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Tablo 3.1.

TABLOLAR LiSTESI

Farkli birlesimlere sahip GA>—Guanin/CKE elektrotlar1 ve DPV
tekniginin ~ uygulanmast  ile  elde edilen guanin  pik
AKIMIATT. L

VIl



SEMBOLLER LiSTESI

Amper

Santimetre
Potansiyel

Akim

Litre

Mililitre

Mili volt

Hidrojen potansiyeli
Saniye

Volt

VIII



CKE
COVID-19
DCE
DNA
DPV
DV
FAV
GA,
HPLC
TUPAC
KDV
KPE
LOD
LOQ
LPV
MBP
MOL
OST
PGE
rGO
RMD
RNA
RTV
SDS
SHE
SPCE

KISALTMALAR LiSTESI

Camsi karbon elektot
Koronaviriis salgin1 2019
Damlayan civa elaktrot
Deoksiribo niikleik asit
Diferansiyel puls voltametrisi
Dontisiimlii voltameri
Favipiravir

Glutardialdehit

Yiiksek basmglt sivi kromatorografisi
Uluslararasi saf ve uygulamali kimya
Kare dalga voltametrisi
Karbon pasta elektrot
Gozlenebilme smir1

Tayin edilebilme smir1
Lopunavir

Molekiiler baskili polimer
Molnupiravir

Oseltamivir

Kalem grafit elektrot
Indirgenmis grafen oksit
Remdesivir

Riboniikleik asit

Ritonavir

Sodyum dodesil stilfat
Standart hidrojen elektrot
Perde baskili karbon elektrot

IX



OZET

COVID-19 tedavisi i¢in ¢esitli antiviral ilaglar kullanilmaktadir ve c¢esitli ilaglar
arastirilmaktadir. Favipiravir (FAV), alfa—interferon, umifenovir, remdesivir (RMD),
ribavirin, lopinavir (LPV)-ritonavir, oseltamivir (OST) vb. ilag¢ etken maddeleri
kullanilarak COVID-19 i¢in umut verici klinik sonuclar elde edilmistir. Bu ¢alismada
COVID-19 tedavisinde kullanilan ila¢ etken maddesi OST’nin elektrokimyasal teknikler
kullanilarak, kantitatif analizi gerceklestirilmistir. Boylece ilag iiretim asamalarinda ilag
dozunun kalite kontrolii ve etken maddenin idrarla atilimini takip edip ila¢ tasarimi
calismalarinda kullanilabilecek bir elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Bu amagla camsi
karbon elektrot calisma elektrodu olarak modifiye edilip, kullanilmistir. Cams1 karbon
elektrot tek bagina OST’nin varligini algilayamaz. Bu nedenle, OST ile etkilesime girdigi
belirlenen ve DNA yapisinda bulunan guanin bazi, ajan olarak kullanilmigtir. Camsi
karbon elektroda, bir capraz baglayici olan glutardialdehit kullanilarak DNA yapisinda
bulunan guanin bazi immobilize edilmistir (GA>—Guanin/CKE elektrodu).

OST’nin elektrokimyasal olarak analizine olanak saglayan sensor, hizli, diisiik
maliyetli ve yiiksek dogruluk derecesine sahip analiz olanagi sunmustur. Diferansiyel puls
voltametrisi teknigi kullanilarak, Britton—Robinson tamponu (BR; pH 11,0) igerisinde
yaklagik +0,45 V'da (Ag/AgCl'ye kars1) iyi tanimlanmis tersinmez bir yiikseltgenme sinyali
analiz i¢in kullanilmistir.

Gelistirilen bu elektrot ve yontem, farmasotik formiilasyonda ve insan idrar
numunelerinde bulunan OST miktarmi bulmak i¢in basariyla uygulanmistir. BR tampon
coOzeltisi, tablet numunesi ve idrar numunesi i¢in iki ¢alisma araligi saptanmis olup, LOD
degerleri swrastyla 7,16x107° mol-L™!, 9,05x10° ve 6,19x10° mol-L™' olarak
hesaplanmigtir. Onerilen sensdr igin geri kazamm oram %86,6-%103,5 araliginda
degismektedir.

Anahtar kelimeler: Oseltamivir, elektrokimyasal sensor, camsi karbon elektrot, DNA
temelli biyosensor, COVID-19



ABSTRACT

Electrochemical Analysis of Oseltamivir Drug Active Agent Used in the
Treatment of COVID-19 with DNA Biosensor

Various antiviral drugs are used for the treatment of COVID-19, and various drugs
are under investigation. Promising clinical results have been obtained in the treatment of
COVID-19 by using favipiravir (FAV), alpha—interferon, umifenovir, remdesivir (RMD),
ribavirin, lopinavir (LPV)-ritonavir, oseltamivir (OST) etc. drug active agents. In this
study, quantitative analysis of OST, the drug active ingredient used in the treatment of
COVID-19, was carried out using electrochemical techniques. Thus, an electrochemical
sensor has been developed that can be used in the quality control of the drug dose in drug
production stages and can be used in drug design studies by monitoring the urinary
excretion of the active substance. For this purpose, a modified glassy carbon electrode was
used as a working electrode. The glassy carbon electrode alone can not detect the presence
of OST. Therefore, guanine base, which was determined to interact with OST and found in
the DNA structure, was used as an agent. The guanine base in the DNA structure was
immobilized on the glassy carbon electrode by using glutardialdehyde, a crosslinker (GA>—
Guanine/CKE electrode).

The sensor, which enables the electrochemical analysis of OST, offered a fast, low—
cost and high—accuracy analysis opportunity. Using the differential pulse voltammetry
technique, a well-defined irreversible oxidation signal at approximately +0,45 V (vs.
Ag/AgCl) in Britton—Robinson buffer (BR; pH 11,0) was used for analysis.

This developed electrode and method has been successfully applied to find the
amount of OST present in pharmaceutical formulation and human urine samples. Two
working ranges were determined for the BR buffer solution, tablet sample, and urine
sample, with the lowest detection limits (LOD) calculated as 7,16x10~° mol-L™!, 9,05x107°
and 6,19x107% mol-L™!, respectively. The recovery rate for the proposed sensor ranges
between 86,6% and 103,5%.

Keywords: Oseltamivir, electrochemical sensor, glassy carbon electrode, DNA based
biosensor,COVID-19
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1. GIRIiS

Maddenin elektrik enerjisi uygulandigi zaman, kimyasal ve fiziksel degisikliklerle
tepki vermesini ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisine doniistiiriilmesini inceleyen bilim
dala elektrokimya denir (Yardim, 2009). Elektrokimyasal reaksiyonlar, redoks denilen
yiikseltgenme—indirgenme  tepkimeleridir.  Elektrokimyasal redoks tepkimelerinin
gergeklestirildigi diizenege elektrokimyasal hiicre denir (Turan, 2009). Elektrokimyasal
hiicre, igerisinde incelenen maddenin ¢oziinmiis oldugu ve elektrolitik 6zellik saglayan
¢Ozlinmiis tuz/tuzlar iceren bir ¢ézelti, maddenin redoks tepkimesi verdigi elektrotlar1 ve
bu elektrotlarin birbirine baglandigi dis bir devreden olusr (Sengiz, 2016).

Bir maddennin elektrokimyasal tepkimelerini 6l¢ebilmek icin; analitin (incelenen
madde) icerisinde bulundugu bir ¢bzelti, analitin kimyasal doniistime maruz kaldigi bir
elektrot sistemi (sensor calismalar1 i¢in Uglii elektrot sistemi) ve elektrotlarin birbirine
baglandig1 bir transistor sistemi gereklidir (Yardim, 2009). Uclii elektrot sisteminde
referans elektrot, calisma elektrodu ve yardimer elektrot bulunur (Budak, 2020). Elektriksel
iletkenligi saglayan elektrolitik ¢ozelti olarak genellikle tampon c¢ozeltiler kullanilir.
Elektroanalitik kimyada, analizi iizerinde calisilacak ¢dzelti igin uygun bir nicel analiz
yontemi gerekir. Elektroanalitik teknikler kullanilarak oldukca diisiik tayin limitlerine
ulagilabilmektedir. Ayrica; ara yiizeydeki yiik aktarimi stokiyometrisi ve hizi, kimyasal
reaksiyonlarin hizi, adsorpsiyon derecesi, kiitle transfer hizi1 ve denge sabiti gibi bilgiler
acisindan sistem karakterize edilebilir (Yardim, 2009).

Elektroanalitik kimyada analitin ¢0zeltisinin elektrokimyasal 6zelliklerini
belirlemek amaciyla farkli analitik yontemler kullanilabilmektedir. Elektroanalitik
teknikler analite 6zgii oldugundan, c¢ok diisik tayin smirlarma ulasilabilmektedir.
Elektroanalitik teknikler genel olarak statik teknikler ve dinamik teknikler olarak iki temel
smifta incelenir. Dinamik tekniklerde akim yoklugunda, statik tekniklerde ise akim
varliginda Slgiimler yapilir. Potansiyometrik dl¢iimlerden olusan statik yontemler, analitik
calismalarda yiliksek secicilik ve yiiksek hiz sagladigi icin kullanishdwr. Elektrokimyasal
hiicrelerdeki akimim siddeti, analiz caligmalar1 icin 6nemlidir. Olgiim yapilirken, hiicre
potansiyelinin kontrol edilmesi gerekmektedir. Bu tekniklerin hem duyarlilig: yiiksektir,
hem de genis ¢alisma konsantrasyonu araligi sunar. Ayrica bu analizler nano veya mikro
seviyesindeki konsantrasyonlara sahip maddelerin analizi i¢in de uygulanabilmektedirler.

Bazi elektrokimyasal yontemler kullanilarak dogru akim varhiginda, doniisiimlii voltametri
1



(DV), difarensiyel puls voltametrisi (DPV) gibi tekniklerle de ¢alisma elektrodunun 6l¢iim
yapabildigi ve iki potansiyel degeri araliginda analitin redoks tepkimesi ile olusan piklerin
akim siddeti ol¢iilmektedir (Yanik, 2020).

“Elektrokimyasal reaksiyonlar, elektrokimyasal hiicrede ger¢eklestirilen ve elektron
transferi sayesinde yiikseltgenme—indirgenme olaymnin meydana geldigi redoks
tepkimeleridir” (Skoog ve ark., 1998). Elektrokimyasal hiicreler enerji liretiyorsa "galvanik
hiicre", elektrigi harciyorsa "elektrolitik hiicre" adini alir. Bir hiicrenin deneysel kosullari
degistirilerek hem galvanik hem de elektrolitik hiicre gibi kullanilabilir. Elektrokimyasal
hiicrelerde ikili veya iiglii elektrot sistemi kullanilabilir. Yapilacak g¢alismaya uygun
elektrolitik ¢ozelti igerisine daldirilirlar. Bu elektrotlar hiicrenin disinda bir elektrik devresi
ile birbirine baglanir. Elektrokimyasal hiicrede katotta indirgenme reaksiyonu, anotta ise
yiikseltgenme reaksiyonu meydana gelir (Skoog ve ark., 1998). Elektokimyasal teknikler
potansiyometrik ve potansiyostatik olarak iki farkli grupta toplanabilir. Ornek olarak, pH
metre kullanilarak ¢ozeltideki protonlarin 6l¢iilmesi potansiyometrik teknik iken, meydana
gelen redoks tepkimelerinin Olclilmesi potansiyostatik tekniklerdir. Elektrokimyasal
tekniklerin avantajlari:

v' Elektrokimyasal tekniklerde tepkime hizi kontrol edilebilir.

v’ Elektrokimyasal teknikler, genellikle kimyasal maddelerin aktiflikleri konusunda
bilgi verir.

v’ Elektrokimyasal tekniklerde kullanilan ekipman ve cihazlar olduk¢a ucuzdur.

v Elektrokimyasal tekniklerde ¢ok az kimyasal madde kullanildig1 i¢in ¢evreye zarar
vermezler.

Elektrokimyasal tekniklerin dezavantajlari:

v' Elektrokimyasal tepkimeler bunun igin yapilmis ozel hiicrelere gereksinim
duyarlar.

v" Elektrokimyasal tepkimeler heterojendir.

v Elektrokimyasal tepkimelerde kullanilan elektrolitler bir kez kullanilirlar (Erol,

2020).

Elektrokimyasal tepkimelerin kimyasal tepkimelere gore avantaji, genis bir bakis
acistyla degerlendirildiginde voltaj veya akimin ayarlanabilir olmas1 sonucu ortaya ¢ikan
serbestlik  derecesinden kaynaklanmaktadir. Elektroaktif tiirlerin enerjisini oda
sicakliginda, siirekli ve kontrollii bir sekilde degistirmek ve olusacak iirlinleri oldukga

secici bir reaktivite araliginda elde etmek miimkiindiir (Zoski, 2006; Bilge Yiicel, 2021).
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1.1. Elektroanalitik Yontemler

Maddenin elektriksel etki altindaki davraniglarini ve iletken ara yiizeylerde elektrik
enerjisi uygulandig1 zaman meydana gelen tepkimeleri inceleyen ve kimyanin bir yan dali
olan bilim dalina elektrokimya denir. Maddelerin elektrokimyasal tepkilerini onlar1 analiz
etmek amaciyla kullanilan yontemlere de elektroanalitik metotlar denir. Elektroanalitik
yontemler, farkli redoks basamagina sahip tiirlerin ayn1 anda hizli bir sekilde analiz
edilebilmesi, yOntemlerin uygulanmasinda kullanilan ekipmanlarin ve bilgisayar
yazilimlariin geleneksel analiz cihazlar1 olan kromotograflar ve spektrofotometrelere gore
cok daha ekonomik kullanimi kolay olmalarindan dolay1 olduke¢a iistiindiir. Bir¢ok farkli
elektroanalitik yontem bir cihazda uygulanabilmektedir (Sultan, 2013).

Elektroanalitik yontemler, kalitatif ve kantitatif analizlerin yapilabilmesinde
analitin elektrokimyasal tepkilerinden yararlanir (Henden ve ark., 2001). Elektroanalitik
tekniklerde, c¢ozelti igerisinde bulunan bir maddeye elektriksel bir etki uygulanir ve bu
etkiye kars1 verilen tepki 6lgiir. Genellikle etki olarak akim verilmekte ve elektrokimyasal
sistem hakkinda bilgi edinilmektedir. Elektrokimyasal yontemler potansiyel, akim ve
zaman gibi degiskenler icermekte ve uygulanan teknik bu degiskenlere gore
isimlendirilmektedir (Duran, 2009). Elektroanalitik teknikler basta endiistriyel esash
materyaller olmak {izere, ilag etken maddelerine, biyolojik sivi ve biyolojik analiz
orneklerine uygulanmaktadir (Bilge Yiicel, 2021). Elektrokimyasal 6l¢iim tekniklerinin
kullanildig1 birgok alanlardan bazilari; biyomedikal analiz cihazlari, ¢evresel izleme ve
sanayi Olgekli kalite kontrol birimleridir. Elektrokimyasal analizler, ¢ogu kimyasal
stireglerin aksine homojen degil, elektrot yiizeyi-¢ozelti arayiizeyinde gergeklesen
heterojen siire¢lerdir (Wang, 2000). Elektroanalitik metotlarda akim veya potansiyel
kontrollii bir sekilde degistirilebilmekte ve farkli dlctimler gergeklestirilebilmektedir (Erol,
2020).

Elektroanalitik metotlardan dinamik metotlar ¢cogunlukla ya potansiyel kontrollii
veya akim kontrolliidiir. Potansiyel veya akimin kontrollii bu metotlarda parametreler
biiyiik veya kiiglik genlikli olarak uygulanir. Cogunlukla biiyiik genlikli teknikler
kullanilmaktadir. Elektroanalitik yOntemlerde, ara yiizeyde veya ¢0Ozelti igerisinde
gerceklesen tepkimlerin incelendigi yontemler bulunur. Ara yiizey tepkimelerinin

incelendigi yontemlerde; kimyasal ve fiziksel degisimler, elektrot ylizeyi ve bu ylizeyle
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temasta olan ince ve duragan bir ¢ozelti tabakasi arasinda gerceklesir. Ara yiizeyler i¢in
kullanilan yontemlerden biri olan voltametri; yiiksek hassasiyet, segicilik ve uygulama
kolaylig1 gibi 6zellikleriyle oldukca sik kullanilmaktadir (Yildiz ve ark., 1997; Skoog ve
ark., 1998; Wang, 2000). Voltametri, elektroanalitik yontemler arasinda en ¢ok kullanilan
yontemdir (Dogan Topal, 2011).

Elekroanalitik yontemlerin en Onemli istiinliikleri; genellikle bir maddenin ya da
iyonun sadece bir yiikseltgenme basamaginin tayin edilebilir olmasi, kullanilan cihazlarin
goreceli olarak ucuz olmasi ve kimyasal maddelerin aktiviteleri hakkinda sunmasidir

(Yardmm, 2009).

1.2. Voltametri

1920’lerin basinda, Cekoslavak kimyac1 Jaroslav Heyrovsky tarafindan polarografi
teknigine dayanarak voltametri teknigi gelistirilmistir. Polarografi, c¢alisma elektrodu
olarak bir damlayan civa elektrodu kullanilmas1 yoniiyle diger voltametrik yontemlerden
farklidir (Bostanci, 2016).

Voltametri, ¢caligma elektrodu veya bir indikatoriin polarize oldugu sartlar altinda,
analit ile ilgili bilgi edinme esasina dayanan ve uygulanan degisken potansiyel karsisinda
degisen akimin Olciildiigii elektroanalitik yOontemleri ifade etmek icin kullanilan bir
terimdir (Skoog ve ark., 1996). Ikili veya iiclii elektrot sistemleri kullanilarak olgiilen
akim—potansiyel grafikleri elde edilmektedir. Cesitli potansiyel fark kaynaklari
kullanilabildigi gibi farkli malzemelerden olugsmus ¢alisma elektrotlar1 da kullanilmaktadir
(Sultan, 2013).

Voltametride en ¢ok mikroelektrotlar kullanilmaktadir. Polarizasyonu arttirmak igin
yiizey alan kii¢lik olan bu elektrotlar tercih edilebilmektedir (Skoog ve ark., 1998; Yildiz
ve Geng, 1993). Voltametride kullanimi tercih edilen ¢alisma elektrotlarmin yiizey alani
Olciisii birka¢ milimetre kare veya birkac mikrometrekare olmaktadir (Yardim, 2009).
Gerilim zamanla degismekle birlikte, mikrogalisma elektrodu ile yardime1 elektrot arasina
uygulanan gerilime karsi, ¢alisma elektrodu ile yardime elektrot arasindaki akim degisimi
Olgtiliir (Sengiz, 2016). Degisen potansiyel farkin degerlerine karst akim grafige
gecirildiginde akimpotansiyel egrisi denilen bir egri ortaya ¢ikar (Yilmaz, 2021). Diger bir
ifadeyle dlgiilen akim degeri ile uygulanan potansiyel arasinda ¢izilen grafige voltamogram

denir (Sengiz, 2016).



Voltametride analite uygun elektrokimyasal teknikler kullanildiginda oldukga
diisiik derisimlerde yiliksek hassasiyette hizli bir analiz gergeklestirilebilmektedir.
Voltametride en c¢ok kullanilan teknikler doniisiimlii voltametri, diferansiyel puls
voltametrisi ve kare dalga voltametrisidir (KDV). Bu voltametrik yontemler arasindan
ozellikle diferansiyel puls ve kare dalga voltametri yontemleri kolay uygulanabilme, diisiik
maliyet ve kisa analiz siiresine sahip olma gibi iistiin 6zellikleri edeniyle ila¢ analizde
tercih edilmektedir. Bu elektrokimyasal metotlarda, redoks tepkimeleri baz alindig1 igin
geleneksel analitik metotlara nispeten olduk¢a hassas ve secici anlizler yapilabilmektedir
(Yanik, 2020).

Yiizeyde gerceklesen adsorpsiyon olaymnin incelenmesi ve c¢esitli yontemlerle
modifiye  edilmis  elektrotlarin  yiizeylerinde  gergeklesen  elektron  transfer
mekanizmalarinin  aydimnlatilmast gibi  konularda yaygmm bir sekilde voltametri
tekniklerinden yararlanilmaktadir. Voltametride kullanilan c¢alisma elektrotlari; altin,
platin, rutenyum benzeri inert metaller, cams1 karbon, pirolitik grafit, bor katkili elmas,
iridyum oksit ve ¢inko oksit gibi yar1 iletken malzemelerden elde edilmis elektrotlardir
(Ozkan ve ark.,1998; Panzer, 1972; Tjaden ve ark., 1976; Shearer ve ark., 1972). Donen,
titresen veya sabit tipleri bulunan kati elektrotlarin disk, tel ve levha bigiminde olanlar1 da

vardir (Dogan Topal, 2011).

1.3. Voltametrik Teknikler

1.3.1. Doniisiimlii voltametri (DV)

Elektrokimyasal c¢aligmalarin  bir¢ogunda  dongiisel voltametri mutlaka
kullanilmaktadir. Bu nedenle en yaygin kullanilan voltametri teknigidir. Kalitatif analizde
yaygin olarak tercih edilmektedir (Yanik, 2020). Doniisiimlii voltametri tekniginde, ileri
yonde uygulanan potansiyel degisimi hedeflenen potansiyel degerine ulastiktan sonra ters
yonde dogrusal olarak azalacak sekilde baslangi¢c potansiyeline donmektedir. Bu teknik
analitin yiikseltgenme—indirgenme tepkimelerinin ayni anda incelenebilmesine olanak tanir
(Erol, 2020).

Dontigiimlii voltamogramlar, bir maddenin indirgenip yiikseltgendigi potansiyelleri,
yiikseltgenip indirgendigi adim sayisini, redoks tepkimesinin tersinir olup olmadigmi,

elektrot reaksiyonuna bir ¢ozelti reaksiyonunun eslik edip etmedigini, indirgenme ya da
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yiikseltgenme sonucunda olusan iirtinleri kararliligini ve elektrot yiizeyinde reaksiyona
giren maddelerin yiizeye adsorbe olup olmadigini inceleme konusunda yararhdir (Turan,
2009). Doniisiimlii voltametride ileri ve geri yonde yapilan taramalarda tarama hizlari
degistirilebilir. Uglii elektrot sisteminin kullanildig1 bu teknikte durgun bir cdzeltide
tarama siireleri 1 ms den baglayip 100 s ve iizeri degerlere kadar ¢ikabilir (Yilmaz, 2021).
Ileri ve geri yonde yapilan tarama bir kez yapilabildigi gibi bircok kez tekrar tekrar
Olciim de yapilabilir. Bu yontemle elde edilen potansiyel-akim grafiklerine doniisiimlii
voltamogram denir (Yildiz ve ark., 1997). Dongiisel voltametri taramasi1 deneyde istenen
olay1 gozlemleyebilmek i¢in tek bir dongliyle tamamlanabilecegi gibi, ard arda yapilan

taramalarla da tamamlanabilir (Erol, 2020).

1.3.2. Diferansiyel puls voltametrisi (DPV)

Ozellikle sensér calismalarinda en cok tercih edilen tekniklerden biridir. Bu
teknikte yavasca yilikselen bir dogru akim sinyali iizerine yiikseklikleri sabit voltaj
pulslarmin eklenmesi ile olusan uyarici bir sinyal kullanilmaktadir. Sensor ¢aligmalarinda
hassasiyeti arttirabilmek amaciyla en uygun puls genligi ve potansiyelin belirlenmesi
gerekmektedir. Genellikle piklerin birbirinden ayirt edilebilmesi i¢cin 50 mV’luk bir
potansiyel fark uygundur. DPV teknigi, eser miktarlardaki maddelerin tayini i¢in tercih
edilen bir tekniktir. Bu teknikte, akimmin 6l¢iildiigli noktalarda kapasitif akimimn minimum
olmas1 6nemli bir avantajdir (Erol, 2020). DPV'nin diger bir avantaji ise, 0,04 V ile 0,05 V
araligindaki yar1 dalga potansiyelli maddelerle yapilan Olgiimlerde dahi ayri pikler
verebilmesidir (Yilmaz, 2021). Akim, uyarma sinyalinden once ve uyarma sinyalinin
bitiminde olmak iizere iki defa Olgiliir. Uygulanan pulsun belli bir zaman Oncesi ve
sonrasinda, puls basma elde edilen akimdaki fark, dogrusal olarak artan potansiyelin
fonksiyonu olarak kaydedilir (Turan, 2009). Sisteme uygulanan potansiyele karsi dlciilen
akimm fark: grafige gecirildiginde elde edilen diferansiyel grafik, pik seklindedir ve bu
pikin yiiksekligi analitin konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Yanik, 2020). Tersinir bir
tepkimede pik potansiyeli ile yar1 reaksiyonun standart potansiyeli birbirine yakindir.
Dogru akim ve normal puls polarografilerinde yan yana analizler igin, genelde yar1 dalga
potansiyelleri arasindaki farkin 120-240 mV olmas1 gerekirken, diferansiyel puls
polarografisinde bu farkin, 30-60 mV olmas1 yeterlidir (Turan, 2009). Analit saptama

limitlerinde 107 —10® mol-L"' gibi diisiik konsantrasyonlara ulasmaya olanak saglar.
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Normal puls teknigine gore daha duyarlidir (Sultan, 2013). Diferansiyel puls
voltametrisinin yliksek derecede hassas olmasi faradayik akimin artmasi ve faradayik

olmayan yiikleme akimimin azalmasindan kaynaklanir (Turan, 2009).

1.3.3. Kare dalga voltametrisi (KDV)

Kare dalga voltametrisi, uygulanan potansiyelin sekli acisindan diferansiyel
pulslara benzerlik gosterir. Bununla birlikte bu yontem bir diferansiyel puls yontemi olarak
goriilemez. Akim, degisen zamanla birlikte kare seklinde degisir. Periyodun bir yarisinda
potansiyel negatif deger alirken, diger yarisinda pozitif deger alir (Yanik, 2020). Kare
dalga voltametrisi de diferansiyel puls voltametrisi gibi hizli ve hasssas bir yontemdir
(Y1ilmaz, 2021). Diisiik derisimlerde ¢alismalar yapilabilecegi gibi analitin analizinde en
uygun yontem deneysel calismalarla belirlenebilir. DPV tekniginde oldugu gibi tayin
sirlar1 107-10% mol-L™! civarida olabilmektedir (Erol, 2020). Voltamogramin tamami 10
milisaniyeden gibi kisa bir siirede elde edilebilir. Ol¢iim hiz1 son derece yiiksek oldugu igin
analizin kesinligini arttrma amaghi  birkag voltametrik taramanin  ortalamasi

alinabilmektedir (Yanik, 2020).
1.4. Voltametride Kullanilan Elektrotlar

Voltammetride iki ya da ii¢ elektrot igeren sistemler kullanilabilecegi gibi genelde
ii¢ elektrotlu sistemler kullanilir (Sultan, 2013). Elektrokimyasal bir hiicre igerisindeki
analiti iceren ve destek elektrolit ad1 verilen yiiksek derisimli bir ¢ézeltiye daldirilmis ti¢

elektrot; ¢calisma elektrodu, referans elektrot ve yardimei elektrottur (Sengiz, 2016).

1.4.1. Cahsma elektrotlar

Calisma elektrodunun potansiyeli referans elektroda gore belirlenirken analit
derisimine gore degisir. Analitin yilikseltgenme—indirgenme tepkimeleri c¢aligma
elektrodunun iizerinde gerceklesir. Voltametride en ¢ok kullanilan ¢alisma elektrotlari civa,
platin, altin, giimiis, bizmut, karbona dayali kat1 elektrotlar (cams1 karbon elektrot, grafit
elektrot, bor katkili elmas elektrot gibi) ve farkli malzemelerle modifiye edilmis

elektrotlardir (Sengiz, 2016). Voltammetride kullanilan elektrotlarin hem kimyasal hem de



elektriksel ozellikleri kullanilabilirlikleri iizerinde etkili kriterlerdir. Sabit veya
dondiiriilerek kullanilan ¢alisma elektrotlarinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle
calisabildikleri potansiyel aralikleri farklidir (Sultan, 2013). Bu calisma araligi ayrica
kullanillan ¢06ziiciiye, kullanilan elektrolit tiirine ve ortamin pH degerine gore
degisebilmektedir (Budak, 2020). Genel olarak kullanilan c¢alisma elektrotlarinin,
polarizasyonu arttirmak icin, yiizey alanlar1 kii¢iik tutulur (Sultan, 2013). Mikroelektrotlar
sayesinde analitin ¢ok az bir miktar1 tepkimeye girmektedir. Bu da analitin tekrar tekrar
voltamogrammin alinabilmesini  saglamaktadir (Erol, 2020). Calisma elektrodu
belirlenirken; potansiyel araligi, elektrik iletkenligi, tekrarlanabilir bir ylizeyinin olmasi,
mekanik 6zellikleri, fiyati, ulasilabilirligi ve toksik olup olamamast en Onemli
parametrelerdir (Dogan Topal, 2011).

a) Karbon elektrotlar

Ucuz olmalari, genis potansiyelde bir ¢alisma araligma sahip olmalari, dayanikl
olmalari, temizleme isleminin kolay olmasi gibi {istiinliikleri nedeniyle elektrokimyasal
analizlerde yaygm olarak kullanilirlar (Erdem ve Ozsoz, 2001a; 2001b; Wang ve ark.,
1996a; 1996b). Karbon elektrotlar, 1 mol-L' HCIO4 ortaminda, (+0,2 V) ile (+1,8 V)
araligi ile, 0,1 mol-L! KCl ortaminda (-1,0 V) ile (+1,2 V) potansiyel araliginda ¢alisabilir
(Sengiz, 2016). Karbonun yiizey aktivitesi yiiksektir ve bu 6zelligi nedeniyle organik
bilesikler kolayca yiizeyie yapisip elektrodu kirletebilir. Elektrodun modifiye edilmesi
amactyla yiizeyine cesitli maddelerin tutturulabilmesi, karboksil gruplari, hidroksil ve
hidrojen, gibi fonksiyonel gruplarin karbon ylizeyinde baglar olusturabilmesi nedeniyle
kolaydir.

Karbon eclektrotlarin ¢esitleri: Karbon elektrotlarin baslicalari; camsi karbon
elektrot (CKE), kalem grafit elektrot (KGE), perde baskili karbon elektrot (SPCE) karbon
pasta elektrodu (KPE) olarak verilebilir (Sengiz, 2016).

Karbon Pastas1 Elektrodu (KPE): Grafit yapisindaki aromatik ve diizlemsel
halkalar zayif m baglar1 ile birbirine baglanir. Bu molekiillerden olusan tabaklarm arasinda
hizli bir elektron aligverisi bulunur. KPE’nin yilizey temizligi kolaydir, maliyeti olduk¢a
diistikiir ve diisiik diizeyde artik akimlar olusturur. Bu 6zellikleri nedeniyle yaygim olarak
kullanilir. Bu elektrodu elde etmek igin grafit tozlar: silikon yagi, bromonaftalen, parafin
yag1 ve mineral yagi gibi baglayict maddeler kullanilarak birbirine baglanir. Elektrodun
elektrokimyasal aktivitesi, pastanin bilesimine goére degiskenlik gdsterebilir. Elektron

transfer hizi, baglayici1 olarak kullanilan organik sivinin miktar: ile ters orantili olarak
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degisir. KPE'nin dezavantaji, fazla miktarda organik ¢6zgen bulunan c¢dozeltilerde
kullanildiginda karbon pastasinin ¢ozeltide dagilmasidir (Sengiz, 2016).

Cams1 Karbon Elektrot (CKE): Formaldehit/fenol polimerlerinin veya
poliakrilonitrilin basing altinda ve 1000°C-3000°C sicakliklarda karbonize edilmesi
sonucu camsi karbon olusur. Bu elektrotlarin elektriksel ve mekanik 6zelliklere iyi oldugu
icin genis bir ¢alisma potansiyeli araligina sahiptir. Ayrica yiizeyi piirlizsiiz ve kolay
temizlenebilir oldugundan tekrarlanabilir bir yiizey saglamak daha kolaydir. Biitiin bu
ozelliklerinin yanmda inert bir davranig gostererek kimyasal tepkimelere girmez. Karbon
pastas1 elektrotlarina gorece daha sert ve kirilgan bir malzeme oldugu i¢in ylizeyi
plriizsiizdiir. Bu piiriizsiiz ve diizglin yiizey sayesinde elektrokimyasal cevap o6zelligi
KPE’a gore daha iyidir ve fiziksel olarak da daha dayaniklidir (Sengiz, 2016).

Perde baskil karbon (grafit) elektrotlar (SKPE): DNA mikroc¢ip ¢caligmalarinda
kolayca kullanabilen bir elektrot tipi olmas1 nedeniyle son yillarda bilimsel ¢alismalarda
tercih edilen bir elektrottur (Lucarelli ve ark., 2002; Marazza ve ark., 1999).

Kalem Grafit Elektrot (KGE): Mekanik kalemler i¢in tasarlanmis grafit kalem
uclaridir. Ucuz olmasi, kolay bulunabilir olmasi, diisiik tayin smirlarma ulagabilmesi,
tekrarlanabilirliginin iyi olmasi ve tek kullanimlik olmasi gibi 6nemli 6zelliklere sahip

olmas1 nedeniyle kullanim siklig1 artmaktadir (Sengiz, 2016).

1.4.2. Voltametride kullanilan referans (karsilastirma) elektrotlari

Referans elektrotlar hiicredeki elektrolitik ¢ozeltinin bilesiminden ve dis etkilerden
bagimsiz bir potansiyel degerine sahiptir. Elektrokimyada kullanilan ilk referans elektrot
hidrojen gaz1 ile yapilmis Standart Hidrojen Elektrot (SHE)’tur. Bu elektrot,
elektrokimyasal ¢alismalarda referans elektrot olarak kullanilmasinin yani sira, laboratuvar
caligmalarinda pH belirleyici olarak da kullanilmistir (Evans, 1991; Pietrizyk ve Frank
1979; Skoog ve ark, 1996; Yildiz ve Geng, 1993). Elektrokimyacilar genellikle SHE
kullanimindaki zorluklar nedeniyle Ag/AgCl veya Hg/HgCl (doygun kalomel elektrodu)
referans elektrot olarak tercih etmektedirler (Sengiz, 2016).

Referans elektrotlarin 6zellikleri:
*Hazirlanislar1 kolaydir
*Dis etkenlerden (sicaklik, basing gibi) bagimsizdir

*Gerilimi sabit kalir



*Nersnt esitligine uygun davranir ve tersinir tepkimeler gosterir

*Polarize olmaz (Sengiz, 2016).

Referans elektrot tipleri:

a) Standart hidrojen elektrot (SHE): SHE’ nin potansiyel degeri sifir kabul
edilir ve standart potansiyeli bilinmeyen bir elektrodun potansiyelini 6l¢mek i¢in kullanilir
(Tural ve ark., 2006). Bir tuz kopriisii yardimiyla SHE yar1 hiicreye baglanir. Bu elektrot
anot veya katot gorevi iistlenebilir. Anot rolii istlendiginde hidrojen yiikseltgenerek
iyonlasir, katot rolii iistlendiginde ise tersi tepkime meydana gelir. Sartlar saglandiginda
SHE tersinir redoks tepkimesi gdsterir. Uretimi ve kullanim1 zor bir elektrot oldugu igin
tercih edilmemektedir (Tural ve ark., 2006; Sengiz, 2016).

b) Kalomel elektrot: Metalik civa ile temasta olan Hg>Cl,’den (kalomel)
olusur ve genellikle 3 mol-L! konsantrasyonda KCI ¢dzeltisi icerir. Bu elekrotta asagidaki
reaksiyon gerceklesir:

HgCly + 2¢” > 2Hg + 2CI

Burada elektrot potansiyeli kloriir iyonlarmin konsantrasyonuna baglidir. Bu
elektrodu hazirlamak kolaydir. 25°C sicaklikta doygun kalomel elektrot (DKE)un SHE’ye
gore potansiyeli +0,244 V olarak belirlenmistir. Biiylik sicaklik katsayisi ve degisen
sicakliklarda potasyum klorlir ile kalomel arasindaki ¢oziinme dengesinin yeniden
kurulmasiin uzun stirmesi potansiyelinin degismesini zorlastirir (Sengiz, 2016).

c) Giimiis—giimiis Kkloriir referans elektrot: Doygun KCIl c¢ozeltisi
icerdiginde SHE’a gore potansiyeli +0,222 V’tur. Oldukca yaygin kullanilan bir referans
elektrottur. Gilimiis elektrodun, giimiis kloriir ile doygun potasyum kloriir ¢ozeltisine
daldirilmasiyla elde edilir. Asagidaki redoks tepkimesini gerceklestirir:

AgCl+e « Ag+Cl

Kalomel elektrotla karsilastirildiginda c¢ok daha yiiksek sicakliklara sahip
ortamlarda kullanilabilir olmas1 ve daha inert olmasi gibi 6zelliklerinden dolay1 oldukca

kullanish bir referans elektrot tiiriidiir (Sengiz, 2016).

1.4.3. Yardimea elektrot

Yardimc elektrotlar genellikle ucu yay seklinde kivrilarak ¢ozelti ile temas eden
yiizey alani arttirilmis bir platin telden olusur. Yardimci elektrot elektrigin c¢aligma

elektrotuna iletilmesini saglayan elektrotlardir. Bu elektrot devreyi tamamlayarak ¢alisma
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elektrodu ile bir ¢ift olusturur ancak 6lgiilen gerilimin belirlenmesinde herhangi bir rolii
yoktur (Bostanci, 2016). Elektrik sinyalinin kaynagmdan ¢ikip elektrolitik ¢dzeltiden
gecerek calisma elektroduna iletimesini saglayan yardimci elektrodun diger adi ise karsit
elektrottur (Sultan, 2013). Elektrokimyasal ¢alismalarda elektrodun polarizasyon
potansiyelinin Ol¢imiinde meydana gelen hata oraninin yiikselmesini engellemek igin

O6nemlidir (Budak, 2020).

1.5. Elektrokimyasal Sensorler

Sensorler sicaklik, mesafe, basing gibi degiskenlerde meydana gelen farklanmalar
algilayabilen ve Olciim yapabilen alet veya cihazlardir. Incelenen Ornek sensoriin
varligindan etkilenmemelidir. Sensorler tersinir Ozellik gostermeli ve devamli Ol¢liim
yapabilir 6zellikte olmalidir. Genel olarak sensorler bazi temel boliimlerden olusur:
Algilayici, sinyal doniistiiriicii ve elektronik boliim (Erol, 2020). En temel ifadeyle sensor,
mekanik hareketlilik, 151k, 1s1, ses, elektriksel veya manyetik bir etkiyi Ol¢iilebilen ve

kaydedilebilen elektriksel sinyale doniistiirebilen aygitlardir (Khanna, 2011).

1.6. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal Olglim sistemleri kiigiik boyutlu, tasmabilir ve ekonomiktir.
Bulanik ortamlarda calisabilme 6zelligi elektrokimyasal biyosensorlerin dikkat ¢eken en
onemli 6zelliklerinden biridir (Thevenot ve ark., 2001; Kuralay ve ark., 2014). Giiniimiizde
yaygin olarak kullanilan elektrokimyasal biyosensorler, bir veya birden fazla biyolojik
katalizOr tasiyan modifiye elektrotlarin kullanildigi sistemlerdir. Klasik elektrokimyasal
yontemlerde sadece elektroaktif maddeler analiz edilir. Ancak teknolojinin gelismesiyle
birlikte biyolojik materyaller de sensor sistemleri igerisine dahil edilmistir. Biyolojik
materyallerin sensor sistemlerine dahil edilmesi ile birgok maddenin analizi miimkiin hale
gelmistir. Ancak biyomateryal c¢evre kosullarindan (pH, sicaklik, iyon siddeti gibi)
etkilenirse biyosensoriin ¢aligma 6mrii kisalabilir. Biyosensorlerin tanima katmaninda yer
alan biyomalzemelere de biyoreseptor adi verilir. Elektrokimyasal biyosensorler genis bir
kullanim alanma sahiptir (Yanik, 2020). Doniistiiriicii kisim olarak elektrokimyasal
yontemlerin kullanildig1 biyosensorler, analit ile elektrot arasindaki elektrokimyasal

etkilesimin etkisini ¢evirir. Bu tiir etkiler, sifir akim altinda kendiliginden reaksiyon veya
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indiiklenen elektriksel kuvvet ile ortaya c¢ikabilir (Sultan, 2013). Elektrokimyasal
biyosensorlerin bazi ozellikleri, termal, optik, piezoelektrik biyosensorlere kiyasla ilag
endiistrisinden c¢evreye kadar genis bir uygulama alani bulmalarmi saglar. Bu &zellikler
basit, taginabilir, hizli yanit, yiiksek hassasiyet, ucuz, spesifik ve seg¢icidir. Kimyasal
degisimi konsantrasyonla orantili olarak elektrik sinyallerine doniistiirme prensibi ile
calisan elektrokimyasal biyosensorler, genellikle altin, karbon, giimiis ve platin gibi

calisma elektrotlar1 kullanilarak tasarlanmaktadir (Keskin ve Arslan, 2020).

1.6.1. Amperometrik biyosensorler

Bir maddenin elektrokimyasal redoks reaksiyonu sonucunda olusan akimin
Olciilmesi prensibine dayali olarak analiz yapabilen biyosensorlerdir. Calisma elektrodu
iizerine sabit bir potansiyel uygulanir ve bu voltaj degerinde hiicre icinden gecen akim
degeri olgiilerek kaydedilir (Erol, 2020). Olgiilen akim degeri en az 10°-10° amper
olmalidir (Dogan Topal, 2011). Elde edilen elektrik akimi miktari, elektroaktif analitin
konsantrasyonu ile dogru orantihidir (Sultan, 2013). Amperometrik biyosensoriin
potansiyometrik biyosensorlerden en biiyiik farki, iirlinlerden sinyal iireten elektroaktif
malzemenin ¢alisan elektrot yilizeyinde tiiketilmesidir (Keskin ve Arslan, 2020).
Amperometrik biyosensorlerin en 6nemli {istiin 6zellikleri, olduk¢a hassas, ucuz ve hizh

tepki veren sensorler olmalaridir (Erol, 2020).

1.6.2. Potansiyometrik elektrokimyasal biyosensorler

Calisma ve referans elektrodu arasindaki potansiyel farkin Olglilmesi veya iki
referans elektrodun arasmna gecirimli bir membranin koyulmasi ile meydana gelen
potansiyelin Ol¢limii prensibine dayanarak calisirlar (Sultan, 2013). Potansiyometrik
sistemlerde akim Onemli degildir. Sensoriin ara ylizey bdolgesindeki elektrot veya
membranm potansiyeli dlgiiliir. Olgiilen potansiyel farki degeri analit miktar1 konusunda
bilgilendirme yapar (Dogan Topal, 2011). Potansiyometrik biyosensdrlerin tasariminda yer
alan elektrotlar, pH'a ya da tek degerlikli iyonlara kars1 hassas olan cam elektrotlar, iyon
secici olan ve anyonlar veya katyonlara karsi hassas olan segici elektrotlar veya amonyak,
karbondioksit, gibi vb. gazlarin analizi i¢in gazlara karsi duyarl olan elektrotlardir (Keskin

ve Arslan, 2020).
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1.6.3. Kondiiktometrik biyosensorler

Adindan da anlagilacagi gibi kondiiktometrik biyosensorler, elektrolitik hiicre
cozeltisi ya da calisma elektrodu yiizeyinde bulunan ince film ara tabakanin elektriksel
iletkenligindeki degisimi saptama ve analit miktar1 ile oranlayarak analiz etme prensibi ile
calisirlar. Aslinda secgici olma 6zelligi tasimayan bu yontem, teknolojideki ilerlemelerle
birlikte elektrot ylizeyine uygulanan modifikasyonlar sonucu segicilik 6zelligi edinmesini
de saglamistir (Stradiotto ve ark., 2003; Thevenot ve ark.,1999). Havanin nemini 6lgme ve
bazi gazlarin konsantrasyonlarini belirleme islemlerinde konduktometrik biyosensorler
tercih edilmektedir. Potansiyometrik ve amperometrik biyosensorlere nispeten kullanim
alanlar1 daha azdir. Ancak analiz sirasinda referans elektrot kullanma ihtiyacinin olmamasi,
1518a kars1 duyarli olmamalari, diisiik potansiyellerde ¢alisabilmeleri bu biyosensorlerin
olumlu yiinleridir (Keskin ve Arslan, 2020).

Elektrokimyasal biyosensorler biyolojik algilayici materyale gore iki baslik altinda

incelenir: Biyokatalitik biyosensdrler ve Afinite biyosensorleri (Erol, 2020).

1.6.4. Biyokatalitik biyosensorler

Enzim, bakteri ve dokularm biyoreseptor gorevi gordiigi biyosensorler
biyokatalitik biyosensorlerdir. Bu tip biyosensorler kendi igerisinde enzim ile modifiye
edilmis ve doku ve bakteri ile modifiye edilmis elektrotlar ile olusturulan biyosensorler
olarak iki farkli grup altinda degerlendirilmektedir (Erol, 2020).

a) Enzim temelli elektrotlar: Enzimler canli organizmalarda katalizor gorevi
istlenerek, kimyasal reaksiyonlar1 katalizler. Bu katalizorlerin segici olmasi onlarm bir¢ok
alanda tanima yiizeyi olarak kullanilmalarini saglar. Bir enzimin tabaka halinde uygun bir
elektrotla birlestirilmesi sonucu, enzim temelli elektrotlar elde edilir. Bu bir membran ve
elektrot arasina enzim ¢dzeltisinin immobilize edilmesiyle gergeklestirilmektedir (Erol,
2020).

b) Doku ve bakteri elektrotlari: Bazi durumlarda; ornegin bazi sistemlerde
enzimin saf halde bulunamamasi veya saflagtirilmis enzimlerin kararli olmamas1 ve pahali
olmalar1 gibi sebepler nedeniyle kullanilamamalar1 da s6z konusu olabilmektedir. Bu
biyosensorlerin  kullanimma iligkin bazi smirlamalar s6z konusu olabilmektedir.

Enzimlerin yerine bitki dokular1 veya bakteriyel hiicreler kullanilabilir. Bu tiir sensorlerin
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calisma prensibi de enzim temelli sensorler ile genel olarak benzerdir (Erol, 2020).

1.6.5 Afinite biyosensorleri

Secici baglanma prensibi ile tasarlanmis elektrokimyasal biyosensorlerdir. Calisma
elektrodu iizerine reseptdr, antikor, poliniikleotit gibi biyomolekiiller immobilize edilir ve
bu molekiiller sadece analitlerle etkilesime girerek segici bir baglanma meydana getirirler.
Bu baglanma ile meydana gelen elektrokimyasal yanit ol¢iiliir. Olduk¢a hassas ve secici
elektrokimyasal biyosensOrler tasarlanabilmektedir. Afinite biyosensorleri ii¢ grupta
incelenir: Antikor bazli biyosensorler (immiinosensorler), reseptor bazli biyosensorler ve
genetik materyallerden elde edilen niikleik asit bazli biyosensorler (Erol, 2020).

a) Antikor temelli biyosensorler (immiinosensorler): Canli organizmaya giren
bilinmeyen molekiiller (antijen vb) antikorlara baglanir. Bu baglanma 6zelligi kullanilarak
antikor veya antijen konsantrasyonundaki degisiklik belirlenir ve bu sayede analiz yapilir.
Bu tiir tepkimeler ¢ogunlukla tersinmezdir. Tersinmezlik nedeniyle bu tiiy sensorler tek
kullanimlik olmaktadir. Pahali olmalar1 nedeniyle mecbur kalinmadikg¢a tercih edilmezler
(Erol, 2020).

b) Reseptor temelli biyosensorler: Hiicresel reseptorler hiicresel membrana
yerlestirilerek hedef analiti baglamasi saglanir. Analit ve reseptor arasindaki baglanma
secicidir ve baglanma sonucu elektrodun iletkenlik degerindeki degisim belirlenerek analit
miktar1 bilgisine ulagilabilmektedir (Erol, 2020).

¢) Niikleik asit temelli biyosensorler: RNA ve DNA’nm elektrot iizerine
immobilize edilmesi ve analitin bu yapilara baglanmasi sonucunda sinyal degisimlerinin
belirlenmesine dayanan biyosensérlerdir. Iki yolla sinyal degisimi olgiiliir: Birincisi,
analitin DNA’nin sarmal yapisi1 arasina tutunmasi sonucu elektrot davranigsindaki degisimin
belirlenmesi, ikincisi ise DNA’ nm yapisinda bulunan guanin veya adenin bazindaki
aktivitenin degisiminin Olclilmesidir. Bu tip sensorler olduk¢a hassas ve hizli 6l¢iim

yapabilir (Stradiotto ve ark., 2003; Wang, 2000; Erol, 2020; Thevenot ve ark., 1999).
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1.7. DNA’min Yapisi

DNA’nin yapisi, sarmal bir sekilde kivrilmis, bir ip merdiven goriinlimiine sahiptir.
Dis kenarlari, deoksiriboz (seker) ve fosfat molekiillerini igermektedir. Ester baglar1 fosfat
ve seker gruplarini ester baglari ile birbirine baglar. DNA’nin yaisinda bulunan biitiin
niikleotitlerde fosfat ve seker gruplari ayni olmakla birlikte, tasidiklar1 bazlar farklidir
(Bostanci, 2016). DNA molekiiliiniin yapisinda guanin ve adenin adi denilen piirin bazlar1
ve timin ve sitozin adi1 verilmis olan pirimidin bazlar1 birbirine hidrojen baglari ile baghdir.
Timin ve adenin birbirine iki hidrojen bagi ile baglanirken sitozin ve guanin birbirine li¢
hidrojen bagi ile baglanir. DNA molekiiliiniin yapisinda bulunan guanin ve adenin bazmin
elektrokimyasal olarak aktif oldugunu ilk defa Palecek tespit etmistir (Palecek, 1960).
Glinlimiizde DNA’nin nitel ve nicel analizi yapilabildigi gibi DNA’nin kendisi
biyosensorlerde algilayici molekiil olarak da kullanilmaktadir (Cai ve ark., 1996; Brabec,
1983; Brabec ve Koudelka, 1980).

1.8. DNA Biyosensorleri

Algilayic1 yiizey olarak DNA’nin veya DNA yapisindaki guanin ve adenin
bazlarmin  kullanildigi  biyosensorler DNA  biyosensorleri  olarak  adlandirilir.
Elektrokimyasal DNA biyosensorleri, pratik olmalari, secici olmalari, hizli ve
tekrarlanabilir sonuglar vermeleri gibi iistiin 6zellikleri nedeiyle bilim insanlar1 tarafindan
elektroanalitik ¢aligmalarda giderek artan bir egilim ile kullanilmaktadir (Jelen et al., 2002;
Palecek ve Fojta, 2001; Erdem, 2007). DNA ile etkilesen analitlerin (karsinojenikler,
ilaclar vb.) analiz edilebilmesinde veya dizisi bilinmeyen hibridizasyonlarin izlenmesinde
kullanmighdir. Ayrica biyolojik silahlar, gida analizleri ve zararli mikroorganizmalarin
tespitinde ve bulasici hastaliklarin tanist i¢in de kullanimi iizerinde c¢alisilmaktadir
(Yimaz, 2021). DNA’nin hibridizasyonu 6zel bir mekanizmadir. Bu nedenle bu tip
biyosensorlerin seciciligi yiliksektir.

Niikleik asitler kullanilarak elde edilen tanima tabakalar1 antikorlar ve enzimlerden
daha kararhdir, kolayca elde edilebilirler ve tekrar edilebilirlikleri yiiksektir (Ozsoz ve ark.,
2002). Guanin baz1 diger ii¢ baza gore elektron yogunlugunun fazla olmasi ve
yiikseltgenme potansiyelinin diisiik olmast nedeniyle elektrokimyasal analiz sensorii

calismalarinda daha fazla tercih edilmektedir.
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DNA biyosensorlerinin ¢alisma prensibi, baz dizisi bilinen bir oligoniikleotidin
calisgma elektrodu yiizeyine algilayict ajan olarak immobilize edilmesi ve hedef baz
dizininin veya maddenin saptanmasina dayanir (Erol, 2020; Molinier-Jumel ve ark., 1978).
Bu tip sensorler, niikleik asit immobilizasyonu ile olugturulmus tanima tabakasinin bir
transistor ile birlesmesi sonucunda elde edilir.

DNA biyosensorleri yapilirken algilayict ylizeye DNA, guanin veya adenin
yapilarmin proba giiclii bir sekilde baglanmasi1 6nemlidir. Cok ¢esitli tutturma yontemleri
olmakla birlikte en cok uygulanan yontemler; elektrostatik yontemle tutturma, adsorpsiyon
yoluyla tutturma ve kovalent baglanma yoluyla tutturmadir (Bilge Yiicel, 2021; Ozkan ve
ark. 2003). Transistor olarak genellikle geleneksel altin ve karbon elektrotlar
kullanilmaktadir (Lucarelli ve ark., 2004). Bununla birlikte transistér olarak perde baskili

elektrotlarin kullanilmasi, yerinde DNA analizlerini kolaylastirmistir.

1.8.1. DNA biyosensorlerinin gelistirilmesinde kullamilan immobilizasyon

yontemleri

DNA temelli biyosensorlerde hibridizasyonun tayininin kolay gerceklesmesi ve
elektrodun tekrar kullanilabilmesi i¢in, DNA molekiilii, guanin bazi veya adenin bazinin
elektrot yiizeyine giiclii bir sekilde baglanmasi hedeflenir. Immobilizasyon islemi birkag
farkli sekilde yapilabilmektedir.

a) Pasif adsorbsiyon yoluyla prob tutturulmasi (islak adsorbsiyon yontemi);
Bu yontemin temel prensibi; immobilize edilecek olan maddeyi (prob) iceren ¢ozelti
icerisine, kullanilacak olan elektrodun daldirilmasi ve bu maddenin elektrot ylizeyine
adsorbe olarak tutunmasidir. Bu yontem uygulama agisindan kolay olmakla birlikte ve
otomasyon sistemlerinde uygulanabilir. Diisiik maliyetli ve analiz siiresi de oldukca kisadir
(Yanik, 2020).

b) Elektrostatik yolla prob tutturulmasi; Calisma elektrodu ylizeyine pozitif
potansiyel uygulanip, negatif yiikli fosfat omurgasi iceren DNA’nm elektriksel ¢ekim
nedeniyle elektrot yiizeyine tutunmasi prensibine dayanir. Kullanilan kimyasallar ucuz
oldugu i¢in yontemin maliyeti diisiiktiir (Yanik, 2020).

¢) Kovalent yolla prob tutturulmasi; Bu yontemde prob dizileri elektrot yiizeyine
bazi kimyasallar yardimiyla kovalent baglanma aparak tutturulur. Bu islemle yapilan

tutturma daha dayanikli ve diizenli bir prob tabakasi elde edilmesini saglar. Bununla
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birlikte kullanilan kimyasallarin pahali olmasi ve islemlerin uzun silirmesi yontemin
dezavantajlaridir (Yanik, 2020).

Kovalent baglanmada, altin elektrotlar ve altin nanopartikiiller i¢in baslangigta 3—
merkaptopropiyonik asit veya sistein ile —SH gruplar1 elektrot yiizeyine tutunur. —SH
gruplarmin altmma karst gligli bir affinitesi vardir. Sonraki asamada ise N-—
hidroksisiiksinimit ve etil karbodiimit gibi kovalent ajanlar yardimiyla -NH, grubu ile
isaretlenmis probun yani genetik materyalin yilizeye saglam tutunmasini saglanir. Altin
elektrotlarda bu yontem 6zel bir kaplama yontemidir. Bu yontemde propiyonik asit gibi
gruplar, DNA’nin elektroda dikey ve diizenli olarak tutturulmasmi sagladigir icin
hibritlesme kolay bir sekilde gerceklesir. Eger elektrot olarak karbon (grafit) esash
elektrotlar kullanilirsa, kovalent baglayici ajanlarla yapilan kaplamada -NH> grubu iceren

prob yiizeye cok giiclii bir sekilde baglanir (Coulet, 1991; Giilmez, 2005; Yardim, 2009).

1.9. ilac-DNA Etkilesimi Temelli Biyosensorler

DNA biyosensorlerinin en ¢ok kullanildigi alanladan biri de ilag¢ analizleridir. DNA
ve yapisida bulunan guanin ve adenin bazlar1 6zellikle antikanser ilag molekiilleri ile
etkilestigi icin bu tiir ilaglarin analizinde siklikla kullanilir. Bu durum yeni ilaglarin
tasarlanmasinda ¢ok biiyiikk 6nem tasimaktadir (Jelen ve ark., 2002; Erdem ve Ozsoz,
2002). DNA yapis1 antikanser ilaglar ile oluga baglanma (kovalent olmayan),
interkalasyon, kovalent baglanma, capraz baglanma seklinde etkilesime girer ve sonugta
kompleks bir yap1 olusur. ila¢g ve DNA arasindaki etkilesim hakkinda bilgi edinmek i¢in
DNA’nin baz yapisinda veya ilacin pikinde olusan farkliliklar gesitli elektrokimyasal
teknikler uygulanarak goézlemlenir (Jelen ve ark., 2002; Erdem ve Ozs6z, 2002).

Daunomisin, doksorubisin, bleomisin, mitaksantron gibi bazi ilaglar DNA yapisima
interkalasyon yaparak ilacin sinyalinde artisa sebep olurken,  sisplatin, mitomisin—c,
prokarbazin gibi ilaglar ise DNA yapisindaki baglarla capraz bag olusturup, elektroaktif
bazlarin (guanin ve adenin) sinyalinde veya piklerinin akim siddetinde azalmaya sebep
olurlar (Ozkan ve ark., 2003; Erdem ve ark., 2007).

Eczacilikta yeni ilaglarin tasarlanmasinda, DNA’nin metal komplekslerinin ilag ya
da ¢evresel atiklarla etkilesebiliyor olmasi1 ve bu etkilesimlerin dl¢iilebiliyor olmas1 énemli
bir etkendir. Antitimor ilaglar genelikle etkilerini DNA yapisma baglanarak

gostermektedir. Boylece bir¢ok bilesigin antikanser ilact olarak kullanilabilirligi hakkinda
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bilgi edinilebilir. Niikleer magnetik rezonans, denge diyalizleri, in vitro transkripsiyonun
inhibisyonu, dairesel dikroizm, spektrofotometrik analizler, erime sicaklig1 profillerinin
almmasi ve floresans sonmesi DNA etkilesimlerini belirlemek i¢in kullanilan diger
yontemlerdir. Bunlar arasinda floresans sonmesi en hizli yanit verendir. Bu metotlardan en
hizli yanit verenler floresans oOzellige sahip bilesiklerdir. Bu 06zelligi bulunmayan
bilesiklerin DNA etkilesiminin belirlenmesi miimkiin degildi (Reydermon, 1997). Bu
bilesiklerin bazi1 bdliimleri, ilacin DNA’ya, hidrojen baglari, interkalasyon ve Van der
Waals etkilesimlerinden biri ya da bitiin etkilesimlerin birlikte olmasi sayesinde
baglanmaktadir. Bazi1 kisimlar1 ise DNA’nin sadece belirli dizilerine baglanmaktadir. Ilag
molekiilleri 1le DNA veya DNA’nin elektroaktif bazlar1 arasindaki etkilesimi ve bu
etkilesimlerin analizi elektrokimyasal DNA biyosensorlerinin uygulama alaninin
geniglemesini  saglamistir.  Antikanser ilaglarin  bazilarinda DNA  etkilesiminin
elektrokimyasal yontemlere tayinlerinin kullanilmast DNA biyosensorlerinin  dnemini

arttirmaktadir.

1.10. COVID-19 Tedavisinde Kullanilan fla¢c Etken Maddeleri:

1.10.1. Favipiravir

Japonya'da tedavi i¢in onaylanmig bir pirazin karboksiamid tiirevidir ve ¢esitli grip
virtislerine kars1 aktiftir. Favipiravir (FAV) ilag etken maddesinin izlenebilirligini
saglamak i¢in hassas, glivenilir, hizli, diisiik maliyetli bir analitik yontemin gelistirilmesine
acil ihtiya¢ vardir. FAV'n belirlenmesi ile ilgili daha oOnce yaymlanmis caligmalar
incelendiginde, Yiiksek performansli s1vi kromotografisi (HPLC) yontemi (Bulduk, 2020),
spektroflorometrik yontem (Megahed ve ark., 2021) ve elektrokimyasal yontemlerin
(Allahverdiyeva ve ark., 2021; Mohamed ve ark., 2021) kullanildig1 goriilmiistiir. HPLC ve
spektroflorometrik yontem igin pahali ekipmanlar ve yetigsmis eleman giicline ihtiyag
vardir. Ancak elektrokimyasal analiz yontemi ile secici, hassas, tekrarlanabilirligi ve
stabilitesi yliksek elektrot gelistirilmesi halinde seri iiretim yapilarak ila¢ etken maddesi
analizi kolay ve yaygin bir sekilde gerceklestirilebilir.

Mohammed ve ark. (2021) MnO>-rGO nanokompozit ile modifiye edilmis ekran
baskil1 elektrot ile FAV'm elektrokimyasal tayinini ilk kez ger¢eklestirmistir. Gelistirilen

elektrot, genis lineer aralig ile birlikte diisiik algilama ve kantifikasyon limitleri ile FAV'in
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hassas belirlenmesine yonelik olaganiistii elektrokatalitik aktivite gostermistir. Ayrica
FAV, birlikte uygulanan ilaglarin varliginda MnO»-rGO/SPE elektrodu kullanilarak segici
ve yiiksek geri kazanim orani ile analiz edilmistir. FAV'in oksidasyonu i¢in elde edilen
sonuglara dayali olarak, ilag iiretiminde ve insan sivilari numunelerinde FAV'in kantitatif
tayini basit, hizli, se¢ici ve hassas bir KDV teknigi ile gergeklestirilmistir. Ayrica, yliksek
dogruluk, hassasiyet ve tekrarlanabilirlik gibi milkemmel 6zelliklerin yan1 sira, gelistirilen
sensor, klinik calismada FAV'nin hassas belirlenmesi i¢in uygun basit bir platform
sunmaktadir.

Wang ve ark. (2022) antiviral ilag FAV'm tespiti i¢in molibden distilfiir (MoS>)
nanokiirelerin ~ ve  molekiiler baskilt  polimerlerin (MIP'ler) ¢ekirdek—kabuk
nanokompozitine  dayanan yeni  bir  elektrokimyasal sensor  gelistirmistir.
MoS;@MBPc¢ekirdek—kabuk nanokompoziti, monomer olarak o—fenilendiamin ve sablon
olarak FAV kullanilarak MoS, modifiye elektrot iizerinde bir MBP tabakasinin
elektrodepozisyonu yoluyla hazirlanmastir. MoS,; @MBP cekirdek—kabuk
nanokompozitinde hedef FAV’in se¢ici baglanmasi, nicel analiz i¢in kullanilan
konsantrasyona bagli bir sekilde bir redoks sinyali {iretmistir. Optimum kosullar altinda,
sensoriin 0,01 ~ 100 nmol-L! (1,57x107%~1,57x1072 ug-mL™") genis bir ¢alisma arahgina
ve 0,002 nmol-L! (3,14x1077 pg-mL™!) minimum saptama limitine (LOD) sahip oldugu
hesaplanmistir. SensOriin uygulama caligmasinda, minimum 10 pL biyolojik numunede
(idrar ve plazma) FAV saptanabilmistir.

Akca ve ark., (2022) umut verici bir antiviral ajan olan FAV’in elektrokimyasal
analizi lizerinde yaptiklar1 ¢alismada calisma elektrodu olarak modifiye edilmemis camsi
karbon elektrot kullanmiglardir. Dongiisel voltametri teknigini kullanarak, pH 10,0'da
Britton—Robinson (BR) tamponunda yaklasik +1,12 V'de (Ag/AgCl'ye karsi) bir adet ve
irreversibl bir oksidasyon piki elde etmislerdir. Ayn1 zamanda ortama sodyum dodesil
stilfat1 (SDS, anyonik ylizey aktif madde) da ekleyerek, FAV'In siyrma voltametrik
dlciimlerinin hassasiyetini dnemli dlgiide arttrrmugslardir. 3x10™* mol-L"' SDS igeren BR
tamponunda (pH 10,0), +1,17 V'da (Ag/AgCl'ye kars1 60 s birikimden sonra) kare dalga
adsorptif siyirma voltametrisini uygulayarak, konsantrasyon—akim arasinda dogrusal iligki
bulmuslardir. Saptama limitini 0,26 pg-mL™ (1,7x10°% mol-L™!) olarak hesaplamis, calisma
araliginm ise 1,0 ila 100,0 ug-mL"! (6,4x10°-6,4x10"* mol-L!) konsantrasyon arah@mda
oldugunu belirlemislerdir. Onerilen yaklagimin, ilag formiilasyonlarmda ve insan idrari

orneklerindeki FAV'"1 belirlemek i¢in basarili bir sekilde kullanmiglardir.
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1.10.2. Molnupirevir

Molnupirevir’in (MOL) elektrokimyasal oksidasyonu icin kare KDV teknigi
uygulanmis ve Britton—Robinson pH 9,0 tamponu kullanilarak, rGO sensorii ile Ag/AgCl
referans elektrodu varliginda 0,2 V'da iyi tanimlanmis bir pik elde edilmistir.

Destek elektrolitinin pH'1, cihaz parametreleri, elektropolimerizasyon dongiileri ve
GO konsantrasyonu gibi MOL analizi i¢in ¢esitli islem parametrelerini optimize etmistir.
Sensér, 0,03 pmol-L' LOD degeri ile 0,09-4,57 pmol-L ! arasinda dogrusal ¢alisma aralig:
gostermistir. Gelistirilen sensor, kapsiil formiilasyonlarimda MOL miktar1 tayini igin

basariyla uygulanmistir.

1.10.3. Lopunavir

Lopinavir/ritonavir (LPV/RTYV), antiretroviral proteaz inhibitorleri olup, kombine
olarak 23 yildir insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) enfeksiyonu tedavisi i¢in
kullanilmaktadir. LPV, yar1 dmriiniin uzatilmasi ve farmakokinetik etkisinin arttirilmasi
amaciyla, RTV ile birlikte kullanilmistir. LPV, viral 3-kimotripsine benzer proteaza karsi
etkili olup, daha once karsilasilan SARS—CoV-1 ve MERS—CoV salgmlarinda umut verici
sonuglar elde edilmistir. Cin’de LPV/RTV’nin etkinliinin ve giivenligini aragtirmak i¢in
yapilan bir ¢alismada, COVID-19 tanisi ile hastaneye yatirilan 199 yetiskin hastada hi¢bir

fayda gézlenmedigi sonucuna varilmistir (Cao ve ark. 2020; Lu ve ark. 2020).

1.10.4. Remdesivir

Antiviral etkili bir ilacin gelistirilmesi konusunda ¢aligmalar halen devam etmekle
birlikte, yapilan klinik deneyler, remdesivir (RMD) ilacinin etkinligini de dogrulamistir
(Eastman ve ark., 2020; Grein ve ark., 2020; Beigel ve ark., 2020; Jorgensen ve ark.,
2020). Hafif ve orta siddette semptomlar1 olan hastalarda COVID—19'a kars1 6zel etkinlik
ve aktivite gdstermistir ve COVID—-19'a kars1 AB onayli ilk ilag olmustur. Bununla birlikte
RMD, solunum yetmezligi, kandaki eritrosit ve trombosit konsantrasyonlarinda azalma,
melanin salgisinda asirilik ve alerjik reaksiyonlar gibi bazi yan etkilere sahiptir (Azevedo
ve ark., 2020; Singh ve ark., 2020; Wang ve ark., 2020; Al-Tannak ve ark., 2020). Ayrica

bir nitril grubu igerdiginden miktar1 fazla oldugu zaman yiiksek toksisite gosterebilir. Bu
20



nedenle, RMD’nin gerek ila¢ tasarimi ¢alismalarinda igerik analizi, iiretim asamasinda
kalite kontrol amagli, gerekse hastaya verilen ve viicutta tutulan miktarmin saptanmasinda
pratik, basit ve ekonomik olan elektrokimyasal yontemlerin gelistirilmesi oldukga
onemlidir (Azevedo ve ark., 2020; Singh ve ark., 2020; Wang ve ark., 2020; Al-Tannak ve

ark, 2020). RMD’nin elektrokimyasal analizi konusunda sinirl sayida ¢alisma mevcuttur.

1.10.5. Oseltamivir

Hassan ve ark. (2013), ila¢ etken maddesi oseltamivir fosfatin (Taminil) (OST),
kesikli ve siirekli proseslerde kalite kontrol izlemesi i¢in yeni bir potansiyometrik yontem
gelistirmiglerdir. Yontem, (OST™) katyonunun, o-nitrofeniloktil eter (0o—NPOE) ile
plastiklestirilmis bir poli(vinil kloriir) matris membranindaki fosfomolibdat anyonuyla
(PMA™) olusturdugu kompleksin elektroaktif bir malzeme olarak kullanimma
dayanmaktadir. Bdylece ilaca yanit veren potansiyometrik bir sensor gelistirmiglerdir.
Sensoriin performans dzelliklerine bakildiginda; 5,2x107°-0,8x102 mol-L! (21,34 pg-mL"
13,23 mg-mL™") konsantrasyon aralig1 {izerinde OST i¢in 9,1x107® mol-L"' LOD degerine
sahip oldugu tespit edilmistir. Iki kanall1 bir akis enjeksiyon diizeneginde, boru seklinde
olup akis dedektorii ile birlestirilen OST-PMA-NPOE kompleksini igeren bir membran
kullanilmigtir. Boylece siirekli bir proseste, ilacin ~30 numune-sa” frekansinda siirekli
izlenmesi saglanmistir.

OST’nin kimyasal yapis1 Sekil 1.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 1.1. OST nin kimyasal yapis1
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu caligmada kullanilan kimyasallarin analitik saflig1 yiiksek olup Sigma Aldrich ve
Merck markali tirtinler satig yetkilisi firmalardan saglandi. Genis bir pH araliginda (pH 2,0—
pH 12,0) calisip en uygun pH degerini saptayabilmek i¢in Britton-Robinson tampon
cozeltisi (BR tamponu) elektrolitik ¢ozelti olarak tercih edildi. BR tampon ¢6zeltisinin
hazirlanmasinda 2,69 mL fosforik asit (H3POas, Isolab 959,062,2500), 2,29 mL asetik asit
(CH3COOH, Isolab 901,013,2500) ve 2,472 g borik asit (H3BO3, Fisher Chemical)’in 1
L’lik balon joje igerisinde ultra saf suda ¢oziinerek karistirilmasi ve ¢ozelti hacminin saf su
ile 1 litreye tamamlanmasi ile hazirlandi. Hazirlanan ¢dzeltinin pH degeri 1,0 mol-L™!
konsantrasyonuna sahip NaOH (Sigma Aldrich, 06203) ¢ozeltisinden pH metre ile pH
kontrolii yapilarak ilave edilmesi ile ayarlandi. pH 2,0pH 12,0 araliginda 11 farkl stok
BR tampon ¢ozeltisi hazirlandi ve bu ¢ozeltiler calismalar siiresince karanlik ortamda +4 °C
sicaklikta buzdolabinda saklanmistir. OST (bld: BD146326 100 mg) (ethyl (3R,4R,5S)-4-
acetamido-5-amino-3-pentan-3-yloxycyclohexene-1-carboxylate) analitik saflikta ticari
olarak satin alinmis ve herhangi bir saflastirma veya On islem uygulanmadan ultra saf su
¢oziiciisityle 107 mol-L! konsantrasyona sahip stok ¢ozeltisi hazirlanmistir ve +4 °C
sicaklikta buzdolabinda saklanmistir. Voltametrik Ol¢iimler oda sicakliginda ardigik olarak

ii¢ kez tekrarlanmustir.

2.2. Kullanilan Cihazlar

Elektrokimyasal dl¢timler, Ivium pocketSTAT potansiyostat/galvanostat empedans

analizorii kullanilarak gerceklestirildi.
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Sekil 2.1. Ivium pocketSTAT potansiyostat/galvanostat empedans analizorii

Millipore Direct—3 QV'den elde edilen ultra saf su, elektrot yilizeylerini temizlemek
ve stok ve tampon ¢ozeltileri hazirlamak i¢in kullanildi. Tampon ¢ozeltileri hazirlamak igin
bir Ohaus Starter 3000 pH metre kullanildi.

Elektrokimyasal dlgtimler i¢in ¢alisma elektrodu olarak bir camsi karbon elektrot
(CKE, CHI104) veya guanin/glutardialdehit ile modifiye edilmis bir CKE, bir Ag/AgClI (3
mol-L! KCI iceren) referans elektrodu (MF-2052, BASI) ve bir Pt tel karsit elektrot
kullanild1. Elektrokimyasal calismalar yapilmadan 6nce CKE'nin ylizeyi temizlendi.
Elektrot, parlatma pedi/kagidi iizerinde bulunan sulu aliiminyum oksit (aliimina, Al,O3)
mikropartikiilleri (0,05 pm partikiil boyutu) bulamaci ile manuel olarak temizlendi ve daha
sonra ultra saf su ile iyice durulandi. Daha sonra elektrot, yiizeyinde kalan safsizliklar1 ve
kalintilar1 temizlemek i¢in ultra saf su iceren bir ultrasonik banyoda (JKWSTAR, VGT-
800) 10 dakika sonikasyona tabi tutuldu. Tekrar durulama islemi yapilarak elektrot
temizligi DV teknigi ile kontrol edildi. Elektrokimyasal hiicrenin yerlestirildigi, manyetik

karistirma ve inert gaz ile siipiirme stand1 Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Elektrokimyasal hiicrenin yerlestirildigi, manyetik karistrma ve inert gaz ile
stipiirme standi1 (C4 hiicre standi)

2.3. Modifiye Elektrodun Hazirlanmasi

Elektrokimyasal olarak OST, CKE iizerinde redoks tepkimesi vermeyen bir
maddedir. Bu nedenle OST’nin CKE kullanarak elektrokimyasal olarak algilanabilmesi
icin guanin bazi ile etkilesimine bakilmis ve guanin bazinin yiikseltgenme pikine ait
akimin OST varhiginda azaldig1 belirlenmistir. Guanin ve OST ilag etken maddesinin
arasindaki etkilesimi Ol¢ebilmenin iki yolu vardir. Birincisi guanini elektrot yiizeyine
immobilize etmek ve ikincisi elektrokimyasal hiicrede bulunan elektrolitik ¢ozelti igerisine
guanin eklemek. Bu calismada sensor olarak kullaniminin daha pratik olmasi agisindan
guaninin camsi karbon elektrodunun elektroaktif ylizeyine immobilizasyonu {izerinde
calismalar yapilmistir. Calismada kullanilan c¢ozeltiler kimyasal olarak bozunmaya
ugramamasi i¢in +4 °C’de buzdolabinda saklanmistir. Elektrodu modifiye etmek i¢in
baslangict optimum guanin ve glutardialdehit (GA:z) konsantrasyonunu saptamak
onemlidir. Bu nedenle %7, %5, %2,5, %0,5 ve %0,25’lik glutardialdehit ¢ozeltileri ayr1
ayr1 hazirlanmis ve guanin miktarlar1 3 mg'mL"!, 1 mg-mL”, 0,5 mg-mL’ ve 0,25
mg-mL"! olacak sekilde her bir ¢dzeltinin icerisine farkli miktarlarda guanin eklenmistir.
Elde edilen siispansiyonlarin bozunmaya ugramamas i¢in ¢aligmalar swrasinda +4 °C’de
buzdolabinda saklanmistir ve CKE’nin modifiye edilmesi islemlerinde kullanilmistir. Elde
edilen guanin—glutardialdehit karigimlarindan 5 pL alimarak dokme—kurutma yontemi ile

elektrodun elektroaktif yiizeyine damlatilmis ve ¢ozelti +4 °C’de kurumaya birakilmistir. 5
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saat siiren kurutma isleminin ardindan modifiye edilmis elektrot elektrokimyasal 6lgiim
yapmak i¢in uygun hale gelmistir. Glutardialdehit bir ¢apraz baglayict oldugu i¢in guanini
elektrot yiizeyine baglamistir. Kurutma isleminin uzun siirmesi nedeniyle hava akis hiz1 90
km-sa?! olan kurutma cihazi (CVS Niliifer DN7011) kullanilarak, hava (30 °C) akiminda
kurutma islemi uygulanmis ve kurutma siiresi 30 dk’ya disirilmiistiir. Elektrot
modifikasyonu i¢in en uygun guanin ve glutardialdehit konsantrasyonlarini belirlemek
iizere her bir elektrot icin DV, KDV ve DPV teknikleri ile guanin pikinin oksidasyon akimi
Olciilmiistiir. En yiiksek akimin elde edildigi guanin ve glutardialdehit konsantrasyonu ve
Olgtim teknigi belirlenmistir. Boylece elektrot modifikasyonu i¢in optimum guanin
konsantrasyonu, glutardialdehit konsantrasyonu ve en yiiksek pik akimini veren Ol¢iim

teknigi belirlenmistir.

2.4. Tablet ve idrar Numunelerinin Hazirlanmasi

F.Hoffmann—La Roche Ltd. firmasi tarafindan iiretilen ve OST ila¢ etken maddesi
iceren Tamiflu® (75 mg OST/kapsiil) iilkemizde SARS—CoV?2 tedavisinde kullaniimaktadir.
Ayrica influenza viriisleri A ve B’nin (pandemik HIN1 dahil) neden oldugu enfeksiyonun
tedavisi i¢in de kullanilan bir antiviral néraminidaz inhibitoriidiir. Farmasotik tabletler ticari
olarak satm alinmis ve OST’nin elektrokimyasal analizi i¢cin gelistirilen GA>—Guanin/CKE
elektrodunun uygulanabilirligini belirlemek i¢in kullanilmastir.

Idrar 6rnegi 5 yasindaki saglikli bir cocuktan almmustir ve igerisinde bulunan kati
parcaciklar1 ¢oktiirmek i¢in 8000 devirde 30 dk santrifiijlenmistir. Santrifiij edildikten sonra
cokeltiden uzak olacak sekilde iist kisimdan alinan 1 mL idrar 6rnegi elektrokimyasal
calismalarda girisim etkisini belirlemek ve idrar 6reklerinde OST’nin analiz edilebilirligini
arastirmak i¢in elektrokimyasal hiicre igerisinde bulunan 9 mL BR tampon ¢ozeltisine

eklenmis ve standart ekleme yontemi kullanilarak OST analizleri yapilmustir.

2.5. Modifiye Elektrodun Karakterizasyonu

Modifiye elektrodun kimyasal ve fiziksel yapisin1 karakterize etmek i¢in modifiye
elektrot ylizeyi swrasiyla Fourier Transform Infrared (FTIR) analizi ve Sony IMX485
sensor, koaksiyel lamba ve Nikon monokiiler C-Mount lens ile donatilmis bir stereo

mikroskop ile incelenmistir.
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GA>—Guanin/CKE elektrodunun aktif ¢aligma yilizey alanini hesaplamak amaciyla 10 mL,
107 mol-L™! potasyum ferrosiyaniir (Ks[Fe(CN)s]) ve 10" mol-L! potasyum nitrat (KNO3)
iceren elektrolitik ¢ozelti kullanilmistir. Donglisel voltametri teknigi ile farkli tarama
hizlarinda ol¢timler yapilmistir.

OST ilag etken maddesinin modifiye elektrodun yiizeyinde gergeklesen
yiikseltgenme olayinda elektrot yiizeyine difiizyon yoluyla mi ulastigi yoksa elektrot
yiizeyine adsorbe mi oldugunu anlamak igin 5-1000 mV-s! tarama hiz1 arahginda DV
teknigi kullanilarak 6l¢timler yapilmustir. Elde edilen veriler kullanilarak log v —log Ip grafigi

cizilmis ve ¢izilen dogrunun egimi yorumlanmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Optimum Calisma Parametrelerinin Belirlenmesi

3.1.1. Optimum pH’1n belirlenmesi

Daha hassas ve dislik ilag konsantrasyonlarmni ve bunlarin DNA etkilesimi
sergileyip sergilemediklerini saptayabilmek icin guaninin elektrokimyasal 6lgiimleri
sirasinda maksimum akimi gosteren en uygun Olgiim kosullarmi belirleme c¢aligmalari
yapilmistir. Buna goére ilk olarak g¢alisma ortaminin pH’inin optimizasyonu {izerinde
calisilmistir. pH 2,0, pH 3,0, pH 4,0, pH 5,0, pH 6,0, pH 7,0, pH 8,0, pH 9,0, pH 10,0, pH
11,0 ve pH 12,0 asitlik degerlerine sahip Britton—Robinson tampon ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Her bir tampon ¢ozelti icerisinde modifiye edilmis elektroda DV, KDV ve
DPV o6l¢iim teknikleri uygulanarak guanin oksidasyonunun pik akimi belirlenmistir. En
yiiksek pik akimlar1 pH 11,0’de 6l¢iilmiis olup, pH 12,0’de modifiye elektrotla yapilan ilk
Olciimden sonra elektrodun yiizeyinde kaplanmis olan filmin desorbsiyona ugradigi
goriilmiistiir. Bu nedenle en yiiksek pik akiminin elde edildigi pH 11,0 sonraki

calismalarda kullanilacak optimum pH degeri olarak tercih edilmistir.

3.1.2. Kullamlacak 6l¢iim tekniginin belirlenmesi

GA>—Guanin/CKE modifiye elektrodu pH 11,0 Britton—Robinson tampon ¢ozeltisi
ile elektrokimyasal dlgiimlere tabi tutulmustur. Bunun i¢in, CKE’un temiz olup olmadigi
dongiisel voltametri, diferansiyel puls voltametrisi ve kare dalga voltametrisi Ol¢tim
teknikleri ile kontrol edilmistir. Olgiim sirasinda herhangi bir yiikseltgenme veya
indirgenme piki goriilmedigi i¢in elektrodun temiz oldugu anlagilmis ve ardindan %5
Glutardialdehit—0,25 mg-mL™" guanin karisimi ile modifiye edilmistir. Déngiisel voltametri
(DV), diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ve kare dalga voltametrisi (KDV) teknikleri
uygulandiginda negatif potansiyellerde herhangi bir elektrokimyasal tepkime
saptanmamakla birlikte, 0,0-2,0 V potansiyel araliginda bir oksidasyon piki elde edilmistir
(Sekil 1). Literatlir taramasi yapildiginda guanin bazi ile yapilan elektrokimyasal
caligmalarda da benzer olarak bir oksidasyon pikinin elde edildigi goériilmiistiir (Elik ve

ark., 2017; Nawaz ve ark., 2006; Topal, 2011). pH calismasinda yapilan Olgiimler
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sonucunda pH 11,0’de elde edilen ortalama pik akimlar1 degerlendirildiginde en yliksek
pik akimi DPV teknigi ile elde edilmistir. OST ilag etken maddesinin elektrokimyasal
analizi i¢in DPV teknigi tercih edilmistir.

3.1.3. DPV tekniginin parametrelerinin optimizasyonu

Modifiye elektrot (GA>—Guanin/CKE) pH 11,0 Britton—Robinson tampon ¢6zeltisi
icerisinde DV, KDV ve DPV teknikleri kullanilarak elektrokimyasal Olglimlere tabi
tutulmustur. Elde edilen ortalama pik akimlar1 degerlendirildiginde en yiiksek pik akimin
DPV teknigi ile elde edilmistir. OST ilag etken maddesinin elektrokimyasal analizi i¢in
DPV teknigi tercih edilmistir. Bu teknikte kullanilan cihaz parametreleri pulse time, pulse
amplitude ve Eg.p degerleridir.

Bu degerlerden ikisi sabit tutulup, her biri ayr1 ayr1 degistirilerek en diizgiin 6l¢tiim
sonucunu ve ylksek pik akimini veren degerler optimum c¢alisma kosullar1 olarak
belirlenmistir. Bu ¢alisma kosullart; Puls time: 10 ms, puls amplitude: 200 mV-s™ ve Egep:
2 mV-s™! olarak saptanmistir. Tarama hiz1 benzer ¢alismalarda 100 mV:-s! veya 50 mV-s’!

olarak secildigi icin bu ¢alismada tarama hiz1 50 mV-s™ olarak tercih edilmistir.

3.2. Oseltamivirin CKE, GA/CKE ve GA;-Guanin/CKE Elektrotlarinin

Yiizeyinde Elektrokimyasal Davranisi

OST ila¢ etken maddesinin CKE, GA2/CKE ve GA>—Guanin/CKE elektrotlarinin
ylizeyindeki redoks tepkimelerini gozlemleyebilmek icin 10 mL BR tampon c¢ozeltisi
icerisine Oncelikle yiizeyi parlatilip temizlenmis CKE elektrodu daldirilarak DPV
voltamogramlar1 kaydedilmistir (Sekil 3.1.). Elde edilen voltamogramlarda anodik ve
katodik bolgede herhangi bir redoks tepkimesi goriilmemistir. CKE elektrot
kullanildiginda, OST ila¢ etken maddesine ait herhangi bir redoks piki saptanmadig: i¢in
analiz edilmesi miimkiin olmadigindan etkilesime girebilecegi baska bir ajana gereksinim

duyulmustur.
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Sekil 3.1. CKE elektrot kullanarak pH 11,0 BR tamponu ¢ozeltisi icerisinde (-)1,5 V—(+)1,5
V potansiyel araliginda elde edilen DPV voltamogramm (a) ve ortama 1,5x107
mol-L' OST eklenmesiyle (-)1,5 V—(+)1,5 V potansiyel araliginda kaydedilen
DPYV voltamogrami (b)

Elektrodu modifiye etmek i¢in capraz baglayict olan GA> kullanilmasi uygun
goriildiiglinden, GA2/CKE modifiye elektrodunun OST maddesi ile etkilesime girip redoks
tepkimesi olusturup olusturmadigi incelenmistir. Bunun i¢in, 10 mL pH 11,0 BR tamponu
icerisine GA2/CKE elektrodu daldirilmis DPV voltamogramlar1 kaydedildikten sonra,
ortama 1,5%10° mol-L! OST eklenerek ayni islem tekrarlanmustir. Elde edilen
voltamogramlar Sekil 3.2°de gdsterilmistir.
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Sekil 3.2. GA»/CKE elektrot kullanarak pH 11,0 BR tamponu ¢6zeltisi i¢erisinde elde edilen
DPV voltamogrami (a) ve ortama 1,5%10° mol-L! OST eklenmesiyle kaydedilen
DPV voltamogrami (b)

Modifiye GA>/CKE elektrodu kullanarak pH 11,0 BR tamponu ¢6zeltisi igerisinde
elde edilen DPV (a) voltamogrami ve ortama 1,5%10° mol-L! OST eklenmesiyle
kaydedilen DPV voltamogrami (b), OST’nin GA; ile etkilesime girmedigini acik¢a
gostermektedir (Sekil 3.2.). GA; baglayict olarak kullanildig1 i¢in bu sonug istenen bir
durumdur. Bir sonraki asamada GA: igerisine guanin eklenerek, OST’nin DNA ile
etkilesimi iizerine incelemeler yapilmistir. Bu sekilde elde edilen GA>—Guanin/CKE
modifiye elektroduna da ayni islemler uygulanmis ve kaydedilen voltamogramlar Sekil

3.3’te gosterilmistir.
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Sekil 3.3. GA>—Guanin/CKE elektrot kullanarak pH 11,0 BR tamponu ¢ozeltisi i¢erisinde
elde edilen DPV voltamogrami (a) ve ortama 1,5%10° mol-L™! OST eklenmesiyle
kaydedilen DPV voltamogrami (b)

GA>—Guanin/CKE elektrot kullanarak pH 11,0 BR tamponu c¢ozeltisi igerisinde
elde edilen DPV diyagraminda da goriildiigii izere 0,45 V potansiyel uygulandigi zaman
guaninden kaynaklanan bir oksidasyon piki elde edilmistir. Ortama 1,5%10 mol-L"! OST
eklenmesiyle kaydedilen DPV voltamogramlar1 guanin ve OST arasinda etkilesim
oldugunu ve OST’nin guanine baglanarak redoks aktivitesini engelledigini bunun
sonucunda da pik akimi siddetinde azalma meydana geldigini gostermistir. Boylece GAx—
Guanin/CKE elektrodun COVID-19 tedavisinde kullanilan OST ilag etken maddesinin

elektrokimyasal analizi i¢in kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.
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3.3. Optimum pH’1n Belirlenmesi

pH 2,0-12,0 degerlerine sahip BR tampon ¢ozeltileri igerisinde 1 mg-mL"! guanin
iceren %5’lik GA» ¢ozeltisi ile elde edilen GA>,—Guanin/CKE elektroda DV, KDV ve DPV
olciim teknikleri uygulanarak guanin oksidasyonunun pik akimi belirlendi. Olgiilen pik akim1

degerleri kullanilarak pH-Ip grafikleri ¢izildi (Sekil 3.4., Sekil 3.5. ve Sekil 3.6.).
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Sekil 3.4. Dongiisel voltametri (DV) teknigi kullanilarak elde edilen pH—pik akimi grafigi
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Sekil 3.6. Kare dalga voltametrisi (KDV) teknigi kullanilarak elde edilen pH-Ip grafigi
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Sekil 3.4., Sekil 3.5. ve Sekil 3.6.’da pH-Ip grafikleri incelendiginde, asidik bolgede
pik akimi degerlerinin birbirine yakin ve olduke¢a diisiik seviyede oldugu agik¢a goriilmiistiir.
Bazik ortamda yapilan deneylerde pik akimlarinin pH arttik¢a yiikseldigi ancak, pH 12,0’den
itibaren elektrot kaplamasinin birkag Olciimden sonra elektrot yilizeyinden ayrildigi
gozlemlenmis ve bir siire sonra dlglim yapilamadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle en yiiksek pik
akiminin elde edildigi pH 11,0 tampon ¢dzeltisinin, ¢alisma i¢in en ideal pH degerini
sagladig1 diisiiniilmiis ve daha sonraki ¢alismalarda pH 11,0 BR tampon ¢ozeltisi elektrolitik

cozelti olarak kullanilmustir.

3.4. Modifiye Elektrodun Hazirlanmasi

Elektrodu modifiye etmek icin en uygun GA; ve guanin konsantrasyonunu
saptamak, diisik saptama limitine sahip, hassas bir sensor elde edebilmek i¢in Gnemlidir.
Bu nedenle %7, %S5, %2,5, %0,5 ve %0,25’lik glutardialdehit ¢ozeltileri ayr1 ayri
hazirlanmis ve guanin miktarlar1 3 mg-mL", 1 mg-mL", 0,5 mg:mL" ve 0,25 mg-mL"!
olacak sekilde her bir GA, ¢ozeltisinin igerisine farkli miktarlarda katkilandirilmistir.
Elektrot modifikasyonu i¢cin en uygun guanin ve glutardialdehit konsantrasyonlarini
belirlemek tizere her bir elektrot i¢in 10 mL, pH 11,0 BR tamponu igerisinde DV, KDV ve
DPV teknikleri ile uygulama yapilmigs ve elde edilen guanin pikinin oksidasyon akimi
Olciilmiistiir. Sonuglar Tablo 1’de verilmistir. En yiiksek akimin elde edildigi guanin ve
glutardialdehit konsantrasyonu ve Olglim teknigi belirlenmistir. Bdylece elektrot
modifikasyonu i¢in optimum guanin konsantrasyonu, glutardialdehit konsantrasyonu ve en
yiiksek pik akimimi veren 6lgiim teknigi belirlenmistir. En diisiik pik akimlar1 DV teknigi
ile ol¢iilmiis olmakla birlikte KDV ve DPV teknikleri ile elde edilen pik akimlarmin
birbirine yakin oldugu goriilmistiir. Ancak en yiiksek pik akimma DPV teknigi ile
ulasilmistir (Sekil 3.7.). 0,25 mg-mL™"' konsantrasyonuna sahip guanin iceren %5’lik GA,
cozeltisi kullanilarak CKE modifiye edildigi zaman, diger ¢ozeltilerle modifiye edilen

elektrotlara nispeten oldukga yiiksek pik akimi dl¢iilmiistiir.
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Tablo 3.1. Farkli bilesimlere sahip GA>—Guanin/CKE elektrotlar1 ve DPV tekniginin
uygulanmasi ile elde edilen guanin pik akimlar1.*

GA: konsantrasyonu Guanin miktan Guaninin pik akim
(%) (mg-mL") (nA)
7 3 14,2
7 1 13,9
7 0,5 14,4
7 0,25 11,7
5 3 1,1
5 1 15,3
5 0,5 19,2
5 0,25 22,5
2,5 3 79
2,5 1 3,5
2,5 0,5 1,5
2,5 0,25 34
1 3 17,1
1 1 15,3
1 0,5 12,0
1 0,25 12,7
0,5 3 15,6
0,5 1 18,3
0,5 0,5 12,8
0,5 0,25 11,5

*: Her bir pik akimu iki farkli 6l¢iim sonucunun ortalamasi alinarak hesaplanmustir.

36



300

200

<

3.

= 1004
0

0,0 I 0,2 0,4 I 0:6 I 0:8 I 1,0 1,2 1,4
E (Ag/AgCl, V)

Sekil 3.7. GA>/CKE elektrodu ile pH 11,0 BR tamponu igerisinde 0,0 V-1,4 V potansiyel
araliginda DV, KDV ve DPV teknikleri ile elde edilen voltamogramlar

3.5. Elektrot Karakterizasyonu
3.5.1. Fourier transform infrared analizi (FTIR)

Bu calismada ¢ubuk seklindeki elektrodun uzun seklinden dolayr FTIR analizinde
kullanilamamasi1 nedeniyle mikroskop lami iizerine %5’lik GA:> capraz baglayic1 ¢ozeltisi,
0,25 mg'mL' guanin igeren guanin ve 025 mgmL' guanin igeren %5’lik GA»
cozeltisinden (GA2—Guanin) ayr1 ayr1 5 pL alinarak damlatma kurutma islemleri uygulanmis
ve ardindan FTIR analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 3.8.’de
gosterilmistir. GA>—Guanin analizinde guaninden kaynaklanan piklerin, GA>’den gelen
pikleri kapattig1 goriilmiistiir. 2948 cm™' dalga boyundaki ve 1716 cm™' dalga boyundaki

pikler sirastyla, C—H gerilimi ve C—O esnemesini gostermektedir.
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Sekil 3.8. Guanin, GA> ve GA>—Guanin ince filmlerinin FTIR analizi

3.5.2. Stereo mikroskop incelemesi

GA,/CKE ve GA>-Guanin/CKE elektrotlarinin taramali elektron mikroskobu (SEM)
goriintiilerini incelemek iizere, mikroskop lamu iizerine 5 uL %5’lik GA; ve 0,25 mg-mL!
guanin igeren %5’°lik GA> ¢ozeltileri ayr1 ayr1 damlatilip kurutulduktan sonra ince bir tabaka
altin kaplanmigtir. Ayni numuneler stereo mikroskop kullanilarak farkli biiyiitmelerde
mikroskop goriintiileri de elde edilmistir (Sekil 3.9. ve Sekil 3.10.). Bu goriintiiler
incelendiginde her iki elektrot yiizeyinde belirgin ve tek tip goriiniimlii bir film olustugu
goriilmiistiir. Bu filmlerin fiziksel yapis1 piiriizlii olmakla birlikte, guanin i¢eren filmde daha
fazla kivrimli bir yap1 elde edildigi agiktir. Kivrimli yilizey olusmasi, elektrot yiizeyindeki

elektroaktif bolgenin ylizey alanini arttirmis olabilir.
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Sekil 3.10. GA>—Guanin/CKE elektrodu mikroskop goriintiileri.

3.5.3. Tarama hiz ile elektrot karakterizasonu

10 mol-L!" K3Fe(CN)s vel0! mol-L!' KNO; iceren elektrolitik ¢dzelti icerisinde
degisen tarama hizlar1 ile DV 6l¢limleri yapilmistir. Elektrot olarak CKE kullanilmis olup,

0,0 V-1,4 V potansiyel araliginda ve 5-1000 mVs™' tarama hiz1 araliginda farkh trama
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hizlar1 ile kaydedilen voltamogramlarda Ks;Fe(CN)e’e ait yilikseltgenme piki dikkate almarak
log v—log Ip grafigi ¢izilmistir. Bu grafikte egim degerinin 0,5 olmas1 elektrot yiizeyinde
gerceklesen redoks aktvitesinin diflizyon kontrollii oldugunu, 1,0 olmasi ise aktivitenin
adsobsiyon kontrollii odugunu ifade eder. Sekil 3.11.’de goriildiigii gibi 5-1000 mVs!
tarama hizi arahgmda yapilan dlgiimler sonucu egim degerinin 0,46 A/(mVs™!)-oldugu
goriilmiistiir. Bu sonug elektrot yilizeyinde diflizyon kontrollii bir redoks tepkimesinin

gerceklestigini ifade etmektedir.

log v
1 2 3
1 1 1
@
-4.5 -
2 504 |Equation y=a+b’x
o)) ‘ Weight No Weighting
o Residual 0.00496
Sum of
'Pearson'sr  0.99797
Adj. R-Squ 0.99537
551 e ‘ Value Standard E
‘ . Intercept  -5.787  0.02399
Slope 0.4682  0.01129

Sekil 3.11. CKE elektrodunun 10 mol-L"! K3Fe(CN)s ve 10" mol-L™! KNOs3 iceren 10 mL
cozelti icerisine daldirilarak, 0,0 V-1,4 V potansiyel araliginda ve 5-1000 mVs™!
tarama hiz1 araliginda elde edilen log v—log I, grafigi

Ayni islem GA2-Guanin/CKE modifiye elektroduna uygulandigi zaman KsFe(CN)s
ait ylikseltgenme pikinin artan tarama hizina karsilik yanit1 incelenmistir. GA2-Guanin/CKE
modifiye elektrodunun 107 mol-L"' K3Fe(CN)s ve 10! mol- L' KNOs iceren 10 mL ¢ozelti
igerisinde, 0,0 V—1,4 V potansiyel araliginda ve 5-1000 mVs™' tarama hiz1 araliginda elde
edilen log v—log I, grafigi Sekil 3.12.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.12. GA»-Guanin/CKE elektrodunun 10 mol-L! K3Fe(CN)s ve 10" mol-L! KNO;
iceren 10 mL ¢o6zelti igerisine daldirilarak, 0,0 V—1,4 V potansiyel araliginda ve 5—
1000 mVs™! tarama hiz1 araliginda elde edilen log v—log I, grafigi

CKE ve GA»-Guanin/CKE elektrodunun 107 mol-L"!' K3;Fe(CN)s ve 107" mol-L!
KNOs iceren 10 mL ¢o6zelti i¢erisine daldirilarak, 0,0 V-1,4 V potansiyel araliginda ve 5—
1000 mVs™! tarama hizi araliginda yapilan dlciimlerle elde edilen log v—log I, grafikleri
incelendiginde dogru egiminde degisim oldugu goriilmiistiir. CKE i¢in e§im degeri yaklasik
0,47 iken, GA>—Guanin/CKE elektrodunun log v—log I, grafiginin egimi yaklasik 0,26 olarak
elde edilmistir. Egim degeri 0,5’e yaklastikca diflizyon kontrollii tepkime durumuna da
yaklagsmaktadir. Bu durumda elektrodun kaplanmasi iyonlarin yilizeye olan diflizyonunu
zorlastirmustir.

Bu calismada egim, guanine ait yiikseltgenme pikine gore grafige gecirilip
hesaplandiginda; 1,00 oldugu goriiliir (Sekil 3.13.). Bu durum guaninin elektrot {izerinde
yiikseltgenmesinin adsorbsiyon kontrolli oldugunu ifade eder. Bu sonug, elektrodun
modifikasyonu i¢in guaninin elektrot yiizeyine kararli bir sekilde adsorbe oldugunun da

gostergesidir.
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Equation y=a+bx
Weight No Weighting
Residual 0,01552
Sum of
Pearson's r 0,99796
Adj. R-Squar 0,99524
'6 | Value Standard Err
Intercept -8,4384 0,05204
B Slope 1,00877 0,02636

/

log Ip

1 2 3
log v

Sekil 3.13. GA»-Guanin/CKE elektrodunun 10 mol-L! K3Fe(CN)s ve 10" mol-L! KNO;
iceren 10 mL ¢o6zelti igerisine daldirilarak, 0,0 V—1,4 V potansiyel araliginda ve 5—
1000 mVs™ tarama hiz1 araliginda elde edilen ve guaninin yiikseltgenme pikine gore
cizilen log v—log I, grafigi

Elektrodun aktif yiizey alaninin belirlenmesi icin CKE ve GA»—Guanin/CKE
elektrodu ayr1 ayr1 10> mol-L! K3Fe(CN)s ve 10! mol-L! KNOs iceren 10 mL ¢dzelti
icerisine daldirilarak, elektrokimyasal davraniglar1 0,0 V—1,4 V potansiyel araliginda ve 5—
1000 mVs™! tarama hiz1 araliginda test edilmistir. Elde edilen voltamogramlar kullanilarak

vI2_], erafileri cizilmistir (Sekil 3.14. ve Sekil 3.15.)
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Equation Yy=a+b"x
Weight No Weighting ®
30 -{ |Residual  10,29529
Sum of
Pearson'sr  0,99464
Adj. R-Squ  0,98779
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Sekil 3.14. CKE elektrodun 10 mol-L"!" K3Fe(CN)s ve 10" mol-L! KNO; iceren 10 mL
¢ozelti igerisine daldirilarak, 0,0 V-1,4 V potansiyel arahginda ve 5-1000 mVs’!
tarama hiz1 arah@mda elde edilen v/—I, grafigi
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Equation Y=a+b%

2 5 Weight No Weighting

sV 7 |Residual 0,01679 d
Sum of
Pearson's 1 0,99764

Adj. R-Squa  0,99412

Value Standard Er
2,0 el Intercept  0,4152 0,04252
oy Slope 0,0632 0,00218

g 1,5 -
2
1,0 -
0,5 -
| ! | ! | ' | ' I ! 1 ! I !
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172

Sekil 3.15. GA>-Guanin/CKE (%5 GA>+0.25 mg-mL"' guanin ile modifiye edilmis)
elektrodunun 10° mol-L"! K3Fe(CN)s ve 10" mol-L! KNOs iceren 10 mL cozelti
icerisine daldirilarak, 0,0 V—1,4 V potansiyel araliginda ve 5-1000 mVs™ tarama hizi
araliginda elde edilen v°—I, grafigi

CKE ve GA,-Guanin/CKE'un yiizey alan1 burada elde edilen v'?—I(A) grafigi ile
Randles—Sevcik denkleminden (Esitlik 1) (Bard ve Faulkner, 2001) hesaplanmustir.

Ip=2,69x10° ACn**D'"2p!" (Esitlik 1)

Burada, Ip: Pik akimi (A), A: Elektroaktif alan (cm?), C: K3Fe(CN)¢ ¢dzeltisinin
molar konsantrasyonu (mol-L™!), n: Redoks reaksiyonunda aktarilan elektron sayis1 (n=1), D:
10 mol-L! K3Fe(CN)s redoksunun difiizyon katsayis1 (D=7,6x10° cm?-s) ve v: Tarama
hiz1 (V-s™). Randles—Sevcik'e gore hesaplanan CKE ve GA»>-Guanin/CKE’un aktif yiizey
alanlar1 swrasiyla su sekildedir: 0,49 cm?; 0,030 cm?. Mikroskop goriintiilerinde GA>—
Guanin/CKE’un yiizeyinde oldukca kivrimli bir yapr olustugu ve bunun da elektrot yiizey
alanini arttrmis olabilecegi ifade edilmisti. Ancak, fiziksel olarak yiizey alani artmis olsa
bile Randles—Sevcik denkleminden elde edilen verilere goére GA>—Guanin/CKE’un aktif
ylizey alani, CKE'a kiyasla oldukca azalmistir. CKE modifiye edilmeden OST analizinde

kullanilamadig1 i¢in, GA>—Guanin filmi ile kaplanmasi elektrodun aktif yiizey alanini azaltsa
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bile yine de secici ve hassas bir analiz yapilmasini saglamaktadir.

3.6. OST’nin Elektrokimyasal Analizi

OST'in farkli konsantrasyonlarda voltametrik tayini, DPV yontemi kullanilarak
pH 11,0 BR tampon ¢6zeltisi igindeGA>—Guanin/CKE elektrodu ile gergeklestirilmistir.

Sekil 3.16., OSTmin farkli konsantrasyonlardaki DPV voltamogramlarmi
gostermektedir. Calismada en diisiik OST konsantrasyonu 6l¢iilmiis, 0,45 V’ta guanine ait
bir oksidasyon piki olduk¢a net ve belirgin olarak goriilmiistiir. pH 11,0 BR elektrolitik
soliisyondaki OST konsantrasyonu arttik¢a, guanine ait yiiseltgenme pikinin akim siddeti
kademeli olarak azalmistir. OST'nin farkli konsantrasyonlarina karsit guaninin pik akimi
siddeti degerlerinin grafigi cizildiginde, iki lineer ¢alisma araligi elde edilmistir. 1. calisma
aralig1 3,14x1077— ve 5,05x107° mol-L"! ve 2. calisma aralig1 1,02x107— ve 5,02x107°
mol-L! konsantrasyonlar1 arasindadir (Sekil 3.16., i¢ grafik).

Kalibrasyon cizgisi cizilirken guanine ait oksidasyon pikinin akim siddeti (Ip)
dikkate alinmistir. Sekil 3.16.'de goriilebilecegi gibi, pik akimi OST konsantrasyonundaki
artigla azalmistir. Bu ¢alisma araliklari i¢in lineer denklem ve regresyon katsayisi sirasiyla:
Ip (A)=-2,418 C (mol'lL'H)+1,6x10°5, R?>=099 ve Ip (A)=-0,0264 C
(mol: L1 +3,6x107%, R>=0,94’tiir. OST'nin saptama limiti LOD1 ve LOD2 sirasiyla
7.16x107° mol-L™! ve 6,56x1077 mol-L ™! olarak, tayin limiti LOQ1 ve LOQ?2 ise sirasiyla
2,36x1078 mol-L™! ve 2,16x107® mol-L ™! olarak belirlenmistir. LOD ig¢in sinyal—glriiltii
oraninin 3, LOQ i¢in sinyal-giiriiltii oraninin 10 oldugu varsayilarak, asagidaki Esitlik 2
ve Esitlik 3 kullanilmis ve hesaplamalar yapilmistir (Kaya ve ark. 2022; Manjunatha 2020;
Mathad ve ark. 2022; Kogak ve Ipek 2022 ):

LOD=3s/m (Esitlik 2)
LOQ=10s/m (Esitlik 3)

Gelistirilen elektrodun OST analizinde giin i¢i tekrar edilebilirlik ¢aligmalari i¢in
her bir OST konsantrasyonu ile 6 ayr1 6l¢iim yapilmis ve ortalama % bagil standart sapma
3,4 olarak hesaplanmustir. Giinleraras: tekrar edilebilirlik degeri iki farkli giinde her bir
OST konsantrasyonu i¢in tekrar edilmistir. Farkl giinlerde dl¢iilen pik akimlar1 arasinda %

bagil standart sapma degerlerinin ortalamasi 7,8 olarak hesaplanmistir. Geri kazanim
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oranlar1 birinci lineer aralik ve ikinci lineer aralik i¢in hesaplandigi zaman sirasiyla %100

ve %103,5 degerlerine ulagilmistir.
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Sekil 3.16. GA>—Guanin/CKE elektrodu kullanilarak, pH 11,0 BR tampon c¢d6zeltisi
icerisinde OST’ nin DPV teknigi ile analizi.

3.7. Tablet ve idrar Numunelerinde OST Analizi

GA>—Guanin/CKE elektrodunun uygulanabilirligi tablet numunesinde bulunan ve
idrar numunesinde bulunan OST’nin analizi yapilarak test edilmis ve tablet ve idrarda
bulunan diger maddelerin girism etkisi yapip yapmadigi incelenmistir. Bunun i¢in
iilkemizde SARS—CoV2 tedavisinde kullanilan ila¢ etken maddesi OST olan Tamiflu (75
mg OST/kapsiil) ticari kapsiil satin alinmis ve kapsiil igerisinde bulunan toz madde ultra
saf su igerisinde ¢Oziindiirlilerek numune hazirlanmistir. OST'nin farkli konsantrasyonlarda
voltametrik tayini, DPV yontemi kullanilarak pH 11,0 BR tampon ¢ozeltisi icinde GAx>—
Guanin/CKE elektrodu ile gergeklestirilmistir.

Sekil 3.17., OST'nin farkli konsantrasyonlardaki DPV voltamogramlarmi
gostermektedir. Calismada, modifiye elektroda baglanmis guaninin 0,45 V’ta bir
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oksidasyon piki belirgin olarak tespit edilmistir. pH 11,0 BR elektrolitik soliisyondaki OST
konsantrasyonu arttik¢a, guanine ait yiliseltgenme pikinin akim siddeti kademeli olarak
azalmistir. OST'nin farkli konsantrasyonlarina kars1 guaninin pik akimi siddeti degerlerinin
grafigi cizildiginde, iki lineer ¢alisma araligi elde edilmistir (Sekil 3.17, i¢ grafik). 1.
calisma araligmm 1,1x107%- ve 1,5%107°% mol-L! ve 2. calisma araligmm 2,0x107°- ve
4,5x10°® mol-L! konsantrasyonlar1 arasinda oldugu belirlenmistir.

Kalibrasyon c¢izgisi cizilirken guanine ait oksidasyon pikinin akim siddeti (Ip)
dikkate alinmigstir. Sekil 3.17.'de goriilebilecegi gibi, pik akimi hiicre igerisindeki OST
konsantrasyonunun artisiyla azalmistir. Bu calisma araliklari i¢in lineer denklem ve
regresyon katsayis1 sirastyla: Ip (A)=-3,8286 C (mol-L™")+8,1071x 107°, R>=0,95 ve Ip
(A)=-0,6124 C (mol-L™1)+3,0965x 107, R?=0,98"dir. Birinci dogrusal ¢alisma aralig1 ve
ikinci dogrusal calisma araliginda, OST'nin saptama limiti LOD1 ve LOD2 sirasiyla
9,05%107° x10™ mol-L™! ve 5,66x10°® mol-L™! olarak hesaplanmistir. Yine ayn1 ¢alisma
araliklarinda tayin limiti LOQ1 ve LOQ2 ise strasiyla 2,99x10°® mol-L™!' ve 1,87x1077
mol-L ! olarak belirlenmistir.

Gelistirilen elektrodun tablet numunesinde bulunan OST analizinde giini¢i tekrar
edilebilirlik calismalar1 i¢in her bir OST konsantrasyonu ile 3 ayri1 6l¢iim yapilmis ve
ortalama % bagil standart sapma 8,8 olarak hesaplanmistir. Geri kazanim oranlar1 birinci
dogrusal caliyma aralig1 ve ikinci dogrusal ¢alisma aralii icin sirastyla %86,6 ve %98,4

olarak hesaplanmustir.
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Sekil 3.17. GA>—Guanin/CKE elektrodu kullanilarak, pH 11,0 BR tampon ¢dzeltisi icerisine
tablet ¢ozeltisi eklenerek OST nin DPV teknigi ile analizi.
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Idrar 6rneklerinin hazirlanmasinda 5 yasinda saglikli bir bireyden alman idrar
materyali kullanildi. 1 mL idrar 6rnegine 9 mL BR tampon soliisyonu (pH 11,0) eklenerek
toplam hacim 10 mL'ye tamamlandi. Bu soliisyona standart OST stok soliisyonu
eklendikten sonra DPV voltamogramlar1 kaydedildi. Geri kazanim c¢aligmalar1 dogrudan
kalibrasyon yontemiyle gerceklestirilmis ve guaninin pik akimi—OST konsantrasyonu
grafigi ¢izilmistir.

GA2-Guanin/CKE elektrodu kullanilarak, 9 mL pH 11,0 BR tampon ve 1 mL idrar
karisimidan olusan ¢6zeltisi icerisinde OST’ nin farkli konsantrasyonlart DPV teknigi ile
analiz edilmis ve kaydedilen voltamogramlar Sekil 3.18.’de gosterilmistir. Calismada en
diisiik OST konsantrasyonu 6l¢iilmiis, 0,50 V’ta guanine ait bir oksidasyon piki oldukg¢a
net ve belirgin olarak goriilmiistiir. Idrar numunesindeki OST konsantrasyonu arttikga,
guanine ait yiiseltgenme pikinin akim degeri orantili olarak azalmistir. OST'nin farkl
konsantrasyonlarina kars1 guaninin pik akimi degerlerinin grafigi cizildiginde, iki dogrusal
calisma arahgi elde edilmistir. 1. ¢ahisma araligr 1,3x107%— ve 2,2x107* mol-L! ve 2.
calisma aralig1 3,3x10*— ve 1,7x1073 mol-L™! konsantrasyonlar1 arasindadir (Sekil 3.13., i¢
grafik).

Sekil 3.18., i¢ grafikte yer alan kalibrasyon grafigi ¢izilirken guanine ait oksidasyon
pikinin akim siddeti (Ip) dikkate alimmustir. Kalibrasyon grafiginde ¢alisma araliklarmi
gosteren iki farkli dogrusal ¢alisma bolgesi tespit edilmistir. Bu ¢alisma araliklar1 igin
dogrusal denklem ve regresyon katsayis1 swasiyla:  Ip  (A)=-0,0028 C
(mol-L™1)+2,23367x10°%, R2=0,99 ve Ip (A)=-5,7103 C (mol-L')+1,6676x 1075,
R2=0,99’dur. OST'nin saptama limiti 1. dogrusal ¢alisma aralig1 ve 2. dogrusal calisma
aralig1 (LOD1 ve LOD2) icin sirastyla 6,19x107° mol-L™! ve 3,03x107° mol-L™! olarak,
tayin limiti LOQ1 ve LOQ?2 ise sirasiyla 2,04x107 mol-L ™! ve 1,00x107* mol-L™! olarak

belirlendi.
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Sekil 3.18. GA>—Guanin/CKE elektrodu kullanilarak, 9 mL pH 11,0 BR tampon ve 1 mL
idrar karisimindan olusan ¢ozeltisi igerisinde OST nin DPV teknigi ile analizi.

Gelistirilen elektrodun idrar numunesi igerisinde OST analizinde kullanilabilirligini
gostermek i¢in giin i¢i tekrar edilebilirlik ¢aligmalar1 yapilmistir. Giinigi tekrar edilebilirlik
calismalar1 i¢in her bir OST konsantrasyonu ile iki ayr1 6l¢iim yapilmis ve ortalama %
bagil standart sapma 2,7 olarak hesaplanmistir. Geri kazanim oranlar1 hesaplandigi zaman
birinci lineer bolge ve ikinci lineer bolge icin siwrasiyla %98,8 ve %98,7 olarak

hesaplanmastir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada COVID-19 tedavisinde kullanilan OST antiviral ila¢ etken
maddesinin analizi i¢in elektrokimyasal sensorle Ol¢iim teknigi Onerilmistir. Bunun igin
camsi karbon elektrot DNA yapisinda bulunan guanin bazi ile modifiye edilmistir. Guanin
elektrot ylizeyine ¢apraz baglayici bir polimer olan glutardialdehit ile immobilize edilmistir
(GA>—Guanin/CKE elektrodu). Guanin yaklasik 0,45 V potansiyel uygulandiginda iyi
tanimlanmig, tersinmez bir ylikseltgenme piki gostermistir. Elektrokimyasal hiicre
ortaminda (pH 11,0, BR tamponu) OST bulundugu zaman, guanin ile etkilesime girerek bu
yiikseltgenme tepkimesini inhibe etmistir. Boylece yiikseltgenme pikinin akim siddeti OST
konsantrasyonu ile ters orantili olarak degisim gdstermistir. Bu degisimden yola ¢ikarak
OST’in kantitatif analizi i¢in hizli, ekonomik ve dogrulugu yiiksek bir elektrokimyasal
sensor gelistirilmistir. OST’nin elektrokimyasal olarak tayin edilmesi icin yapilan
calismalarda DV, KDV ve DPV teknikleri lizerinde inceleme yapilmis olup, en yiiksek pik
akimi DPV teknigi kullanildig1 zaman elde edilmistir. Deneysel parametreler olan pH,
Olciim teknigi ve bu tekniin parametreleri, guanin konsantrasyonu, glutardialdehit
konsantrasyonu guaninin oksidasyon tepkimesini destekleyerek yiiksek pik akimi elde
edilmesini saglayacak sekilde optimize edilmistir.

Calismada COVID-19 tedavisinde kullanilan OST ila¢ etken maddesinin DNA’nin
yapisinda bulunan guanin bazi ile etkilesime girdigi ve ylikseltgenmesini engelledigi
goriilmiistiir. OST nin bu davranisi, analiz edilebilmesi i¢in olanak saglamustir.

GA>—Guanin/CKE elektrodu ve onerilen analiz yontemi, farmasotik formiilasyonda
ve insan idrar numunelerinde bulunan OST miktarini bulmak i¢in basariyla uygulanmstir.
BR tampon ¢0Ozeltisi, tablet numunesi ve idrar numunesi i¢in ikiser c¢alisma araligi
saptanmis olup en diisiik saptama limitleri sirasiyla 7,16x107° mol-L™!, 9,05x107° ve
6,19x107° mol-L™! olarak hesaplanmustir. Onerilen sensor i¢in geri kazanim orani %86,6-
%103,5 araliginda degismektedir. Hassan ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada OST i¢in
9,1x10°% mol-L"! saptama limitine sahip elektrokimyasal sensor gelistirmislerdir. OST nin
elektrokimyasal analizi i¢in simdiye kadar ¢cok yapilmis bagka caligsma tespit edilememekle
birlikte gelistirilen en diisiik saptama limitine bu ¢aligmada ulasilmistir.

Onerilen elektrokimyasal DNA sensorii, hizli, hassas, ekonomik, tablet ve idrar
numuneleri i¢in yiiksek derecede segici ve giivenilir olmasina ragmen guaninin kolay

bozulabilen hassas bir yapiya sahip olmasi bu sensoriin zayif oldugu noktadir. Sensoriin
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modifiye edilmis ¢aligma elektrodu serin ve kuru ortamda saklanmalidir. Konu {izerinde
yapilacak ileri ¢alismalarda, OST ile etkilesime girebilen ve redoks aktivitesi gdsteren

farkli maddeler (tercihen inorganik maddeler) elektrodu modifiye etmek i¢in kullanilabilir.
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