬁé = aA/(aB)ZA/ZB (2.9_)

2.8. Potansiyometrik Sensor ile flgili Calismalar

Eren (2006), “ Biitiiniiyle Kati- Hal PVC- Membran ve Kompozit NO3z-Segici

2

Potansiyometrik Sensorler ve Uygulamalar1 ” alaninda ¢alismistir. Caligmasinda nitrat
iyonofor olarak bilinen tetra-do-desil amonyum nitrat kullanilarak biitiiniiyle kati- hal PVC
membran ve kompozit membran nitrat-segici elektrotlar hazirlamiglardir. Hazirlanan
elektrotlarin potansiyometrik performanslari durgun ortamda bilgisayar kontrollii
potansiyometrik bir 6l¢lim sisteminde arastirilmistir. Hazirlanan kompozit- membran NO3’
secici elektrot akis enjeksiyon analiz tekniginde dedektor olarak kullanilarak ¢esitli cevre

numunelerinde (su ve bitki) ve bazi ticari sularda nitrat analizi yapilmistir.
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Dalkiran (2009), c¢aligmasinda makrosiklik bir bilesik olan 8,17-bis(piren-1-
ilmetil)-6,7,8,9,15,16,17,18-oktahidrodibenzo[f,m][1,8,4,11] ditiyadiazasiklotetradesin
lariat crown (tag) bilesiginin iyonofor olarak kullanildigi, civa(Il) iyon-segici PVC
membran elektrot gelistirilmesi ve omrii, cevap siliresi, optimum c¢alisma araligi, tayin
siniri, ¢alisilabilir pH araligi gibi performans 6zelliklerini incelemistir. Tiim 6l¢timleri, ¢ift
temash referans elektrot | Analit Cézeltisi | Membran | 1,0x10° M CaCl, | AgCl | Ag
seklindeki bir hiicre kullanilarak yapmustir. Elektrodun farkli analitiksel uygulamalarda

civa (II) iyonlar1 i¢in indikator elektrot olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Bektasoglu (2011), “ Ligand Degisimine Dayanan Dimetoat Baskili Polimerlerin
Kat1 Faz Ekstraksiyonu ve Potansiyometrik Sensdr Uygulamalar1” alaninda ¢alismigtir.
Calismasinda, ligand degisimine dayanan dimetoat baskili polimerlerin hem kati faz
ekstraksiyonunda hem de potansiyometrik sensor c¢alismasindaki basarist arastirilmistir.
Calismasmin ilk asamasinda, Kitosan-Cd(I1)-3merkaptopropiltrimetoksilan ve Kitosan-
Cd(Il) metal selat monomerleri hazirlamis ve dimetoat ile etkilestirilerek uygun capraz
baglayicilar ile polimerlestirmistir. Polimerik yapilardan dimetoat baski molekiilii, 0,1 mol
L formaldehit ¢ozeltisi ile uzaklastirmis ve dimetoat belleklere sahip iki farkli kati destek
elde etmistir. Bu kati1 destekler; MIP-1 [Kitosan-Cd(Il)- 3-merkaptopropiltrimetoksilan-
Dimetoat] MIP-2 [Kitosan-Cd(ll)-Dimetoat]’dir. Ikinci asamada; dimetoat baskili
polimerik yapilar infrared spektroskopisi ile karakterize etmis ve bu dimetoat baskili
polimerlerin  adsorpsiyon, desorpsiyon islemlerinde kullanilabilirligi, adsorpsiyon
izotermleri ve segiciliklerini incelemistir. Potansiyometrik sensor ¢aligmalarinda ise bu
sensoOrlerin potansiyel cevabi, cevaplama siiresi, segiciligi ve tekrar kullanilabilirligini

incelemistir.

Karagelik (2015), “ Poli(metilen mavisi) Kapli Altin Elektrot ile Asetilsalisilik
Asite Duyarli Potansiyometrik Sensor Gelistirilmesi ” alaninda ¢aligmistir. Bu ¢alismada
altim elektrodu metilen mavisinin elektropolimerizasyonu ile modifiye etmistir.
Poli(metilen mavisi) ve asetilsalisilik asit baskilanmig poli(metilen mavisi) modifiye
elektrotlarin elektrokimyasal 6zellikleri doniisiimlii voltametri, elektrokimyasal empedans
spektroskopisi ve potansiyometri teknikleri kullanilarak arastirmistir. Asetilsalisilik asit
¢ozeltilerinde asetilsalisilik asit baskilanmig modifiye elektrodun empedans spektrumunun

ve potansiyelinin degistigi belirlemistir. Modifiye elektrodun asetilsalisilik asite karsi
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potansiyometrik  cevabmin dogrusal oldugu Dbelirlenmis olup sensér olarak

kullanilabilecegini gostermistir.

Birinci  (2016), “ Risperidon Bilesigine Duyarli Potansiyometrik Sensor

2

Gelistirilmesi iizerinde c¢alismistir. Bu calismasinda, mikro boyutlarda kompozit
risperidon-duyarli sensorler gelistirmis ve gelistirilen mikro boyutlarda risperidon-duyarl
sensoOrlerin potansiyometrik Ozellikleri (segicilik sabiti, dogrusal calisma araligi, tayin
limiti, cevap siiresi, pH c¢alisma araligi, tekrarlanabilirligi, kullanim 6mrii) bilgisayar
kontrollii 6l¢giim sistemi ile durgun ortamlarda incelemistir. Gelistirilen mikro boyuttaki
risperidon-duyarli sensor, sentetik olarak hazirlanan numunelerde uygulamistir. Sonuglar

sensoriin risperidon tayininde kullanilabilecegini gostermistir.

Celik (2017), “ Antihipertansif Ilac Etken Madde Olan Atenolole Segici

2

Potansiyometrik Sensoriin - Gelistirilmesi alaninda c¢alismigtir. Calismasinda; bir
antihipertansif ila¢ etken madde olan atenolol (AT) segici yeni tip PVC membran kati-hal
mikrosensor gelistirmistir. AT-se¢ici mikrosensdriin potansiyometrik performanslari
durgun ortam 6l¢timleri ile degerlendirmistir. AT-segici mikrosensoriin cevap zamani kisa
(<12 s) ve kullanim &miirii uzun (4-6 hafta), hazirlanan AT-segici sensér 107 - 2,5x107
mol.L™"’lik derisim arahinda dogrusal davrams ve atenolole karst iyi bir secicilik

sergiledigini incelemistir. Hazirlanan AT-secici potansiyometrik mikrosensor kullanilarak

farmosetik numunede atenolol tayini basariyla gerceklestirmistir.

Arslan (2017), “ Antikanser ilag Etken Madde Olan Busulfan Secici

b

Potansiyometrik Sensoriin Gelistirilmesi ” alaninda ¢alismistir. Calismasinda, antikanser
ilag etken maddelerinden biri olan busulfan’ a segici yeni tip PVC membran kati-hal
mikrosensor gelistirmistir. BUS-se¢ici mikrosensoriin  potansiyometrik performanslari
durgun ortam Olgimleri ile degerlendirmistir. Sensoriin cevap zamani kisa (<15 ),
kullanim O6mrii uzun ( 4-6 hafta), gelistirilen sensor 10'2-2,5X10'5m0|.L'1’1ik derisim
araliginda dogrusal davranis ve busulfana karsi iyi bir secicilik gostermistir. Hazirlanan
BUS-secici potansiyometrik mikrosensor kullanilarak farmasotik ilag numunesinde BUS

tayini basariyla gerceklestirilmistir.
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Uslu (2018), ¢alismasinda, dopamin tayinine yonelik olarak ti¢ farkli sensor sistemi
gelistirmistir. Dopamin tayini i¢in, hazirlanan ilk sensor sisteminde 3-APBA ile modifiye
edilmis CuO, ZnO ve CuO-ZnO kompozit nanolif yapilar1 ile kaplanmis QCM elektrot
sistemi kullanilmistir. Ikinci ydntem olarak, molekiiler baskili polimer (MIP) tabanli
potansiyometrik sensdr gelistirilmistir. Ugiincii yontem olarak ise, karboksi metil dekstran
(CMD) ile modifiye ¢ip yiizeylerine 3-APBA liganti immobilize edilerek reflektometrik
interferans spektroskopisi (RIfS) temelli sensor sistemi gelistirilmistir. Elde edilen
analizler sonucunda hesaplanan tayin limiti degerleri QCM, potansiyometrik sensor ve
RIfS igin sirasiyla 2X10'l|\/l, 3,86X10'10|\/I, 6,5X10'10 M olarak bulunmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullamlan kimyasallar

Sarkozin (2- Metilamino-asetik asit, % 99), grafit tozu, dibutil fitalat (DBF, % 99),
glisin (C2HsNO,, % 99), sodyum hidroksit (NaOH, % 99), potasyum kloriir (KCI, % 99)
Aldrich firmasindan temin edilmistir. Asetik asit (CH3COOH, % 99), nitrik asit (HNO3)
Mercek (Germany) firmasindan almmistir. Deneyler i¢in kullanilan deiyonize su,
EUTECH CYBERNETICS alpha- CON- 1000 marka deiyonize su cihazindan temin

edilmistir.
3.1.2. Kullanilan cihazlar

pH- iyon metre: Metler Toledo Seven Multi; potensiyel 6l¢timleri i¢in kullanildi.
Manyetik karistirici: Variomag Multipoint; belirli pH’ larda ¢ozelti hazirlamak igin
kullanildi.

Isitic1- karnistirici: Heidolph MR3001; ¢ozelti hazirlamak ve karistirma islemleri igin
kullanildi.

Hassas terazi: Ohaus Adventurer- Pro; tartim islemleri i¢in kullanildu.

MALDI-TOF/MS: Voyager Biyospektrometri STR Work Station; karakterizasyon
islemleri i¢in kullanildi.

'H- NMR: JEOL GX-400 500 MHz NMR cihaz, karakterizasyon iglemleri i¢in kullanildi.
Zeta boyut analizi: Zeta Sizer Nano Series (Nano-ZS) Malvern Instrument,
karakterizasyon islemleri ig¢in kullanildu.

Floresans spektrometresi: Hybrid Biotek Mikroplaka Okuyucu; karakterizasyon islemleri
i¢in kullanildi.

SEM: Zeis Ultra Plus, karakterizasyon islemleri igin kullanildu.

CD spektroskopi: Dairesel dikroizm spektroskopi, karakterizasyon islemleri igin
kullanildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Fotosensitif biyokonjugasyon yapabilecek amino asit monomer sentezi

ANADOLUCA konsept yontemine dayanan patentlenmis rutenyum tabanh
aminoasit monomerlerden yola ¢ikilarak MATYyr-Ru(bipyr),-MATyr (bis(2-2'-bipiridil)-
metakriolil tirosin-metakriloil tirosin rutenyum (I1) ) sentezlenecektir. ANADOLUCA
[AmiNoAcid (monomer) Decorated and Light Underpining Conjugation Approach]
yontemi; enzim, protein ve antibadi gibi biyomolekiillerin yapisinda ve aktivitelerinde
bozulma olmadan nano 6lgekte sentez olanagi saglamaktadir. Bu yontemin amaci; 1s1ga
duyarli rutenyum bazli aminoasit monomerleri ve oligomerleri, rutenyum-selat bazl
monomerler tarafindan mikro ve nano yapilar {izerinde 1s18a duyarlilik ve konjugasyon
yaklagimi kullanilarak aminoasit monomer-protein ¢apraz baglanmasi hazirlamaktir. Isiga
duyarli aminoasit monomer baglayicilari, kimyasal olarak ve biyo-uyumlu bir¢ok farkli
mikro ve nano-yiizeye sonra proteine, i1sinlama kullanarak tek asamali ¢apraz baglama
reaksiyonu olarak hareket ettiklerinde reaksiyona girebilirler. Mikroemiilsiyon
polimerizasyon teknigine dayanan bu yontem biyomolekiilleri rutenyum selatlariyla ¢apraz
baglamaktadir. Hazirlanmis olan nano Olgekli biyomolekiiler parcaciklarin yapisi,
mikroemiilsiyon polimerizasyonunun fiziksel ve kimyasal kararliligiyla giiclendirilmistir,
boylece molekiillerin faaliyetlerinde kayip olmadan tekrar kullanilmasma imkan
sunmaktadir.  (R.  Say, 2011 www.wipo.int/patentscope/search/en/W02011070402
Pub.No.:W0/2011/070402; Int. Appl. No: PCT/IB2009.055707).

3.2.1.1. Diklorobis (2-2’-bipiridil) rutenyum (RuCl»(bipyr),) sentezi

RuCl,(DMS0), (0,1 g; 2,06x10™ mol) ve 2-2’-bipiridil (0,064 g, 1,3x10° mol)
kloroform (30 mL) i¢inde 1 saat reflaks edilmistir. Reaksiyonun sonunda ¢oziiciiye déner
buharlastirici yardimi ile uzaklagtirma yapilmistir. Kalint1 aseton igerisine konulmustur.
Aseton igindeki c¢ozelti icerisine dietileter ilave edilerek turuncu renkteki maddeye
coktiiriilme yapilmistir. Coken katiyr siizerek ayristirilma yapilmistir. Ayrilan kati, eterle

yikanir ve vakumda kurutulma yapilmistir (E.N.: 205-210 °C).
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3.2.1.2. Klorobis (2-2°-bipiridilMATyr-rutenyum (RuCIMATYyr(bipyr),) sentezi

RuCl,(bipyr), (0,1 g; 2,064x10™ mol) metanol icerisinde ¢oziilme yapilmistir.
Cozelti 0°C’ ye kadar sogutulmus, iistiine N(CH,CHys)s (trietilenamin) ilave edilmistir. Oda
sicakligina getirilmis ¢ozelti listiine metanol igerisinde ¢6ziinmiis Ma-T (0,172 g, 4,8x10°
mol) damla damla eklenmis ve arkasindan 55 °C’ de 2 giin reflaks edilmistir. Reaksiyonun
sonunda ¢oziiciiniin uzaklastirilmasi yapilmistir. Kalinti diklorometan igerisinde ¢oziiliip, 3
kez H,0 ile ekstrakte edilmistir. Organik fazlar toplanip, MgSO,4 (magnezyum siilfat) ile
kurutulma yapilmistir. Coziicii rotary evaporatorde uzaklastirilip sirasi ile eterle yikama ve

vakumda kurutma islemleri yapilmstir (E.N.: 125-128 °C).

3.2.1.3. Bis (2-2’-bipiridil) bis-MATyr-rutenyum (RUMATyYr(MATvr)(bipyr),) sentezi

RUCIMATyr(bipyr)2) (0.1 gr; 1,43x10”* mol) MetOH igerisinde ¢oziilme
yapilmistir. MA-T (0,172 g, 4,8x10° mol), DMSO igerisinde ¢Oziinmiis ve oda
sicakliginda damla damla birinci ¢6zelti igerisine eklenmistir. Karigima 110°C' de 6 saat
karistirtlma iglemi yapilmistir. Solventler diisiik basing altinda ¢ikaritilip tortu, CH,Cy»
igine alimmistir. Organik katman, H,O (3x10 mL) ile yikanmig, MgSOy, iistiinde kurutulma
yapilmistir. Son olarak eterle yikanip, vakum altinda kurutulma islemi yapilmistir (E.N.:>
220 °C).

3.2.2. Nano-anti C reaktif protein antibadinin sentezi

Nano-anti-C reaktif protein (CRP) antibadinin hazirlanmasi i¢in; ilk olarak, anti-
CRP antibadi, ANADOLUCA yo6ntemine gore azot atmosferi altinda, MATyr-Ru(bipyr),-
MATyr ile ¢apraz baglanmistir. Daha sonra, MATyr-Ru(bipyr),-MATyr ile ¢apraz
baglanmis anti-CRP antibadi mikroemiilsiyon polimerizasyon ortamina eklenmistir
(PVA’nmm (polivinil alkol) saf su i¢inde dagitilmasiyla hazirlanir). Reaksiyon ortamina
amonyum persiilfat eklenmistir. Reaksiyon oda sicaklifinda azot atmosferi altinda giin
1s181inda 48 saat boyunca meydana gelmistir. Son olarak, reaksiyonun sonunda nano-anti-
CRP antibadi, reaksiyon ortamimdan 6000 rpm'de santrifiijleme ile ayristirilip; reaksiyona

girmemis tiirleri ¢ikarmak icin saf su ile yikanmaistir.
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3.2.3. Anti-C reaktif protein antibadi konjuge grafen oksitin sentezi

Anti-CRP antibadi-GFOX i¢in; MATyr-Ru(bipyr),-MATyr hazirlanmasindan 6nce
capraz baglh grafen oksit hazirlanmistir. Bu ¢apraz baglama prosediirii, NHS/EDC c¢apraz
baglama yaklasimina dayanmaktadir. Boylece; grafen oksit, 0.1 M NHS ve 0.4 M EDC ile
etkilesime girmistir. Daha sonra reaksiyon ortamina 150 uL. MATyr-Ru(bipyr),-MATyr
eklenmistir. Reaksiyon azot atmosferi altinda 12 saat boyunca meydana gelmistir.
Reaksiyondan sonra, reaksiyon ortamina 1000 ppm anti-CRP antibadi ilave edilip; anti-
CRP antibadi-GFOX hazirlanmistir.

3.2.4. Hazirlanan malzemelerin potansiyometrik sensor yapiminda kullanim

3.2.4.1. Polimerli karbon pasta elektrodun (sensoriin) hazirlanmasi

Membran bilesiminde yer alan maddeler; 200 mg grafit tozu, 125 pL polimer, 15
uL dibutil fitalattir.

Ik olarak; sensériin hazirlanmasi i¢in spektroskopik saflikta 200 mg grafit tozu ve
15 uL dibiitil ftalat iceren karigim bulamag haline gelene kadar karistirilmistir. Daha sonra
lizerine nano-anti-CRP potansiyometrik sensor igin, 125 pL nano anti-CRP antibadi
polimeri ve anti-CRP-GFOX potansiyometrik sensori igin ise, 125 pL anti-CRP-antibadi-
GFOX polimeri eklenerek karigmaya birakilmigtir. Karigim uygun kivama geldiginde 15
cm uzunlugundaki 5-6 mm capindaki cam borularin i¢ine 0,5-1 mm kalinliginda ve 5-15
cm uzunlugundaki bakir teller pamuk yardimiyla boruya sikistirilmistir. Hazirlanmis olan

karisim cam borularin i¢ine doldurularak, 1 gece kurumaya birakilmistir.

Hazirlanan elektrotlar kuruduktan sonra elektrot yiizeyi, piiriizsiiz bir kagit tizerinde
diizlestirilmistir. 10° mM sarkozin ¢ozeltisinde bekletilerek sartlandirilmistir. Her
6l¢iimden dnce membran ve referans elektrot ¢ifti deiyonize suyla yikanip kurulanmigtir.
Potansiyel Ol¢iimleri Ag/AgCl referans elektroduna karsi Metler Toledo Seven Multi
pH/iyonmetreyle yapilmistir. Her 6lglimden sonra sensor yaklasik 45 dk 0,1M asetik asit
ve IM KCI ile muamele edilmistir. Elektrot kullanilmadigi zamanlarda deiyonize suda

birakilarak bekletilme islemi yapilmigtir.
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Sekil 3.1. Polimerli karbon pasta elektrot

3.2.4.2. Kontrol karbon pasta elektrodun hazirlanmasi

Membran bilesiminde yer alan maddeler; 400 mg grafit tozu, 100 pL dibutil
fitalattir.

[k asamada; elektrodun hazirlanmasi igin spektroskopik saflikta 400 mg grafit tozu
ve 100 pL dibiitil ftalat karistiralarak bulamag¢ haline getirilmistir. Karigim, 15 cm
uzunlugundaki 5-6 mm ¢apindaki cam borularin i¢ine 0,5-1 mm kalinliginda ve 5-15 cm
uzunlugundaki bakir teller pamuk yardimiyla boruya sikistirilmistir. Hazirlanmis olan

karisim cam borularin i¢ine doldurularak, 1 gece kurumaya birakilmistir.

Hazirlanan elektrotlar kuruduktan sonra elektrot yiizeyi, piiriizsiiz bir kagit tizerinde
diizlestirilmistir. 10°mM  sarkozin cozeltisinde bekletilerek sartlandirilmistir.  Her
Olciimden 6nce membran ve referans elektrot ¢ifti deiyonize su ile yikanip kurulanmistir.
Potansiyel olgtimleri Ag/AgCl referans elektroduna karst Metler Toledo Seven Multi
pH/iyonmetreyle yapilmistir. Her 6l¢iimden sonra sensor yaklasik 30 dk 0,1M asetik asit
ve IM KCI ile muamele edilmistir. Elektrot kullanilmadigi zamanlarda deiyonize suda

birakilarak bekletilme islemi yapilmistir.
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Sekil 3.2. Kontrol karbon pasta elektrot

3.2.4.3. Potansivyel olciim sistemi

Olgiimden &nce membran ve referans elektrot cifti deiyonize su ile yikamip
kurulanmistir. Potansiyel dlgiimleri Ag/AgCl referans elektroduna karst Metler Toledo
Seven Multi pH/iyonmetreyle yapilmistir. Her 6lglimden sonra sensor yaklasik 45 dk 0,1M
asetik asit ve 1M KCI ile muamele edilmistir. Elektrot kullanilmadigi zamanlarda
deiyonize suda birakilarak bekletilme islemi yapilmistir. Sekil 3.3. ’de potansiyometrik

Olclim sistemi gosterilmektedir.

Sekil 3.3. Potansiyel 6l¢iim sistemi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Karakterizasyon

Rutenyum tabanli aminoasit monomerlerden elde edilen MAT-Ru-MuABt
ANADOLUCA (Say R., 2009) yaklasimiyla sentezlenip, karakterizasyonu incelenmistir.
Rutenyum tabanli aminoasit monomerlerin karakterizasyonu i¢in, MALDI-TOF/MS
(Matriks ile desteklenmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi)

ve 'H NMR’1 kullanilmastir.

Sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyonunda; partikiil ebadini belirlemek i¢in
Zeta boyut analizi ve SEM ile karakterize edilmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin
floresans Ozelligini belirlemek igin floresans spektrometresi ve yapisindaki degisikleri

belirlemek amaciyla CD spektroskopisi kullanilmistir.

4.1.1. Diklorobis (2-2’-bipiridil) rutenyum karakterizasyonu

MALDI-TOF/MS kiitle spektrumu, bir Voyager Biyospektrometri STR Work
Station'da alinmigtir ve 337 nm'lik bir pulslu azot lazer kullanilmistir. Hizlanma voltaji 20
kV'a ve gecikme siiresi ise 100 ns ayarlanilmistir. Kiitle analizi pozitif reflektér modunda
gerceklestirilmistir  ve gecikmeli ekstraksiyon modunda yapilmistir.  a-Siyano-4-
hidroksisinnamik asit (CHCA) matris ¢ozeltisi kullanilmis ve.10 mg CHCA, 1:1 oraninda
hazirlanmis 1 mL %0,3 TFA soliisyonu ve asetonitril ¢ozeltisi igerisinde ¢6ziilme
yaptlmistir. 2 uL numune ¢ozeltisi, asetonitril/%0,3 TFA igerisindeki 23 puL 10 mg/mL'lik
CHCA ile karigtirtlma yapilmistir. Bu karigim (1 pL) bir MALDI-TOF/MS numune plakasi

istiine yerlestirilmis ve kurumaya birakilma islemi yapilmistir.
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Sekil 4.1. MALDI-TOF/MS Ru(bipy),Cl, spektrumu

Sekil 4.1’de MALDI-TOF/MS Ru(bipy),Cl, spektrumu gosterilmektedir. Iyon,
bipiridil ile ilgili olarak 79, 128 ve 157 m/e'de tepe noktalari olmaktadir. m/e 101, 413

sirastyla Ru ve Ru(bipyr),'yi gostermektedir. m/e 293, 327, 448 ve 484 sirasiyla
RubipyrCI, RubipyrCl,, Ru(bipyr).Cl ve Ru(bipyr),Cl,. Bu spektrumda Ru(bipyr).Cl,
yapisinin tam olarak iretildigi teyit edilmistir. m/e 172, 190, 212 ve 379 ise CHCA

matriksiyle ilgilidir.

4.1.2. Klorobis(2-2’-bipiridil)MATyr-rutenyum karakterizasyonu

RUCIMATyr(bipyr); *H-NMR spektrumu, CDCl; i¢inde JEOL GX-400 500 MHz

NMR cihaz1 kullanilarak elde edilmistir. Kimyasal kaymalar (6 ppm) cinsinden CDCl3

referans alinarak rapor edilmistir.
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Sekil 4.2. Klorobis (2-2’-bipiridil) MATyr-Rutenyum

Sekil 4.2’de molekiiler yapisi goriilmekte olan Klorobis (2-2’-bipiridil) MAT-
Rutenyum ig¢in;

Elementel analiz: C33H33CINsO4Ru: Deneysel: C 56.75%, H 5.01%, N 10.23%, Teorik: C
56.85%, H 4.34%, N 10,05%.

'H NMR (500 MHz, CDCl3), ppm: 9.7 (d, 4H, %)= 5.08 Hz), 8.56 (d, 4H, 3J= 7.92 Hz),
7.92 (t, 4H, %)= 7.82 Hz), 7.3 (t, 1H, %)= 7.4 Hz), 7.23 (t, 2H, %)= 7.47 Hz), 7.18 (d, 2H,
3)=7.46 Hz), 7.12 (t, 4H, 3J= 6.30 Hz), 5.3 (d, 1H, )= 1.52Hz), 5.3 (d, 1H, 2J= 1.54 Hz),
1.8 (s, 3H).

4.1.3. Bis (2-2’-bipiridil)bis-MATyr-rutenyum (I1) karakterizasyonu
RUMATyYr(MATyr)(bipyr), *H-NMR spektrumu, CDCl; i¢inde JEOL GX-400 500

MHz NMR cihaz1 kullanilarak elde edilmistir. Kimyasal kaymalar (6 ppm) cinsinden

CDCl; referans alinarak rapor edilmistir.
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Sekil 4.3. Bis(2-2’-bipiridil)bis-MATyr-rutenyum (I1)

Sekil 4.3’de molekiiler yapisi goriilmekte olan Bis(2-2’-bipiridil)bis-MATyr-
rutenyum (1) bilesigi igin;

Elementel analiz: CsoHssNgOgRU: Deneysel: C 61.97%, H 4.3%, N 10.8%, Teorik.: C
62.82%, H 4.85%, N 11.72%.

'H NMR (500 MHz, CDCl3), ppm: 10.74 (d. 2H, J=14.9Hz),9.76 (s, 1H), 7.99 (d. 1H,
J=7.68 Hz), 7.91 (d. 1H, J=7.57 Hz), 7.54 (d. 2H, J=7.94 Hz), 7.46 (d. 1H, J=8.2 Hz), 7.31
(t, 4H, J=6.76 Hz), 7.16 (s, 1H), 7.1 (d. 2H, J=11.7 Hz), 7.07-7.00 (g, 5H, J=8.0Hz), 5.6(d.
2H, J=6.6Hz), 5.3 (s. 2H), 4.57(m, 1H, 4.39(m, 2H), 1.24 (s.3H).
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4.1.4. Nano-anti-C reaktif protein antibadinin karakterizasyonu

Sentezlenen nano-anti-CRP antibadi floresans spektrumunu igin Hybrid Biotek
mikropsaka okuyucu cihazi kullanilmistir. Sentezlenen nano-anti-CRP antibadi, 1000 ppm’
de 1 mL nanopartikiil saf su ile 3 mL'ye seyreltilmistir. 300 nm uyarma dalga boyu ile
floresans spektrumu, 320-700 nm araliginda taramayla elde edilmistir. Sekil 4.4." de
goriildiigii lizere, nano-anti-CRP antibadi floresans spektrumunda en yiiksek pik 690

nm’de alinmustir.

Sekil 4.4. Nano-anti-CRP antibadi floresans spektrumu

Nano-anti-CRP antibadinin taramali elektron mikroskobu ile goriintiileri alinarak
nanopartikiillerin yapisindaki boyut dagilimi hakkinda bilgi edinilmistir. Sekil 4.5 deki
elde edilen goriintiiler incelendiginde nanopartikiillerin boyutlarinin ortalama 200 nm

civarinda oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Nano-anti-CRP antibadinin SEM goriintiileri

Nano-anti-CRP antibadinin boyut analizi igin; Nano Series (Nano-ZS) Malvern
Instrument cihazi kullanilmistir. 1000 ppm 1 mL olacak sekilde hazirlanmig
nanopartikiiller deiyonize su igerisinde disperse edilmis ve ardindan homojenizasyon igin
ultrasonik banyoda homojenize edilerek boyut ol¢iimii gergeklestirilmistir. Elde edilen
sonuglar Sekil 4.6’da gosterilmektedir. Elde edilen analiz sonucuna gore; partikiillerin

ortalama boyutu 109,6 nm ve 6lgiilen PDI degeri ise 0,300 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.6. Nano-anti-CRP antibadinin zeta boyut spektrumu
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Yapilan diger karakterizasyon islemi de CD spektroskopisidir. Nano-anti-CRP

antibadinin ikincil yapisindaki degisiklikleri belirlemek icin yapilmistir. Sekil 4.7°de

gorillen CD spektrumunda 180-200 nm tepe noktalaridir. 220-360 nm arasindaki tepe

noktalar1 ¢apraz baglama asamasinda nano-anti-CRP antibadiye bagli rutenyum bazli

aminoasit monomerinin aromatik gruplarini gostermistir.
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Sekil 4.7. Nano-anti-CRP antibadinin CD spektrumu

4.1.5. Anti-C reaktif protein antibadi konjuge grafen oksit karakterizasyonu

Sentezlenen anti-CRP-antibadi-GFOX floresans spektrumunu i¢in Hybrid Biotek
mikropsaka okuyucu cihazi kullanilmistir. Sentezlenen anti-CRP-antibadi-GFOX, 1000
ppm’ de 1 mL nanopartikiil saf su ile 3 mL'ye seyreltilmistir. 300 nm uyarma dalga boyu
ile floresans spektrumu, 320-700 nm araliginda taramayla elde edilmistir. Sekil 4.8.” de
goriildiigii tizere, anti-CRP-antibadi-GFOX floresans spektrumunda en yiiksek pik 690

nm’de alinmaistir.
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Sekil 4.8. Anti-CRP- antibadi GFOX floresans spektrumu

Anti-CRP-antibadi-GFOX taramali elektron mikroskobu ile goriintiileri alinarak
nanopartikiillerin yapisindaki boyut dagilimi hakkinda bilgi edinilmistir. Sekil 4.9’ da elde
edilen goriintiiler incelendiginde nanopartikiillerin boyutlarinin ortalama 200 nm civarinda

oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.9. Anti-CRP-antibadi-GFOX SEM goriintiileri

Anti-CRP-antibadi-GFOX’ un boyut analizi igin; Nano Series (Nano-ZS) Malvern
Instrument cihazt kullanilmigtir. 1000 ppm 1 mL olacak sekilde hazirlanmig
nanopartikiiller deiyonize su icerisinde disperse edilmis ve ardindan homojenizasyon i¢in

ultrasonik banyoda homojenize edilerek boyut ol¢liimii gergeklestirilmistir. Elde edilen
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sonuglar Sekil 4.10’da gosterilmektedir. Elde edilen analiz sonucuna gore; partikiillerin
ortalama boyutu 176,1 nm ve 6lgiilen PDI degeri ise 0,332 olarak bulunmustur.

Temperature [(*C): 25,0 Duration Used (s): 230
Count Rate (keps): 185 Measurement Position (mm): 485
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 11
Results
Size [d.n... % Intensity: 5t Dew (d....
L-Average [d.nm): 1721 Peak 1: 272 2 T2.7 T71.69
Pdl: 0,332 Peak 2: 50.70 27.3 18,20
Intercept: 0,842 Peak 3: 0.000 0.0 0,000
Result Refer to quality report
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Sekil 4.10. Anti-CRP-antibadi-GFOX zeta boyut spektrumu

Anti-CRP-antibadi-GFOX’ un ikincil yapisindaki degisiklikleri belirlemek i¢in CD
spektroskopisi analizi yapilmistir. Sekil 4.11°de goriilen CD spektrumunda 180-200 nm
tepe noktalaridir. 240-360 nm arasindaki tepe noktalar1 ¢apraz baglama asamasinda nano-
anti-CRP antibadiye bagli rutenyum bazli aminoasit monomerinin aromatik gruplarini

gostermistir.
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Sekil 4.11. Anti-CRP-antibadi-GFOX CD spektrumu

4.2. Potansiyometrik Sensor Ile Yapilan Olciimler
4.2.1. Potansiyometrik sensor icin sartlandirma yapilmasi

Potansiyometrik ~ Ol¢limlerin  optimum slirede tamamlanmasi i¢in Slglim
standartlarini belirlemek amaciyla 6l¢iimiin gerceklestirilmesi gereken siireyi, rejenerasyon
icin gerekli siireyi ve sensoriin dengeye gelmesi i¢in gerekli siireyi belirlemek amaciyla
sartlandirma basamaklari cahisilmistir. Bu amagla; 10° mM sarkozin ¢ozeltisi, 0,1 M
CH3COOH ve 0,1 M KCI ¢ozeltileri kullanilmistir. Her potansiyometrik sensor igin;
strastyla 10 * mM sarkozin ¢ozeltisi, 0,1 M CHsCOOH ve 0,1 M KClI ¢ozeltisinde 1’er saat
Ol¢timler alinmustir ve iki kez tekrar edilmistir. Elde edilen sonuglardan ii¢ potansiyometrik

sensor i¢in alinacak 6l¢lim stiresi 45 dakika olarak bulunmustur.
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4.2.2. pH’ 1n etKisi

Potansiyometrik sensorlerin potansiyel yaniti tizerindeki pH etkisini incelemek igin
5mL 1x10® mM sarkozin ¢Ozeltisinin pH’ 1 farkli derisimlerdeki HNO3; ve NaOH
cozeltileriyle farkli pH degerlerine (pH: 2,0- 8,0) ayarlanmis olup her pH igin 45 dk’ lik
Olctimler alinmistir. Her 6l¢iimden sonra sensor 45 dk 0,1 M asetik asit ve 1 M KCI ile
muamele edilmistir. Ol¢iimler, Toledo Seven Multi pH/iyonmetre ile oda sicakliginda

gergeklestirilmistir. Potansiyometrik sensoriin pH etkisi sekil 4.12” de verilmistir.

255 -

=¢— Nano-anti-CRP antibadi
235 - katkili potansiyometrik

215 - sensor
== Anti-CRP-antibadi-GFOX

katkil potansiyometrik
sensor

195 -
175 4
155 +
135 4
115 4
95 -+
75 -
55 -
35 A
15 -

Potansiyel (mV)

25 0 1 2

Sekil 4.12. Potansiyometrik sensore pH etkisi ( C: 1,0x 10™* mM sarkozin, T: 25°C)

Sekil 4.12.” de goriildiigti iizere pH, iki potansiyometrik sensorde de potansiyel pH
2,0’ de maksimum degere ulasmustir. Iki potansiyometrik sensériin de asidik ortamda ( pH

2,0) daha kararli oldugu gozlenmistir.
4.2.3. Derisimin etkisi
Nano-anti-CRP antibadi katkili potansiyometrik sensor, anti-CRP-antibadi-GFOX

katkili potansiyometrik sensor ve kontrol potansiyometrik sensor farkli konsantrasyonlarda

(1,0x10%-1,0x10™ mM) 5 mL sarkozin ¢ozeltileriyle muamele edilmistir. Diisiik
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konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona olacak bi¢imde hazirlanmis sarkozin
cozeltilerinde (nano-anti-CRP antibadi katkili potansiyometrik sensor, anti-CRP-antibadi-
GFOX katkili potansiyometrik sensor ve kontrol potansiyometrik sensor) 45dk’lik
Olctimler oda sicakliginda alinmistir. Her 6l¢limden sonra elektrot yaklasik 45 dk 0,1 M
asetik asit ve 1 M KCI ile muamele edilmistir. Olgiimler, belirlenen optimum pH:2
degerinde ve ii¢ potansiyometrik sensor icin de ayni bigcimde gergeklestirilmistir.
Potansiyel degisimleri MetlerToledo Seven Multi pH/iyonmetre ile bulunmustur. Cihazda

Olctilen olgtimler konsantrasyona karsi grafige gecirilmistir.

220 -
210 -~
200 -
190 -
180 ~
170 -
160 -
150 ~

140 -
130 =¢=—Nano-anti-CRP antibadi katkili

120 - potansiyometrik sensér

110 -~ == Anti-CRP-antibadi-GFOX
100 - katkili potansiyometrik sensor
90 -
80 -
70 -
60 -
50 T T T T T T T T T T T T )
O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Potansiyel (mV)

Kontrol potansiyometrik
sensor

Sekil 4.13. Potansiyometrik sensorlere sarkozin konsantrasyonun etkisi ( pH:2,0; C:
1,0x10™ -1,0x10? mM ; T: 25 °C)

Sekil 4.13” de gosteridigi gibi nano-anti-CRP antibadi katkili potansiyometrik
sensor, anti-CRP-antibadi-GFOX katkili potansiyometrik sensére gore daha yiiksek
potansiyelde tepki verdigi goézlenmistir. En diisiik potansiyel degeri ise kontrol
potansiyometrik sensoriinde goézlemlenirken, artan derisimin kontrol potansiyometrik

sensOriiniin potansiyeli tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi belirlenmistir.
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4.2.4. Cevap siiresinin belirlenmesi

Potansiyometrik sensorlerin referans elektrota karsi belirli konsantrasyonlardaki
sarkozin ¢ozeltilerinin potansiyelleri farkli zaman dilimlerinde 6Slgiiliip elektrodun cevap
stiresi bulunmustur. Potansiyelin kararli hale gelmesi i¢in, gerekli olan siire kaydedilmistir.
Potansiyel Ol¢limlerinin kararli hale geldigi siire potansiyometrik sensoriin cevap siiresi

olarak bulunmustur.

Potansiyometrik sensoriin algilama yetenegini 6lgen bir diger 6nemli faktor cevap
stiresinin belirlenmesidir. Cevap siiresi, polimerli potansiyometrik sensorlerin referans
elektroda karsi  1,0x10* mM  sarkozin cozeltisiyle sensorlerin  zamana karst
potansiyometrik davranigi incelenmistir (Sekil 4.14). Bir sensoriin analitik ¢aligmalar igin

verimli bir bicimde kullanilmasinda cevap siiresinin kisa olmasi gerekir.

205 + == Nano-anti-CRP antibadi
katkili potansiyometrik

H#**H_H sensor

N

o

o
1

== Anti-CRP-antibadi-GFOX
katkil potansiyometrik
sensor

[

Xeo]

(6]
1

Potansiyel (mV)
[EnY
(o)
o

[ERN
(o0}
(2}
1

180 -

175 T T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Zaman (sn)

Sekil 4.14. Potansiyometrik sensorlerin cevap zamani ( pH: 2,0 ; C: 1,0x10* mM, T:250C)

Sekil 4.14° de gosterildigi gibi, 1,0x10* mM nano-anti-CRP katkili potansiyometrik
sensoriin 60 saniye ve anti-CRP-GFOX katkili potansiyometrik sensoriin ise yaklagik 120

saniyede karara geldigi belirlenmistir.
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4.2 5. Tekrar kullanilabilirlik ve 6mriiniin belirlenmesi

Potansiyometrik sensorlerin énemli kriterlerden biri olan tekrar kullanilabilirligin
belirlenmesi i¢in ayn1 derisimdeki sarkozin ¢ozeltilerinin potansiyeli 6l¢iiliip her 6l¢timden
sonra referans ve indikator elektrot deiyonize suyla yikanmistir ve diger 6l¢lim alinmustir.
Potansiyometrik sensorlerin tekrar kullanilabilirligini incelemek ig¢in potansiyometrik
Olctim islemi ardi ardina 10 kez yapilmistir. Bu islem 10° mM’ lik sarkozin ¢oOzeltisi ile
yapilmistir. Her kullanimdan sonra potansiyometrik sensorler 45 dk 0,1 M CH3;COOH

cozeltisi ve 1 M KCI ile muamele edilerek sensoriin desorpsiyonu saglanmistir.

Sekil 4.15.” de gorildigii gibi iki potansiyometrik sensoriin potansiyelinde kayda
deger bir azalma olmamistir. Kayip olmadan 10’a kadar tekrar kullanilabilir ¢aligmalar

ortaya koyulup hassasiyetinde herhangi bir kayip tespit edilmemistir.

230 -
220 -
ol 0—0’"‘\0—0—0\,___,/‘
200 -
1907 g g——a——a——a——=
180 -
170 -
S 160 -
£ 150 -
< 140 -
2 130 -
g 120 - . -
5 110 - === Nano-anti-CRP antibadi
& 100 - katkili potansiyometrik
90 - sensor
80 - == Anti-CRP-antibadi-GFOX
70 - katkil potansiyometrik
60 1 sensor
50 T T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Ol¢iim sayisi

Sekil 4.15. Potansiyometrik sensorlerin tekrar kullanilabilirligi (pH:2,0, C:1,0x10° mM
sarkozin, T:25°C)

Hazirlanan polimerli potansiyometrik sensorler ve kontrol potansiyometrik sensor
ile yaklasik 3-4 ay boyunca kalibrasyon ¢ozeltilerinin potansiyelleri okunmus ve sensoriin

potansiyelinin diismeye basladigi siire sensoriin 6mrii olarak belirlenmistir. Nano-anti-CRP
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antibadi  katkili  potansiyometrik  sensér ve anti-CRP-antibadi-GFOX  katkili

potansiyometrik sensor 3-4 ay siiresince kararli bir sekilde kullanilabildikleri gozlenmistir.
4.2.6. Analitik performansin degerlendirilmesi

Derigimi belirli ¢ozeltiye, potansiyometrik sensorler ve referans elektrot
daldirilarak elektrokimyasal hiicreler olusturulmustur. Hiicrenin potansiyel 6l¢timleri, 1,0x
10%%-1,0x10" mM derisim araliginda hazirlanan sarkozin ¢ozeltilerin diisiik derisimden
yiiksek derisime olacak sekilde ( nano-anti-CRP antibadi katkili potansiyometrik sensor,
anti-CRP-antibadi-GFOX katkili potansiyometrik sensér ) 45 dk’ lik odlgimler oda
sicakliginda alinmistir. Her bir ¢Ozelti i¢in okunan hiicre potansiyeli, ¢ozeltilerin
derisimine kars1 grafige gegcirilerek, potansiyometrik sensorlerin kalibrasyon egrisi elde
edilmistir. Kalibrasyon egrisinden dogrusal ¢alisma araligi ve gozlenebilme sinir1 tespit

edilmistir.

Nano-anti-CRP antibadi katkili potansiyometrik sensériin tayin limiti 4.75x107
mM olarak elde edilmistir ve sensériin, dogrusal ¢alisma araligi 1,0x107° ile 1,0x102 mM

konsantrasyon araliginda oldugu gozlenmistir (Sekil 4.16).

210 -
208 -
206 - *
204 -
202 -

200 -

Potansiyel (mV )

198 -

196 -

194 T T T T T T 1

-LOGC

Sekil 4.16. Nano-anti-CRP antibadi katkili potansiyometrik sensoriin dogrusal ¢alisma
araligy ( pH:2, 25°C)
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Anti-CRP-antibadi-GFOX katkili potansiyometrik sensoriin tayin limiti 3.34x107
mM olarak elde edilmistir ve sensériin, dogrusal ¢alisma araligi 1,0x107® ile 1,0x10™ mM

konsantrasyon araliginda oldugu gézlenmistir (Sekil 4.17).

188 +

186 -

184 -

182 -

180 -

178 -

Potansiyel (mV)

176 -

174 - DS

172 T T T T T T T T 1
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Sekil 4.17. Anti-CRP-antibadi-GFOX katkili potansiyometrik sensoriin dogrusal ¢aligma
aralign (pH:2, 25°C)

Cizelge 4.1. Potansiyometrik sensorlerin tayin limitinin literatiir ile karsilastiriimasi

Calisma Tayin limiti
Bu c¢alismada, nano-anti-CRP antibadi 4.75x10° mM
katkili potansiyometrik sensor
Bu calismada, anti-CRP-antibadi-GFOX 3.34x10°mM
katkili potansiyometrik sensor
Rebelo vd., 2014, elektrokimyasal bir 16x10 *mMm
enzimatik biyosensor
Diltemiz S. ve Uslu 0. 2015, 45x10 *mM
reflikometrik  girisim  spektroskopisi
nanosensorleri
Ozkiitik vd., 2016, molekiiler baskili 1.35 x 107" mM

polimer baskili sensor

Nguy vd., 2017, biyomimetik sensor 8,5x10 *mM
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Cizelge 4.1 de goriildiigii gibi her iki potansiyometrik sensor de literatiire iistiinliik
saglamistir. Nanopartikiiller, elektrotlara modifiye edildikleri zaman elektron aktarim
hizinda artis saglayarak daha diisiik tayin limitine inilmesine olanak saglamaktadir. Anti-
CRP-antibadi-GFOX katkili potansiyometrik sensor ve nano-anti-CRP antibadi katkili

potansiyometrik sensor nanopartikiil etkisi goriilmiis ve literatiire tistiinliik saglamistir.
4.2.7. Secicilik ¢calismasi

Polimerli potansiyometrik sensoriin, ¢esitli iyonlarla etkilesebilecegi ve bu
iyonlarin sensoriin performansini etkileyebilecegi diisliniilmiistiir. Bu sebeple, sensoriin
molekiiler olarak benzerlik gdsteren glisin aminoasidine kars1 segiciligi belirlenmistir. S6z
konusu iyonun (glisin) polimerli potansiyometrik sensorlerin cevabina etkisini belirlemek
ve segicilik katsayisini tayin etmek i¢in Fixed metodu kullanilmistir ( Umezawa, et al.,
1995).

Fixed (sabit girisim) metotu; potansiyometrik sensor ve referans elektrottan
meydana gelen hiicrenin potansiyeli bozucu etki yapan glisin konsantrasyonun (10 > mM)
sabit oldugu fakat ana iyon sarkozin konsantrasyonunun (10 ?mM — 10 **mM ) degistigi
¢ozeltiler ile (2,5ml glisin + 2,5 ml sarkozin ¢ozeltisi) Sml hacimde dlglilmektedir. Okunan
potansiyel degerlerine karsi sarkozin konsantrasyonunun -log karsi grafige yerlestirilir.
Grafigin dogrusal kisimlarinin ekstrapolasyonu ile elde edilen kesim noktasindan bulunan
degerden yararlanilarak segicilik katsayisilari bulunmustur. Nano-anti-CRP antibadi katkili
potansiyometrik sensor ve anti-CRP-antibadi-GFOX katkili potansiyometrik sensor igin

cesitli yontemlerle yapilan hesaplamalar sonucu bulunan secicilik katsayilari Cizelge

4.2’de gosterilmigtir.
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Nano-anti-CRP antibadi katkili
potansiyometrik sensor

Anti-CRP-antibadi-GFOX katkili
potansiyometrik sensor

10°-10" | 10°-10™ | 10°mM | 10°-10" | 10%10" | 10°mM
mM mM glisin + mM mM glisin +
sarkozin glisin 102-10"* | sarkozin glisin 102-10"
¢ozeltileri | ¢ozeltileri mM ¢ozeltileri | ¢ozeltileri mM
sarkozin sarkozin
Olgiilen ¢Ozeltisi cOzeltisi
degerler | 207,9mV | 188,0mV 199,9mV 195,8mV | 163,8mV | 190,1mV
205,9mV | 186,7mV 193,0mV 193,8mV | 162,9mV | 189,8mV
200,8mV | 185,7mV 192,2mV 186,2mV | 158,8mV | 189,5mV
198,7mv | 184,2mV 187,8mV 185,3mV | 158,0mV | 187,4mV
1951mV | 176,9mV 181,1mV 184,8mV | 156,3mV | 186,4mV
193,3mV | 172,5mV 178,3mV 180,3mV | 155,8mV | 178,9mV
192,6mv 169,0mV 176,7mV 177,6mV | 1351mV | 171,1mV
173,7mV | 168,9mV 176,3mV 173,7mV | 132,7mV | 162,6mV
172,0mV | 159,9mV 174,9mV 159,5mV | 126,9mV | 143,4mV
171,5mV | 158,9mV 173,8mV 147, 7mV | 1199mV | 137,9mV
159,5mV | 158,6mV 134,4mV 146,0mV | 1152mV | 124,6mV
Fixed 2.58 2.49
metodu

Cizelge 4.2” deki olgiilen degerler incelendiginde 45 dakika boyunca sensoriin

tepkisi izlenmistir. Ayni1 derisimlerde hazirlanan sarkozin ve glisin ¢ozeltilerine ait

potansiyel degerleriden goriilecegi tizere, glisin igin potansiyometrik sensorler zaman

icerisinde stabil olmamis sarkozine kiyasla ¢ok daha diisik mV degerinde tepki vererek

potansiyometrik sensdriin sarkozin igin secici dzellikte oldugunu gdstermistir. Olgiilen

degerlerden elde edilen grafikler sonucunda her iki potansiyometrik sensoriin de

hesaplanan secicilik katsayilarina gore, potansiyometrik sensorlerin hedef molekiile

(sarkozin) kars1 daha secici oldugu gozlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sarkozin konsantrasyonunun kan serumu ve idrarda artis gostermesi, prostat
kanserinin erken donemde tespiti i¢in biyolojik &rneklerde sarkozinin belirlenmesinin
onemi biiyiiktiir. Bu sebeple, sarkozinin tayin edilmesi 6nemli olmaktadir. Sarkozinin tayin
edilmesi i¢in, ¢esitli yontemler ile yapilan birgok ¢alisma vardir. Ama bu yontemler; rutin
analiz i¢in uygun olmayan yiiksek alet ve malzeme maliyetleri, karmasik numune
hazirlama ve vasifli operatdr gereksinimi, etkinlik ve manipiilasyon agisindan pratik
siirlamalart oldugu bulunmaktadir. Bu olumsuzluklar, yeni yontemlerin gelistirilmesine
neden olmustur. Bu yontemlerden biri de, potansiyometrik sensordiir. Calismamizda,
sarkozine kars1 yiiksek spesifiklige sahip olan nano-anti-CRP antibadi ve anti-CRP-
antibadi-GFOX ile hazirlanan potansiyometrik sensorlerin potansiyometrik davraniglari

incelenmistir.

Bu amagla; ANADOLUCA yontemi kullanilarak nano-anti-CRP antibadi ve anti-
CRP-antibadi-GFOX sentezlenmistir. Mikroemiilsiyon polimerizasyon teknigine dayanan
bu yontem biyomolekiilleri rutenyum selatlariyla (MATyr-Ru(bipyr),-MATyr) ¢apraz
baglamaktadir. Mikroemiilsiyon polimerizasyon ortami, PVA’ nin saf su igerisinde
dagilmasiyla olusturulmus olup, reaksiyon azot atmosferi altinda gergeklestirilmistir.
Sentezlenen nano-anti-CRP antibadi ve anti-CRP-antibadi-GFOX, bu yontemin fiziksel ve
kimyasal kararliligiyla giiclendirilmistir, boylece molekiillerin faaliyetlerinde kayip

olmadan tekrar kullanilmasina imkan sunmaktadir.

Nano-anti-CRP antibadi katkili potansiyometrik sensér ve anti-CRP-antibadi-
GFOX katkili potansiyometrik sensor ile ardi ardina 10 kez tekrardan sonra bile sensorlerin
potansiyometrik davranisinda herhangi bir degisiklik goériilmemistir. Nano-anti-CRP
antibadi  katkili  potansiyometrik sensér ve anti-CRP-antibadi-GFOX  katkili

potansiyometrik sensor 3-4 ay siiresince kararli bir sekilde kullanilabildikleri gézlenmistir.

ANADOLUCA yonteminin en Onemli avantaji; sentezlenen nano-anti-CRP
antibadi ve anti-CRP-antibadi-GFOX kullanilan antibadilerin baglanmasinda islevselligini

korumasimi saglamasidir. Bu, antibadilerin yapisinda ciddi bozulmalar yaratmamasi



67

gerektigi anlamma gelir. Bdylece; antibadinin konformasyonu ve fonksiyonunu
etkilemeden, pH ve sicakliktan bagimsiz olarak yumusak kosullarda gerceklestirilmektedir.
Nano-anti-CRP antibadi katkili potansiyometrik sensoér, anti-CRP-antibadi-GFOX katkili
potansiyometrik sensoriin pH yanit profili incelenip her iki potansiyometrik sensériin pH
2,0’de maksimum potansiyel gosterdigi gozlenmistir. Potansiyometrik sensorlerin pH 2,0’
de etkinlik gostermesi, ANADOLUCA yontemine gore sentezlenen antibadilerin daha

diisiik pH degerinde bozunmamasina olanak saglamaktadir.

Nano-anti-CRP antibadi katkili potansiyometrik sensor, anti-CRP-antibadi-GFOX
katkil1 potansiyometrik sensor ve kontrol karbon pasta potansiyometrik sensor olmak tizere
ti¢ farkli karbon pasta elektrot hazirlanmistir Karbon pasta elektrotlar, kolay bir sekilde
yenilenebilen ve modifiye edilebilen bir yiizeye sahiptir. Maliyeti diisiik, yapimlart ve
yenilenmesi basit ve siiresi kisa olup ¢ok diisiik zemin akimi gosterirler. Karbon pasta
elektrotlarin yapilarinda bulunan elektrolitik madde olan grafit tozu nedeniyle herhangi bir
on isleme gerek duymadan kolaylik ile hazirlanmaktadir ve islemler i¢in kullanima uygun
hale getirilmektedir. Ayrica, bu elektrotlarin bilesiklerini ve oranlarini arastirmaci kendisi

secebildigi i¢in laboratuvar ortaminda karistirilip hazirlanmasi avantajhdir.

Nano-anti-CRP antibadi katkili potansiyometrik sensér ve anti-CRP-antibadi-
GFOX katkili potansiyometrik sensoriin tayin limitleri literatiir ile kiyaslandiginda daha
diisiik bulunmustur. Potansiyometrik sensdr yapiminda kullanilan nanopartikiiller yapiya
hassasiyet, elektriksel iletkenlik ve diren¢ saglamistir. Kullanilan grafen oksidin yiiksek
esnekligi, mekanik mukavemeti, termal iletkenlik, yiiksek elektriksel iletkenlik, kolay
hazirlanabilmesi ve islenirlebilirliginden dolay1 tercih edilmektedir. Potansiyometrik
sensOrlerin elektron aktarim hizlarimin artmasindan dolayr daha diisiik tayin limitlerine

inilmesine olanak saglamistir.

Potansiyometrik sensdrlerin analitik ¢alismalarda verimli bir sekilde kullanilmasi
icin cevap siiresinin kisa olmasi gerekmektedir. Nano-anti-CRP antibadi katkili
potansiyometrik sensor, 60 saniye gibi kisa bir siirede karara geldigi, anti-CRP-antibadi-
GFOX katkili potansiyometrik sensoriin ise, 120 saniye gibi kisa bir siirede karara geldigi

tespit edilmistir.
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Segiciligi incelemek igin; glisinin, nano-anti-CRP antibadi katkili potansiyometrik
sensoOr ve anti-CRP-antibadi-GFOX katkili potansiyometrik sensorlerin cevabina etkilerini
belirleyebilmek ve segicilik katsayisini hesaplayabilmek igin, Fixed metodu kullanilmistur.
Elde edilen sonuglara gore, her iki potansiyometrik sensoriin de segicilik katsayis1 2,50
civarinda oldugu belirlenmistir. Her iki potansiyometrik sensoriin de hedef iyona

(sarkozin) daha segici oldugunu gostermektedir.

Kullanilan potaniyometrik yontem, her laboratuarda bulunabilecek basit bir pH
metre ile dl¢lim alinabilen basit ve ucuz alet kullanilmasindan dolay1 olduk¢a ekonomik bir
yontemdir. Ayrica; hazirlanan potansiyometrik sensorler, sarkozin tayini icin yiiksek
hassasiyete sahip, hazirlanmasi ve prosediirii kolay, diisiikk maliyetli, cok diisiik derisimlere
inebilen bir yontem imkani saglamistir. Bu bulgular neticesinde, prostat kanseri
biyobelirteci sarkozinin tayin etmek i¢in, kullanilan potansiyometrik sensorlerin etkin

analizinden dolay1 prostat kanserinin erken teshis saglanacagi diistiniilmektedir.
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