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OZET

DOKTORA TEZI

VALPROAT-SECICI POTANSIYOMETRIK BiYOSENSOR: BIYOLOJIK VE
FARMASOTIK ORNEKLERDEKI UYGULAMALARI

0OGUZ OZBEK

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF. DR. OMER ISILDAK)

Epilepsi, tekrarlayan nobetlerle karakterize kronik bir norolojik bozukluktur ve bazi
durumlarda 6miir boyu anti—epileptik kullanimi gerektirir. Bu nedenle secgilen anti—
epileptik tedavinin etkinligi ve kullanimi sirasinda kandaki takibi oldukc¢a onemlidir.
Valproik asit, epilepsi tedavisinde yaygin olarak kullanilan en etkili ve genis spektrumlu
ilaglardan biridir ve kandaki terapotik konsantrasyon araligi 50—100 pg/mL'dir. Bu tez
calismasinda, y—aminobiitirik asit (GABA)’nin biyoaktif bilesen olarak kullanildig:
insan kan orneklerinde valproik asidin tayini i¢in tiimiiyle kat1 hal kontak poli(vinil
kloriir) (PVC) membran potansiyometri temelli bir biyosensor gelistirildi. En uygun
yiizde membran bilesimlerini tespit etmek i¢cin, GABA ile farkli oranlarda biyosensorler
hazirland1 ve potansiyometrik performans 6zellikleri arastirildi. Biyosensoriin dogrusal
calisma araligt ve tayin limiti gibi potansiyometrik performans &zellikleri
degerlendirildiginde en uygun membran bilesimi oran1 % 6.0 GABA, % 60.0 o-
nitrofeniloktil eter (0-NFOE), % 32.0 PVC ve % 2.0 potasyum tetrakis (klorofenil)borat
(KTpCIPB) olarak belirlendi. Gelistirilen valproat-segici biyosensor, 1.0x10° — 1.0x10"
' mol L™k genis bir konsantrasyon arahginda 9.75x10” mol L™lik diisiik bir tayin
limiti ve 59.0 + 3.6 mV/on kat’lik Nernst davranig sergilemistir. Ayrica, hazirlanan
valproat—segici biyosensoriin yiiksek tekrarlanabilirlikte potansiyometrik davranig
sergiledigi, pH = 4.0-11.0 arasinda degisen pH degerlerinde etkilenmeden c¢alisabildigi
ve cevap zamanimin 10 saniyeden daha kisa oldugu belirlendi. Son olarak, gelistirilen
valproat-segici biyosensor ile biyolojik ve farmasotik 6rneklerde valproat tayini oldukga
yiiksek geri kazanimlarla gerceklestirildi.

2021, 106 SAYFA
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ABSTRACT

DOCTORATE THESIS

VALPROATE-SELECTIVE POTENTIOMETRIC BIOSENSOR: ITS
APPLICATIONS IN BIOLOGICAL AND PHARMACEUTICAL SAMPLES

0OGUZ OZBEK

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES

DEPARTMENT OF CHEMISTRY

(SUPERVISOR:) PROF. DR. OMER ISILDAK

Epilepsy is a chronic neurological disorder characterized by recurrent seizures, and
requires lifelong anti—epileptic use in some cases. Therefore, the effectiveness of the
selected anti—epileptic treatment and its monitoring in the blood during its use is highly
important. Valproic acid is one of the most effective and broad—spectrum anti—epileptic
drugs used in the epilepsy treatment, and its therapeutic concentration range in the blood
is 50-100 pg/mL. In this thesis study, an all-solid-state contact poly(vinyl chloride)
(PVC) membrane potentiometry—based biosensor was developed for the determination
of valproic acid in human blood samples using y—aminobutyric acid (GABA) as a
bioactive component. In order to identify the optimal percentage of membrane
components, biosensors with different ratios of GABA were prepared and their
potentiometric performance characteristics were investigated. Based on potentiometric
performance properties such as linear working range and limit of detection, the optimum
membrane composition was determined as 6.0% GABA, 60.0% o—nitrophenyloctylether
(0-NPOE), 32.0 % PVC and potassium tetrakis (p—chlorophenyl) borate (KTpCIPB).
The valproate—selective biosensor exhibits a Nernstian response for valproate ion over a
wide concentration range of 1.0x10°° — 1.0x10™" mol L™ with the slope of 59.0 + 3.6
mV/decade, and a lower limit of detection of 9.75x10~" mol L™, In addition, it was
determined that the prepared valproate—selective biosensor showed potentiometric
behavior with high reproducibility and it could work unaffected by the changes in pH at
pH values ranging from pH 4.0 to 11.0, and had a response time of less than 10 seconds.
Finally, using the developed valproate—selective biosensor, valproate determination in
biological and pharmaceutical samples was performed with very high recoveries.

2021, 106 PAGE

KEYWORDS: Epilepsy, Anti—epileptic, Valproic Acid, Potentiometry, Biosensor



ONSOZ

Hayatimin en énemli doniim noktalarindan biri olan doktora egitimimin yan1 sira tiim
proje ve akademik calismalarim boyunca beni her alanda destekleyen her zaman
yanimda olan, bilimsel katkilarinin yani sira ahlaki ve insani 6zelliklerini de rehber
edindigim, hayatimimn bundan sonraki her alaninda da rehber olarak yanimda olmasindan

bityiik mutluluk duyacagim ¢ok kiymetli danisman hocam, Prof. Dr. Omer ISILDAK ’a

Lisans egitiminden baslayip, yliksek lisans egitimim de dahil olmak {izere olduk¢a uzun
bir siire danismanlhigimi yiiriiten, bu siiregte her zaman her kosulda yanimda olan
destegini, bilgisini, tecriibesini yardimlarin1 hi¢cbir zaman iizerimden eksik etmeyen

varhigiyla her daim gii¢ veren gok degerli hocam, Dog. Dr. Meliha Burcu GURDERE’ye

Tez calismalarim sirasindaki destek ve yardimlarindan dolayi, Prof. Dr. ibrahim
ISILDAK ’a, tez izleme komitemdeki yonlendirme ve desteklerinden dolayi, Dog¢. Dr.
Ercan CACAN’a, ¢alismalarim sirasinda yardima ihtiyacim oldugu her an yardim ve
destegini esirgemeyen Ars. Gor. Caglar BERKEL’e, katkilarindan dolayi, Dog. Dr.
Derya KAHRAMAN DOGUSCU’ye, bu tez ¢alismasmin olusmasinda ilham kaynagi
olan Uzm. Dr. Esra OZKAN’a, deneysel asamalarindaki yardim ve katkilarmdan dolay:
ogrencilerim; Alper CETIN ve Kamil Mert YIGIiT’e,

Her daim her kosulda beni destekleyen ve bugiinlere gelmemdeki en biiyiik destegi

saglayan aileme,

Doktora egitimim sirasinda 2211-A Genel Yurt igi Doktora Burs Programi kapsaminda
burs destegi saglayan, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)
Bilim Insan1 Destekleme Daire Baskanligi (BIDEB)’e

100/2000 Doktora burs programi kapsaminda Oncelikli alanlardan biri olan
Biyosensérler programi ile burs destegi saglayan Yiiksek Ogretim Kurulu (YOK)
bagskanligina ve 2019/89 nolu proje ile bu tez c¢alismasini destekleyen Tokat
Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu’na

Sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim...

0OGUZ OZBEK



ICINDEKILER

Sayfa
OZET ...ttt [
ABSTRACT ..o I
ONSOZ ... i
ICINDEKILER .........coooiiiiiieeeeseeeeeeee ettt iv
SIMGELER VE KISALTMALAR ..........c.ooosviiieiieieeeee e esee s vii
SEKILLER LISTEST ......ooviiiiiiiieeeeeeeeeee et nes s ix
CIZELGELER LISTEST ......ooiiiiieeceeeee ettt Xii
| R ) 021 £ 1
2. GENEL BILGILER..........ccooooiiiiiiiiiiiniin e 5
2.1 EPHIEPST e 5
2.2. ANti—ePIlEPLIK TIACIAT ......vvvvvceece ettt ettt 8
2.3. VaIPIOIK ASIL.....cciiieiiciece ettt et e e e sae e sre e reeane e 12
2.4, BIYOSENSOTIET ... 18
2.5. Biyosensorlerin Stniflandirtlmast ........cooocviiiiiiiiiie 21
2.5.1. Enzim temelli biyoSenSOTIer .........cccvevviiiiiiiiiiiic i 22
2.5.2. Antikor temelli biyoSensOTIer .........c.cciiiiiiiiiiiiiii s 23
2.5.3. Hiicre temelli biyOSenSOTIET ... ...ccvviiiiiiiiic e 23
2.5.4. Mikroorganizma temelli biyoSenSOTIer ........cocvviiviiiieiiiie e 24
2.5.5. DNA temelli biyoSensOTIer ........cccvviiiiiiiiiiiiiciic e 24
2.6. Doniistiirticiler (TranSAUSETIEr) ........cooiiiiiiiiiiiiee e 25
2.7. Elektrokimyasal BiyOSEnSOTIEr .........cocviriiiiiiiiiciic e 25
2.7.1. Potansiyometrik biyOSenSOTIET.........ccooiiviiiiiiiiiiic e 26
2.7.2. Voltametrik biyOSEeNSOTIT.........civviiiiiiiiiiiii e 31
2.7.3. Amperometrik biyoSenSOTIer ........c.covviiiiiiiiiiiiic 32
2.7.4. Kondiiktometrik biyoSenSOTIEr .........coviviiiiiiiiiiiciee e 32
2.8. Optik B1yOSENSOTIET .....c..viiiiiiiiiiiese e 33
2.9. Piezoelektrik BiyoSenSOTIEr .........cccoiiiiiiiiiiiiiicie e 34
2.10. Kalorimetrik BiyOSENnSOTIET..........cciiiiiiiiiiiiiiic e 35



2.11. Tyon Segici EIEKIIOtIAT ......c..cucviviveiieciicre ettt 35

2.12. PVC Membran Potansiyometrik Biyosensorler..........coocvviiiiiiniiiiiiiieiiiie s 38
2.13. Potansiyometrik Biyosensorlerin Avantaj ve Dezavantajlart ..........cccccevvivveiiinnnne 40
2.14. Biyosensorlerin Performansina Etki Eden Faktorler ..., 41
2141, SEGICTIK ..ttt e ree s 41
2.14.2. COVAP ZAMANI....eiiuviiiiiiieeiiiieesiieeasiteessteeesbeeesbe e e sbe e e st e e e ssbe e e ssbeeessbeessbbeesbeeeanbeeeas 44
2.14.3. pH ¢alisma aralifl ......c.ccoiiiiiiiiiiiie i 46
2.14.4. TekrarlanabilirliK ............coiiiiiii 46
2.14.5. TaYIN TIMITE Lo 47
2.14.6. Kullanim OMIT......ccviviiieiieiiiie e 48
2.15. PVC Membran Biyosensorlerin Analitik Uygulamalart..........cccooeviiiiiiniicnnn, 48
2.15.1. Dogrudan KalibrasSyomn ...........ceeiuiriiieiiieiiesiee et 48
2.15.2. Standart ekleme YONTEIMT ....cc.veiveriiiiiiieiieie e 48
3. MATERYAL Ve YONTEM .........c.coooviiiuiieiieieeieeeeeeeses st sesse s, 50
TR AV -1 (=1 Y7 | SRS SR 50
3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler ............cccooviiiiiiiiiiiiiii 50
3.1.2. Kullanilan €1hazlar...........cccooiiiiiii e 51
B2 MIBLOL ... s 51
3.2.1. PVC-membran valproat—segici biyosensorlerin hazirlanisi..........c.ccoceveveeeiennne. 51
3.2.2. Potansiyel O1GUMIETT .....ocvviiiiiiiiiicicic 53
3.2.3. Standart valproat ¢ozeltilerin hazirlanmasi...........cccccoveiiiiiiiciicice, 53
3.2.4. Diger anti—epileptik ila¢ ve iyon ¢bzeltilerinin hazirlanmasi ...........cceeviveenine. 54
3.2.5. Kan ve ilag 6rneklerinin hazirlanmasi ...........ccccevvvieiiiin e 54
4. BULGULAR ve TARTISMA ..ot 56
4.1. Optimum Membran Bilesenine Sahip Elektrot’un Yiizey Analizi........c...ccoeveennnen, S7
4.2. Valproik Asit ile GABA nin Etkilesim Mekanizmasi.............cccoooveviiiiiciiiiicnnn, 60
4.3. Valproat—segici Biyosensorlerin Potansiyometrik Davraniglart ............ccocveevevennenn. 61
4.4. Valproat—segici Biyosensorin S€CICIIIGT .....coververviriiiriiiiieieec e 69
4.5. Valproat—segici Biyosensoriin Tekrarlanabilitligi..........ccoovvveiiiiiiiciiniiiienn 71
4.6. Valproat—segici Biyosensoriin Cevap Zamani ...........ccoceveeeerierienieniesesesesessesnnens 72
4.7. Valproat—segici Biyosensoriin pH Calisma Araligl.........ccocveveiiiiniiiiiniiiceen 73
4.8. Valproat—Segici Biyosensor’iin Analitik Uygulamalart ...........cccccovenviiniineiennnn 74



4.8.1. Valproat—segici biyosensor ile kan 6rneklerinde valproik asit tayini ................... 74

4.8.2. Valproat—segici biyosensor ile epilepsi hastalarinin kan 6rneklerinde valproik

] L 7=\ Y/ 1 LSS S RTSPRT 76
4.8.3. Valproat—segici sensor ile ilag 6rneginde valproat tayini ..........c.ceeevrervreeieennenn 77
4.9. Karsilastirma CaliSImasT .......cecueiiiiiiieiie ittt b e 78
5. TARTISMA Ve SONUCQ ......oooiiiiiiiiiiie ettt 79
KAYNAKLAR Lttt et 81
OZGECMIS ... 89

Vi



Simgeler

aa
ap
Cs
Cx

E

EO

AE/At

SIMGELER VE KISALTMALAR

Ana Iyon Aktivitesi
Bozucu Tiirlin Aktivitesi
Eklenen Standart Cozeltinin Konsantrasyonu

Analiz Edilen Cozeltinin Bilinmeyen Konsantrasyonu

Indikatdr Elektrot Potansiyeli

Standart Elektrot Potansiyeli

Ana Iyon Cozeltisinin Potansiyeli

Bozucu Tiirlin Cozeltisinin Potansiyeli

Faraday Sabiti

Secicilik Katsayist

Almip Verilen Elektron Sayisi

Ideal Gaz Sabiti

Belirleme Katsayisi

Elektrodun Dogrusal Potansiyometrik Cevabinin Egimi
Mutlak Sicaklik

Denge Potansiyelinin %95’ine Ulagilmasi igin Gegen Siire
Eklenen Standart Cozeltinin Hacmi

Analiz Edilen Cozeltinin Hacmi

Ana Iyon Yiikii

Bozucu Tiiriin Yiiki

Birim Zamanda Elektrot Potansiyelinde Meydana Gelen Degisim

vii



Kisaltmalar

Ag/AgCI
VPA
GABA
AEI
EMF
SCE
SEM
'H-NMR
DBP
BEHS
DEHA
0-NPOE
IUPAC
ISE
KTpCIPB
NaTPB
PVC
THF
DNA

Gumis/gimis kloriir

Valproik Asit

y—aminobiitirik Asit

Anti—epileptik ilag

Elektromotor kuvvet

Doygun Kalomel Elektrot

Taramal1 Elektron Miskroskobu
'"H-Niikleer Manyetik Rezonans
Dibiitilftalat

Bis(2—etilhekzil)sebakat
Bis(2—¢tilhekzil)adipat
o—nitrofeniloktileter

Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
Iyon Segici Elektrot

Potasyum Tetrakis(4—klorofenil)borat
Sodyum Tetrafenilborat

Poli(vinil klortir)

Tetrahidrofuran

Deoksiribontikleik asit

viii



SEKILLER LISTESI

Sekil Sayfa
Sekil 1.1. Valproik asit ve Kedi otu (valeriana officinalis)............ccccvvveviviieiiciisinnnn, 2
Sekil 1.2. Valproik asidin kesfi ve kullaniminin 6nemli kilometre taglart ..................... 2
Sekil 1.3. y—aminobiitirik asit (GABA) ..ot 3
Sekil 2.1. Ulkelere gore epilepsinin % prevelans: (Shakirullah ve ark., 2014) ................ 5
Sekil 2.2. Idiyopatik epilepsi prevelans ¢alismalar1 (GBD Epilepsi 2016) ...................... 6
Sekil 2.3. Biyosensorlerin ¢alisma mekanizmasinin ve bilesenlerinin sematik gdsterimi
(Metkar ve Girigoswami, 2019)......ccuiiiiiriiiiiiieieree st 20
Sekil 2.4. Biyokatalitik esasli biyosensdrlerin algilama basamaklar1 (Sanati ve ark.,
2009) .o b SRR bttt b nE bbb nbenbe e e e es 21
Sekil 2.5. Afinite esaslhi biyosensorlerin algilama basamaklar1 (Manickam ve ark.,

2012) oo L Y L 22
Sekil 2.6. Biyoaktif tabakada kullanilan biyobilesen tiiriine gére biyosensdrlerin
SINIEIANAITTIMAST ..ot 22
Sekil 2.7. Enzim immobilizasyon yontemleri (Nguyen ve Kim, 2017) ........cccocvvieennene, 23
Sekil 2.8. Bir DNA dizisinin biyosensdr ile tanimlanma agamalar1 (Sassolas ve ark.,
7400 ) SR 24
Sekil 2.9. Dontistiirticiilerin siniflandirtlmast........cccvvvveiiiiniiie e 25
Sekil 2.10. Potansiyometrenin ¢aligma prensibi ........eeeceeieeeieeieeiiie e 26
Sekil 2.11. Bilgisayar kontrollii potansiyometrik sistem (Isildak ve ark., 2020) ........... 27
Sekil 2.12. a-) Ag/AgCI referans elektrot b-) Kalomel referans elektrot (Anonim,

P40 A TSRS 31
Sekil 2.13. Voltametrik 6lgiim sistemi (Forrister, 2018) ........cceviiiiiiiiiiiieiieeee e 32
Sekil 2.14. Optik temelli biyosensor elemanlar1 (Dey ve Goswami, 2011) .........c......... 33
Sekil 2.15. Piezolektrik QCM biyosensoriiniin elemanlar1 (Yuwono ve Lammers,

2004) <ot R bRt Rt e e R e e be et e Re e nbe e e reenne e 35
Sekil 2.16. Yaygin olarak kullanilan plastiklestiriciler...........ccccooviiiiiiiiiininiiicnen, 38
Sekil 2.17. TUPAC’a gOre cevap Zamant (£95) ... ...cververeerrerreresesierneessessesiessessesesesseesees 44
Sekil 2.18. IUPAC’a gore cevap zamani (AE/At).......cccocevviiiiiieiiiii e 45



Sekil 2.19. Potansiyometrik bir sensoriin pH ¢alisma araligi ........ccccceveviiveiieniinineene. 46
Sekil 2.20. Potansiyometrik bir sensoriin tekrarlanabilirligi (Isildak ve Ozbek, 2020).. 47
Sekil 2.21. Iyon segici bir elektrodun tayin limiti belirleme yontemi (Ozbek ve Isildak,

2021 b bR Rt e bbbt bbbt n e 47
Sekil 3.1. Valproat—segici biyosensorlerinin hazirlik asamalar1 ve potansiyometrik
olgiim sistemi (Ozbek Ve ark., 2021). ...cveveveueeereeeeeiereereee ettt 52
Sekil 3.2. Valproat—tetrametilamonyum karisimina ait 'H-NMR spektrumu............... 54
Sekil 4.1. Tiimiiyle kati—hal kontak elektrodun SEM goriintiileri............c.ccvvvniviinnnnnn, 58
Sekil 4.2. Timiiyle kati—hal kontak elektrodun EDX analizi...........cccoccooeniniinnicicnn, 59
Sekil 4.3. PVC membran biyosensoriin ylizey SEM gOrintlleri ...........ccoooverivcnvivennen, 59
Sekil 4.4. PVC membran biyosensoriin EDX analizi...........ccoovciiiiiiiiiiciiiiien, 60
Sekil 4.5. Valproik asit ile GABA’ ’nin etkilesim mekanizmasi............ccccoeevviiviniinnnnne, 60
Sekil 4.6. Optimum membran bilesimine sahip biyosensoriin potansiyometrik

L8N 11T B PP UU PPV RUPUPRUPROT 62
Sekil 4.7. Valproat—segici biyosensoriin kalibrasyon grafigi ........cccccoeevviiiiiiniinnnnnnn. 62

Sekil 4.8. Membran—1 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranigi

OO B e LT T 0T < a1 SR 63
Sekil 4.9. Membran-2 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi

D-) KaliDrasyOmn ©FIIST ......eveueruiriiieiirieieee sttt ettt 63
Sekil 4.10. Membran—3 bilesimine sahip biyosensdriin a-) potansiyometrik davranisi

D-) KAlIDIaSYON ©EIIST ..e.viviitiiiiiiieiieie ittt ettt bbb 63
Sekil 4.11. Membran—4 bilesimine sahip biyosensdriin a-) potansiyometrik davranisi

D-) KaliDrasyOmn ©FIIST .....veveuiruireeieiiitesiee sttt 64
Sekil 4.12. Membran—5 bilesimine sahip biyosensdriin a-) potansiyometrik davranisi

D-) KAlIDIaSYOMN ©EIIST .veuviviviiiiiiieiieie sttt bbb bbbt 64
Sekil 4.13. Membran—6 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi

D-) KalIDIaSYON ©ETIST ..e.vivieiiiieiieiieieit sttt 64
Sekil 4.14. Membran—7 bilesimine sahip biyosensdriin a-) potansiyometrik davranisi

D-) KAlIDIaSYOMN ©EIIST .veuviviviiiiiiieiieie sttt bbb bbbt 65
Sekil 4.15. Membran—8 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi

D-) KalIDIaSYON ©ETIST ..e.vivieiiiieiieiieieit sttt 65



Sekil 4.16. Membran—9 bilesimine sahip biyosensdriin a-) potansiyometrik davranisi

D-) KaliDIASYON ©TIST vvevviivieiiieiieiiesieesieeie e ste et s et e s e te e e e e e ste e esraesreennearaenneens 65
Sekil 4.17. Membran—10 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi
D-) KalIDrasSyOn ©EIIST .. cuveueeuiiiiiiiteite ittt bbb 66
Sekil 4.18. Membran—11 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranigi
D-) KalIDIASYON ©TIST veeuviiuieiireiieiieiteesie et e et te e e e e e e s baesaeenaesraesreennearaenneens 66
Sekil 4.19. Membran-12 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi
D-) KAlIDIaSYON ©EIIST ..veuveviiiiiiieriesieiesie st sttt sttt bbbt e e 66
Sekil 4.20. Membran—13 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi
D-) KalIDIaSYOMN ©EIIST ..euvivirviiiieiieiieieit ettt bbbttt 67
Sekil 4.21. Membran—14 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi
D-) KAlIDIaSYOMN ©EIIST ..veuviviivisiiiriesieiesie st sttt seesee ettt bbb beere e nee e 67
Sekil 4.22. Membran—16 bilesimine sahip biyosensoriin potansiyometrik davranist ve
KalIDIASYON ©FTIST . vveuviririiietiiiie sttt r e s 67
Sekil 4.23. Membran—17 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi
D-) KaliDraSyOmn ©FIIST «..cveuveueiiiiiieiiiiesieie sttt 68
Sekil 4.24. Membran—18 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi
D-) KAlIDTASYOMN ©TTST vveuveirieiireieesiesieesieeseesieesieeseesreesteeseesseesreeseeeseessaesaeaneesseesseeseeaseensens 68
Sekil 4.25. Membran—19 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranigi
D-) KaliDrasyOmn ©FIIST .....veveuiruireeieiiitesiee sttt 68
Sekil 4.26. Membran—20 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi
D-) KalIDTASYOMN ©TTST vveuveireeireiiesiesieesieesiesieesieeseesreesteeseesseesteeseeaneesseesseeneesseesseeseeaseensens 69
Sekil 4.27. Membran—21 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranigi
D-) KalIDIaSYON ©ETIST ..e.vivieiiiieiieiieieit sttt 69
Sekil 4.28. Valproat—segici biyosensoriin SECICIIIZI ......evvvrviriiririiieiene s 71
Sekil 4.29. Valproat—secici biyosensoriin tekrarlanabilirligi..........cccoooveeiiiiiiiiniinnnne 72
Sekil 4.30. Valproat—secici biyosensoriin Cevap zamant...........c.ccecvevrereeiienesnnseennenns 73
Sekil 4.31. Valproat—secici biyosensoriin pH ¢alisma aralift .........ccccooeevriiniiiiincnnnn, 74
Sekil 4.32. ilag analizinde kullanilan kalibrasyon grafigi ve dogru denklemi ............... 77

Xi



CIZELGELER LIiSTESI

Cizelge 2.1. ILAE 2017 Epilepsi Siniflandirmasi (Fisher ve ark., 2017)........c.ccccevennne. 7
Cizelge 2.2. Anti—epileptiklerin ilag¢larin kimyasal yapilari.........c.ccccoevevvverieeresineinennenn, 9
Cizelge 2.3. Anti—epileptik ilaglarin piyasaya siiriiliis tarihleri ve etki mekanizmalar1 . 10
Cizelge 2.4 Anti—epileptik ilaglarin etkili olduklart nobet tipleri...........cocvrivriviiiiiennne 11
Cizelge 2.5. Anti—epileptik ilaglarin kandaki terapotik diizeyleri .......ooevvevverveieiiiennn, 11
Cizelge 2.6. Biyosensorlerin geleneksel analitik teknikler ile karsilastirilmast ............. 18
Cizelge 2.7. Biyosensorlerin 6nemli uygulama alanlart..........c.cceooeiiieiiniieiiciieennn, 19
Cizelge 2.8. Referans elektrotlar ve yar1 hiicre semalart ...........ccooeveieiinininiiieienn 30
Cizelge 2.9. PVC membran potansiyometrik biyosensorler..........ccocoovvvviiiiiiiniiiiennn, 39
Cizelge 2.10. Potansiyometrik biyosensorlerin avantajlart ............cccooeeiiniiciiiieennn, 40
Cizelge 2.11. Potansiyometrik biyosensorlerin dezavantajlari...........cccocceviiiiiiinennnen, 40

Cizelge 4.1. Hazirlanan valproat—secici PVC membran biyosensorlerin % bilesim
oranlar1 ve performans 0ZellIKIETi.........c.coviiiiiiiiiiic e 57
Cizelge 4.2. Valproat—secici biyosensoriin segicilik katsaytlart.........c.ccoceoeeieienenne. 70

Cizelge 4.3. Valproat—secici biyosensoriin tekrarlanabilirligini gsteren ortalama ve

standart SApmMa dEZETIETT ........ccviiiiiii e 72
Cizelge 4.4. Kan orneklerinde valproik asit tayini .......cccocovevierioieniniiieniinee e 75
Cizelge 4.5 Epilepsi hastalarinin kan 6rneklerinde valproik asit tayini ..........cccccvevenees 76
Cizelge 4.6. Valproat—secici biyosensor ile ilag 6rneginde valproat tayini.................... 77

Cizelge 4.7. Valproat—segici biyosensoriin literatiirde bildirilen diger potansiyometrik

sensOr veya elektrotlarla karsilagtirilmast.........ooceeiiieiiiiii e 78

xii



1. GIRIS

Epilepsi kelime anlami olarak "tutmak", "ansizin yakalanmak" anlamlarina gelen ve
gecmisi antik donemlere kadar uzanan kronik noérolojik bir hastaliktir (Baykan ve ark.,
2004). Epilepsi, ¢ocukluk déneminde en fazla karsilasilan, beyinde sinir hiicrelerinin
normal olmayan elektriksel desarj1 ile ortaya ¢ikan ve klinikte motor hareketler, biling
degisikligi, duyu bozuklugu veya otomatizmalar seklinde kendini gosteren, uzun vadeli
veya Omiir boyu anti—epileptik ila¢ kullanimi gerektiren tekrarlayan nobetlerle
karakterize kronik bir tablodur (Johnston, 2004; Guberman ve Bruni, 1999).

Epilepsi toplumun %1 ile 3’{ini etkileyen yaygin goriilen sonuglari ile insan hayatini ve
yasam kalitesini 6nemli derecede etkileyen bir hastaliktir (Bassel ve Nathan, 2003).
Epilepsi nobetlerinin tekrarlamasi kisilerin yasam kalitesini hem bireysel hem de
toplumsal yasantilarinda olduk¢a 6nemli derecede etkilemektedir. Ayrica epilepsi ciddi
bir morbidite ve mortalite nedenidir. Bu olumsuz sonuglarin yasanmamast icin epilepsi

mutlaka tedavi edilmeli veya hasta agisindan kontrol edilmelidir.

Epilepsi tedavisinde anti—epileptik kullanimi, cerrahi uygulamalar veya ketojenik diyet
baglica tedavi seceneklerini olusturmaktadir. Bu tedavi secenekleri arasinda en ¢ok
bagvurulan anti—epileptik kullanimidir ve tedavide anti—epileptik kullanimina baslayan
bir hasta bazi durumlarda omiir boyu anti—epileptik ila¢ kullanabilir (Singh ve ark.,
2012). Uzun siireli anti—epileptik kullanimi1 ciddi yan etkileri de beraberinde getirebilir.
Bu nedenle secilecek tedavide etkinligin yan1 sira uzun ve kisa donemde goriilecek yan
etkiler de g6z 6niinde bulundurulmali ve kullanim siiresince takibi gergeklestirilmelidir.
Bu noktada secilecek olan anti—epileptik ajanin viicuda en az zarar veren ve ndbet

gelisimini en iyi engelleyen ajan olmasi oldukg¢a 6nem arz etmektedir (Haznedar, 2017).

Valproik asit (VPA) kimyasal olarak, 2—propil pentanoik veya dipropil asetik asit (Sekil
1.1a) olarak da bilinmektedir. Valproik asit ilk olarak 1882’de Beverly S. Burton
tarafindan kedi otu (Sekil 1.1b) bitkisinde bulunan valerik asidin bir analogu olarak
sentezlenmistir (Burton, 1882). 1962°de ise Fransiz arastirmaci Pierre Eymard valproik

asidin anti—konviilzan etkilerini tesadiifen kesfetmistir (Meunier ve ark., 1963). Bu



gelismelerin ardindan Valproik asit 1967°de Fransa’da antikonviilzan bir ilag olarak
onaylanmis ve diinya ¢apinda en sik recete edilen anti—epileptik ila¢ haline gelmistir
(Loscher, 2002) (Sekil 1.2). Valproik asidin en 6nemli 6zelligi ve avantaji genis
spektrumlu olmasi ve tiim ndbet tiplerine karsi etkinliginin oldukga yiiksek olmasidir.
Valproik asit suda hafif derecede organik coziiciilerde ise son derece iyi ¢dziinen

renksiz bir sividir (Kusunoki ve ark., 1988; Kayaalp, 1998).

H,C
0
OH
H,C
a-) Valproik asit b-) Kedi otu (valeriana officinalis)

Sekil 1.1. Valproik asit ve Kedi otu (valeriana officinalis)

1970'lerden giintimiize kadar
gecen silirecte en  sik  regete

edilen anti—epileptiklerden biri
ol‘

. 1967'de Fransa'da anti—epileptik ilag
olarak onaylandu.

. 1962'de Fransiz Arastirmaci Pierre

Eymard anti—konviilzan 6zelliklerini
kesfetti.

¢ 1882'de Valproik asit ilk kez Beverly
S. Burton tarafindan sentezlendi.

Sekil 1.2. Valproik asidin kesfi ve kullaniminin 6nemli kilometre taglar



Valproik asit kimyasal yapisi bakimindan merkezi sinir sisteminin ana inhibitor
ndrotransmitteri olan y—aminobiitirik asit (GABA) (Sekil 1.3)’e benzemektedir. Insan
beyninde valproik asit; GABA degradasyonunun inhibisyonu, GABA transaminaz
inhibisyonu, GABA sentezini artirma ve devir hizin1 azaltma gibi ¢esitli mekanizmalar
yoluyla merkezi sinir sisteminde inhibitor aktiviteye sahip olan GABA’nin potansiyelini
yiikselterek GABA aktivitesini degistirmektedir (Mesdjian ve ark., 1982).

GABA prokaryotlarda ve okaryotlarda bulunan, dort karbonlu ve molekiil agirhig
103.10 g/mol olan (Bown ve Shelp, 1997), serbest amino asit havuzunun 6nemli bir
bileseni ve protein yapisinda bulunmayan bir amino asit oldugu bilinmektedir (Akama

ve Takaiwa, 2007).

GABA fizyolojik pH’larda 4.03 ve 10.56 pKa degerleri ile hem pozitif yiik hem de
negatif yiik tasiyan yani zvitteriyon davranisi sergilemektedir (Yang ve ark., 2010).

0)

HzNM
OH

Sekil 1.3. y-aminobiitirik asit (GABA)

Sensor teknolojisi, giiniimiizde {izerinde 6nemle durulan ve her gegen giin biiyiik ilgi ve
gelismelerin izlendigi bir alan olup cesitli bilim dallarindaki arastirmacilar tarafindan
olduk¢a yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir (Topcu, 2009). Biyosensorler ise biyoloji,
kimya, biyokimya, miihendislik gibi pek c¢ok bilim dalinmn bilgi birikiminden
faydalanarak c¢esitli biyolojik molekiillerin veya sistemlerin segicilik 6zellikleri ile
modern elektronik tekniklerin islem yeteneginin birlestirilmesi sonucu gelistirilen
biyoanalitik cihazlardir. Son yillarda bilim ve teknolojideki hizli gelismeler biyosensor
kavram ve tanimlarinda da 6nemli genislemelere ve gelismelere yol agmistir (Spichiger-

Keller, 1998; Tiiylek, 2017).

Bu tez ¢alismasinda, kronik bir hastalik olan ve hastalarin yasam kalitesini son derece
olumsuz yonde etkileyebilen epilepsi hastaligimin tedavisinde olduk¢a yaygin olarak

kullanilan valproik aside duyarli PVC membran potansiyometrik bir biyosensor



gelistirilmistir. Gelistirilen valproat—segici biyosensoriin potansiyometrik performans
ozellikleri (dogrusal c¢alisma araligi, tayin limiti, cevap zamani, pH ¢alisma araligi,
secicilik, tekrarlanabilirlik vb.) arastirildi. Ayrica gelistirilen biyosensér normal ve
epilepsili hastalarin kan orneklerinde ve farmasotik numunelerde valproat tayininde

basarili bir sekilde kullanildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Epilepsi

Epilepsi diinya niifusunun %1 ila 3’linii etkileyen tekrarlayan nobetlerle karakterize
kronik norolojik bir bozukluktur (Kumar ve ark., 2016; Kaindl ve ark., 2006; Cardenas-
Rodriguez ve ark., 2020). Yapilan son c¢aligmalara gore tiim diinyada yaklasik 70
milyon epilepsi hastas1 bulunmaktadir ve bu hastalarin biiyiik cogunlugu gelismekte
olan iilkelerde yasamaktadir (Benlier ve ark., 2020). Ayrica yapilan ¢alismalarda yine
diinya genelinde yaklasik 10 milyon ¢ocuk epilepsi ile yasamaktadir (Gadgil ve ark.,
2019).

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalara gore, epilepsinin ortaya ¢ikmasinda cinsiyet, yas,
etnik koken vb. faktorlerin etkisinin olmadigi; ancak gelismis tilkeler ve gelismekte olan
tilkeler arasinda insidans ve prevelans degerlerinde Onemli farkliliklar oldugu
goriilmustiir (Yeni ve ark., 2008). Bu durumun temel nedeni gelismekte olan iilkelerin
tedavi segeneklerine gelismis iilkelere oranla daha zor ulasmasidir. Dogum travmasi,
kafa travmasi, enfeksiyon epilepsinin dnlenebilecek nedenleri arasinda basta gelir ve

gelismekte olan iilkelerde epilepsi insidansini artirirlar (De Bittencourt ve ark., 1996).

Shakirullah ve arkadaslarimin (2014), yapmis oldugu genis ¢apli epidemiyolojik
calismaya gore, gelismekte olan {ilkeler ile gelismis {tlkeler arasindaki epilepsi

prevelans farki oldukea agiktir (Sekil 2.1).

Prevalence
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Sekil 2.1. Ulkelere gore epilepsinin % prevelans: (Shakirullah ve ark., 2014)
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Sebebi bilinmeyen epilepsi tiirline idiyopatik epilepsi denir. Bu epilepsi tiiriinde
norolojik belirti ve bulgular yoktur. Bulgularin genetik oldugu 6ngoriiliir ve genellikle
yasa bagimlidir (Engel, 2001). Idiyopatik epilepsilerin diinyadaki prevelansini gdsteren
calisma 2016 yilinda GBD Epilepsi calisanlar1 tarafindan gergeklestirilmistir. Bu
idiyopatik epilepsi prevelans ¢alismasinin sonuglart Sekil 2.2°de goriilmektedir. Yapilan

bu calismaya gore Tiirkiye’de idiyopatik epilepsi sendromu 100.000‘de 430 ila 480

arasinda degismektedir.

" Prevalence per 100000 population ﬁ; )

M 130t0<180 [ 430to<480 N\
[ 180to<230 [ 480t0<530
[ 230t0<280 (@ 530t0 <580
[ 280t0<330 [ 580t0<630
[ 330t0<380 g 6300680
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Sekil 2.2. Idiyopatik epilepsi prevelans ¢alismalar1 (GBD Epilepsi 2016)

Yapilan calismalarda, dogumdan 20 yasina kadar olan zaman diliminde epilepsinin
ortaya ¢ikma riski yaklasik % 1 civarinda iken, 75 yasinda % 3’e kadar ¢ikar. Epilepsi
insidansinin hayatin ilk 20 yili igcinde ve 65 yasindan sonra iki kez pik yaptigi
bildirilmistir (Walter ve ark., 2000).

Epilepsi nobetleri biling kaybi, agizdan kopiik gelme veya tiim viicutta kasilmalar
seklinde kendini gosterebilecegi gibi, hi¢ fark edilmeyecek kadar hafif nobet ¢esitleri de
vardir. Epilepsi nobetlerinin smiflandirilmasi Uluslararas1 Epilepsi ile Savas Dernegi
(ILAE) tarafindan yapilmaktadir. Bu smiflandirma ilk kez 1960 yilinda yapilmistir.
ILAE 2017 yilinda yapmis oldugu smiflandirmada epilepsi nobetlerini kismi ve

jenaralize olmak iizere genel olarak iki ana gruba ayirmistir (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. ILAE 2017 Epilepsi Smiflandirmasi (Fisher ve ark., 2017)

Fokal (Kismi) Baslangich Jenaralize Baslangich Bilinmeyen
Biling: Kapali / Agik
Motor Motor Motor
Otomatizmalar Tonik—klonik Tonik—klonik
Atonik Klonik Diger motor nobetler
Klonik Tonik
Epileptik spazmlar Myoklonik
Hipertonik Myoklonik—tonik—klonik
Myoklonik Myoklonik—atonik
Tonik Atonik

Epileptik spazmlar
Motor Disi Motor Dis1 (Absans) Motor Dis1
Otonom Tipik Donma
Donma Atipik
Kognitif Myoklonik
Duygusal Goz Kapagi Myoklonisi
Duyusal
Fokal veya bilateral tonik— Siniflandirilamayan
klonik

Epilepsi de dogru taniy1 koymak olduk¢a Onemlidir ve tani bir ndroloji uzmani
tarafindan ndobetinlerin  izlenmesi, Elektroensefalografi (EEG) bulgulari, beyin
goriintiileme (manyetik rezonans—MR) ve bazi kan analizlerinin degerlendirilmesi ile
tan1 konulmaktadir. Ayrica, epilepsi tanisinda Pozitron Emisyon tomografisi (PET),
Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRI) ve Tek Foton Emisyonlu Bilgisayarl
Tomografi (SPECT) gibi farkl teknikler de kullanilmaktadir.



2.2. Anti—epileptik Tlaclar

Epilepsi tedavisi biiyiikk oranda anti—epileptik ilaglar ile saglanmaktadir. Epilepsi
hastalarinin anti—epileptikler ile tedavisindeki amag, nobetlerin kontrol altina alinmasi
veya nobet sayisinin olabildigince azaltilmasidir. Dolayisiyla tedavi de hasta agisindan
miimkiin olan en iyi yasam kalitesi amaglanmaktadir. Anti—epileptik tedavisi oldukga
uzun siire devam ettiginden dolayl, anti—epileptik se¢imi nobet tipi, ilaglarin
farmokinetik 6zellikleri, yan etkileri, doz araliklar1 ve hastananin bireysel 6zellikleri g6z
ontinde bulundurularak belirlenmektedir. Anti—epileptik tedavisi bireysel olarak
degerlendirilmektedir ve her hastanin kullanacagi ilag ve dozu nébet tipine gore farklilik

gostermektedir (Boliikkbasi, 2009).

Epilepsi tedavisinde son 20 yillik siiregte yeni anti—epileptik ilaglarin kullanima girmesi
veya daha once kullanilmakta olan ilaglarin formiilasyonlarinda yapilan bazi
degisikliklerle birlikte yeni ilaglarin kesfi konusunda da biiyilk ilerlemeler
kaydedilmistir. Yapi—aktivite arasgtirmacilari tarafindan her gegen giin yeni anti—
konviilzan ilaclar kesfedilmekte ve epilepsi tedavisinde farkli ndbet tiirleri iizerindeki

etkileri test edilerek literatiire kazandirilmaktadir (Ozbek ve Giirdere, 2020).

Piyasada yaygin olarak kullanilan anti—epileptik ilaglarin etki mekanizmalar1 genel
olarak {i¢ grupta toplanmaktadir (Davies, 1995). Bu mekanizmalar;

I.  Cesitli mekanizmalarla y—aminobutirik asit (GABA)’e etki ederek iletimini
kolaylastiranlar,

1. Voltaja bagimli iyon kanallarii (Na* ve Ca?*) bloke ederek uyarici iletimi azaltanlar;
III. Glutamat reseptorlerinin blokajini saglayanlar olarak tanimlanmstir.

Bilinen bu etki mekanizmalarimin disinda etki mekanizmasi hala bilinmeyen ve

tartismaya agik olan anti—epileptik ilaglarda mevcuttur.

Anti—epileptik ilaglarda kan terapétik diizeyinin kontrolii ilag etkinliginin saglanmasi ve
istenmeyen yan etkilerin engellenmesi agisindan Onem arz etmektedir. Epilepsi
tedavisinde ¢esitli anti—epileptikleri kullanan hastalarin takibi kanda bu ilaglarin

konsantrasyonunu belirleyen testlerle ¢esitli analitik cihazlar kullanilarak yapilmaktadir.



Baz1 anti—epileptiklerin ilaglarin kimyasal yapilar1 Cizelge 2.2’de verilmistir. Piyasaya
stiriilme tarihleri (Malaga ve ark., 2019) ve etki mekanizmalar1 (Cook ve Bensalem-
Owen, 2011; Sills, 2011; Hanaya ve ark., 2016; Akdag ve ark., 2016) ise Cizelge 2.3’de

sunulmustur.

Cizelge 2.2. Anti—epileptiklerin ilaglarin kimyasal yapilari
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Cizelge 2.3. Anti—epileptik ilaglarin piyasaya siiriiliis tarihleri ve etki mekanizmalari

Etki Mekanizmasi
Piyasaya  Na* Ca”™ GABA Glutamat
Anti-epileptik  siiriiliis ~ kanah kanalh  transmisyonunun reseptérlerinin
ilac tarihi blokaji blokaji artirilmasi blokaji
Fenobarbital 1912 v]
Fenitoin 1960 v
Etostiksimid 1960 7 (T-tipi)
Diazepam 1960 v
Karbamazepin 1965
Valproik asit 1970 v & (T-tipi) @
Lamotrijin 1991 v/
Felbamat 1994 7 7 (L-tipi) v 0
Gabapentin 1994 “ (a20)
Topiramat 1995 & & (L-tipi) v &
Tiagabin 1996 (v]

Levetirasetam* 2000

*Etki mekanizmasi: Beyindeki sinaptik vezikiil proteini SV2A'ya baglanarak
gerceklesir.

Anti—epileptik ilaglarin etkili olduklart nobet tipleri Cizelge 2.4’de sunulmustur
(Goldenberg, 2010; Giil ve Cokar, 2015; Saltik, 2014). Anti—epileptik ilaglarin kandaki
konsantrasyonu tedavinin etkili bir sekilde saglanmasi i¢in son derece Onem arz
etmektedir. Anti—epileptik ilaglarin kan terapotik diizeyleri Cizelge 2.5°de verilmistir
(Hildenbrand, 2012).

10



Cizelge 2.4 Anti—epileptik ilaglarin etkili olduklart nobet tipleri

Anti—epileptik ila¢

Etkili oldugu nobet tipi

Benzodiazepinler
Fenobarbital
Fenitoin
Etosiiksimid
Primidon
Diazepam
Karbamazepin
Valproik asit
Lamotrijin
Felbamat
Gabapentin
Topiramat
Tiagabin
Zonisamid
Levetirasetam

Genis spektrum
Fokal, Jenalarize tonik—klonik
Fokal, Jenalarize tonik—klonik

Absans

Fokal, Miyoklonik

Genis spektrum

Fokal, Jenalarize tonik—klonik

Genis spektrum

Fokal, Jenalarize tonik—klonik, absans

Genis spektrum

Fokal, Jenalarize tonik—klonik
Genis spektrum

Fokal

Fokal, Jenalarize tonik—klonik, Miyoklonik
Fokal, Jenalarize tonik—klonik, Miyoklonik

Cizelge 2.5. Anti—epileptik ilaglarin kandaki terapotik diizeyleri

Anti—epileptik ila¢

Fenobarbital
Fenitoin
Etostiksimid
Primidon
Karbamazepin
Valproik asit
Lamotrijin
Felbamat
Gabapentin
Topiramat
Levetirasetam

10— 40
10 - 20
40 - 100
512
4-12
50 — 100
1-4
18 - 83
>2

10.5
740

11

Kan Terapotik Diizeyi (ng/mL)



2.3. Valproik Asit

Valproik asit 1882'de Burton tarafindan, valerik asitin bir analogu olarak sentezlendi.
Kesfinden seksen yil sonra valproik asidin anti—epileptik 6zellikleri tanindi ve 1970’de
anti—epileptik ilag (AEI) olarak onaylandi. Valproik asidin diinya genelinde bilinen
ticari ad1 depakindir (Tolou—Ghamari ve Palizban, 2015). Valproik asit ve sodyum

valproat ayni ilacin iki formudur (Fisher ve Broderick, 2003).

Valproik asit hizli yiikkleme avantaji ile, 30 dakikadan uzun siiren veya iki ya da daha
fazla nobetin pes pese tekrarladigi epilepsi tiirli olan status epileptikus durumunda da
tercih edilmektedir (Altindag ve Baykan, 2015). Status epileptikus mortalite ve
morbiditeye neden olan ve bu nedenle hizli tan1 ve tedavi gerektiren acil bir durumdur
(Akpinar ve Cengiz, 2014). Valproik asit birgok ndbet tipinde etkin olarak kullanildig:
gibi bipolar bozukluk, migren ve bas agrisi gibi durumlarda da kullanilmaktadir (Aslan
Kara ve Bozdemir, 2019).

Diinya genelinde epilepsi tedavisinde en sik kullanilan anti—epileptiklerden biri olan
valproik asit, jeneralize ve parsiyel epilepsi noébetlerinin birgok tipinde etkin genis
spektrumlu bir ilagtir. Dipropil asetik asit veya 2—propil pentanoik asitin sodyum tuzu
olan valproik asit yapisal olarak beyindeki inhibitdr norotransmitterlerden GABA’ya
benzemektedir. Valproik asidin etki mekanizmasi, beyinde GABA diizeyini arttirmakla
birlikte voltaja bagimli sodyum ve potasyum kanallarinin bloke edilmesi olarak

aciklanmistir (Zawab ve Carmody, 2014).

Valproik asit oral olarak alindiktan sonra hizla ve tamamen absorbe olur
(biyoyararlanim ~ %100). Absorbe edildikten sonra 1 ila 4 saat arasinda kandaki en
yiiksek seviyesine ulasir. Valproik asit plazma proteinlerine oldukga giiglii bir sekilde
baglanir (Doré ve ark., 2017; Dutta ve Reed, 2006).

Valproik asit anti—epileptik olarak kullaniminda kandaki tedavi edici doz araligi 50-100
pg/mL’dir (Zhang ve ark., 2014). Kandaki valproik asit diizeyi 50 pg/mL’nin altinda
diistiigiinde etkili bir tedavi saglanamazken, 100 pg/mL’i astiginda yan etkiler ve toksik
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ozellikler ortaya c¢ikmaktadir. Epilepsi hastasi ¢ocuklarda da oldukga yaygin olarak
kullanilan valproik asidin terapotik araligi dar oldugundan dolayr kolaylikla
zehirlenmelere neden olabilmektedir. Valproik asit zchirlenmesi hafif biling
bozuklugundan koma ve oliime kadar farkli klinik tablolara sebep olabilmektedir
(Arslankoylii ve ark., 2017). Ayrica, bas agrisi, ataksi, bas donmesi, tremor ve komaya
kadar degisen merkezi sinir sistemi baskilanmasi, beyin 6demi ve paradoksal nobetler

norotoksik etkileri arasinda yer almaktadir (Sztajnkrycer, 2002).

Valproik asidin gastrointestinal (bulanti, kusma, karin agrisi, ishal vb.), nrolojik (¢oklu
ilag tedavisi alan hastalarda sedasyon, uyusukluk ve ataksi), dermatolojik (sag
dokiilmesi ve hirsutizim), endokrin, hematolojik ve teratojenik yan etkileri oldugu
bilinmektedir (Sztajnkrycer, 2002). Ayrica, valproik asit kullanan hastalarda kilo artisi
da bildirilmistir.

Literatiirde valproik asidin farmasotik ve biyolojik orneklerdeki tayini igin ¢esitli
analitik yontemler bildirilmistir. Bunlar, yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC), gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi (GC/MS), sivi kromatografi—kiitle
spektroskopisi  (LC-MS/MS), kapiler elektroforez, florimetrik, piezoelektrik,

potansiyometrik, voltametrik ve galvanostatik yontemlerdir.

HPLC, farmasétik arastirmalarinda oldukga yaygin olarak kullanilan analitik
yontemlerden biridir ve eszamanli analiz, yiiksek ¢oziiniirliik, yliksek hassasiyet, iyi
tekrarlanabilirlik ve saflastirma kolayligi gibi avantajlar sunar (Sonia ve ark., 2016).
Kishore ve ark. (2002), HPLC yontemini kullanarak valproik asit tayinini
gerceklestirmislerdir. Calismada 250 % 4.6 mm’lik C18 kolon tercih edilmis, asetonitril
ve 0.05 M fosfat tamponundan olusan (45:55; pH 3.0) mobil faz kullanilmis ve akis hizi
1.2 mL/dakika olarak ayarlanmistir. Yontemin basit, hizli, dogru ve duyarli oldugunu
rapor eden yazarlar gelistirdikleri bu yontemi Hindistanda yasayan epilepsi hastalarinin
kan orneklerinde valproik asit tayini i¢in kullanmislardir. HPLC yontemini kullanarak
insan plazmasindaki valproik asit tayinini Zhang ve ark. (2014) gerceklestirmistir.
Gelistirilen bu yontem, 0.05-200 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusal cevap
sergilerken, tayin limiti 0.01 pg/mL olarak rapor edilmistir. Basit ve hizli olan bu

kromatografik yontemin uygulamasi jeneralize epilepsili hastalardan alinan plazma
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orneklerinde valproik asit tayini ile gergeklestirilmis ve basarili oldugu bildirilmistir.
Valproik asit ve klinik olarak ilgili metabolitlerinin (4—en—VPA, 2,4-dien-VPA ve 2—
en—VPA) konsantrasyonlarinin insan serumunda es zamanli olarak belirlenmesi igin
Ultra Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi—Kiitle Spektrometrisi (UHPLC—MS/MYS)
yontemini Zhao ve ark. (2017) 6nermistir. Gelistirilen UHPLC-MS/MS yonteminin,

terapotik ilag izleme igin iyi bir analitik performans gosterdigi rapor edilmistir.

LC-MS/MS yontemini kullanarak insan plazmasinda valproik asit ve {i¢ ana metabolitin
(3-OH-valproik asit, 4—ene—valproik asit ve 5-OH-valproik asit) eszamanli kantitatif
tayinini Gao ve ark. (2011) ger¢eklestirmislerdir. Yontem, valproik asit ve tiim analitler
icin > 0.995 korelasyon katsayilarina sahip olup insan plazmasinda valproik asit ve
diger analitlerin tayininde basarili bir sekilde kullanilmistir. Han ve ark. (2012) LC—
MS/MS yontemini kullanarak insan kirmizi kan hiicrelerinde valproik asit tayinini
gerceklestirmistir. Bu yontemin 1.0-100 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusal yanit
sergilemedigini rapor eden arastirmacilar hassas, secici ve hizli ekstraksiyon gibi 6nemli
avantajlar sergiledigini de bildirmislerdir. Onerilen bu ydntemin epilepsili hastalarda
valproik asidin rutin olarak izlenmesinin yani sira, farmakokinetik caligmalarda da

faydali olabilecegi rapor edilmistir.

Valproik asit ve 14 farkli metabolitin serum ve idrardaki tayini GC/MS yontemi ile
Fisher ve grubu (1992) tarafindan arastirilmistir. Onerilen metot ile karaciger hasarmin
erken tespiti i¢in olasi tahmin degerinin yani sira epilepsi hastalarinin serum ve idrar
orneklerinde valproik asit tayini i¢in uygun oldugunu bildirmisglerdir. GC metodu ile
insan plazma Orneklerinde valproik asidin tespiti Khaniha ve ark. (2007) tarafindan
bildirilmistir. 0.45-100 pg/mL konsantrasyon araliginda dogrusal cevap sergileyen
yontemin, hizli, basit, tekrarlanabilir ve valproik asidin terapdtik izlenmesi igin uygun

oldugu rapor edilmistir.

Olvecka ve ark. (2003), kapiler elektroforez yontemi ile kapiler elektroforez—
izotakoforez modifikasyonu ile poli (metil metakrilat) ¢ip kullanarak serum
orneklerinde valproat diizeyini basit, hizli (10 saniyeden az) ve hassas bir sekilde

gergeklestirdiklerini rapor etmislerdir. Gelistirilen bu yontem ile serum Orneklerinde
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valproik asidin tayininde % 90-94 oraninda yiiksek geri kazanimlar elde ettiklerini
bildirmislerdir. Kapiler elektroforez yontemini kullanilarak plazma Orneklerinde
valproik asit tayini i¢in bir baska c¢alisma Pucci ve ark. (2003) tarafindan
gerceklestirilmistir. Yontemin dogrusal ¢alisma araligr 1.0-100 pg/mL ve tayin limiti
150 ng/mL olarak bildirilmistir. Ayrica onerilen bu yontem ile valproik asit kullanan
sizofreni hastalarindan alinan plazma Orneklerinin analizinden elde edilen sonuglarin
kesinlik, dogruluk ve duyarlilik agisindan olumlu sonuglar verdigi rapor edilmistir. Ayni
yontemi kullanarak serum, plazma ve idrar numunelerinde valproik asit tayinini Belin
ve ark. (2007) gergeklestirmistir. Bu yontemin, dogrusal konsantrasyon araligi 2—
150 pg/mL olup, tayin limiti 24 ng/mL olarak rapor edilmistir. Ayrica yontemin
biyolojik 6rneklerdeki valproik asiti tayin edebilme siiresinin 3 dakikanin altinda oldugu

bildirilmistir.

Huang ve grubunun 2015 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada, valproik asitin tayinine
yonelik piezorezistif temelli bir biyosensor gelistirilmistir. Gelistirilen biyosensor’iin
tahmini tayin limiti 45 pg mL™ ve ilag ile antikor arasindaki baglanma afinitesi yaklagik
90 £ 21 pg mL™ olarak bildirilmistir. Onerilen biyosensdr ile elde edilen sonuglarm,
valproik asit tayininde klinik olarak kullanilan floresans polarizasyon immiinolojik

yonteminden elde edilen sonuglarla benzer oldugu rapor edilmistir.

Roda ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada kan ve tiikiiriik 6rneklerinde valproik asidin
tayini i¢in optimize edilmis, kagit tabanli bir format kullanan akilli telefona dayali bir
immiinosensor dnermislerdir. Onerilen biyosensoriin, kan rneklerinde 4-300 pug mL™
lik derigim araliginda 4 ug mL ™ lik tayin limitine, tiikiirik rneklerinde ise 0.05-20 pg
mL™lik derisim araliginda 0.05 pg mL™lik tayin limitine sahip oldugunu rapor
etmiglerdir. Ayrica gelistirilen kagit tabanli biyosensor’iin basit, saglam ve ekonomik

sonuglar verdigini bildirmislerdir.

Acar ve Onar (2016) voltametri teknigini kullanarak farmasétik 6rneklerde valproik asit
tayinini gerceklestirdiler. Gelistirilen bu yontemin dogrusal ¢calisma araligi, 1.46% 10—
1.1x10™ mol L%, tayin limiti ise, 1.09x10* mol L™ olarak ifade edilmistir. Standart

ekleme yoOntemine gore gergeklestirilen testlerde ilag Orneklerinde yiiksek geri
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kazanimlarla (%109.67 + 4.85) valproik asit tayininin gergeklestirildigi rapor edilmistir.
Zabardasti ve ark. (2017) nanopartikiil bazli voltametrik temelli bir sensor ile insan
plazma oOrneklerinde valproik asidin tayinini gerceklestirmistir. Gelistirilen sensor’lin
konsantrasyon araligir 1.0-100 ppm ve tayin limiti 0.4 ppm olarak rapor edilmistir.
Ayrica, sensor’iin basit, duyarli, tekrarlanabilir sonuglar sergiledigi ve insan plazma

orneklerinde valproik asit tayini i¢cin uygun oldugu bildirilmistir.

Sorouraddin ve ark. (2014) florimetrik yontem kullanarak tablet, insan serum ve idrar
orneklerinde valproik asit tayini gerceklestirmislerdir. Onerilen ydntemin dogrusal
calisma araligi 0.3—7.5 mg/L olup bu araliktaki R? degeri 0.9980 olarak rapor edilmistir.
Cesitli drneklerde basarili bir sekilde uygulanan yontemin tayin limiti 0.24 pg mL ™" dir.

Sabah ve ark. (2006), galvanostatik yontemi kullanarak farmasotik preparatlarda
valproat tayinini gergeklestirmislerdir. Calismada valproat katkili polipirrol (PPy—Val)
ve PPy-Val-CTA (setil trimetil amonyum) bazli kat1 hal elektrotlarint bir platin ¢ubuk
tizerinde elektropolimerize edilmis bir polipirol filmi kullanarak hazirlamislardir.
Hazirlanan kat1 hal valproat—seg¢ici elektrotlarin 4.0x10° = 4.0x10” mol L™ araliginda
1.0x10®° mol L™ tayin limitine sahip oldugu rapor edilmistir. Ayn1 zamanda gelistirilen
elektrot 20 saniyelik cevap zamanma sahiptir ve pH 4.0-7.5 araliginda pH

degisimlerinden etkilenmeden calismaktadir.

Bir bagka calismada Suzuki ve ark. (1991), ilag 6rneklerinde valproat’in tayini i¢in n—
dekanol ve PVC igerisinde metil tris(tetradesil) amonyum iyon ¢ifti kompleksi
kullanarak hizli ve basit plastik sivi membran elektrot kiti gelistirmisler ve
potansiyometrik davranisini incelemislerdir. Elektrot’un sodyum valproat’in 1.0x102 —
2.0x10™* mol L* konsantrasyon araliginda Nernst davranisi sergiledigini ve en az bir

aylik kullanim 6mriine sahip oldugunu bildirmislerdir.
Katsu ve grubunun (2000), vyaptiklar1 ¢alismada galyum(lll)tetrafenilporfirin

molekiiliinii iyonofor olarak kullanarak PVC membran sensér hazirlanmislar ve sodyum

valproat derisimini tayin etmislerdir. Onerilen elektrodun 5.0x10° - 1.0x102 mol L*
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konsantrasyon araliginda Nernst davranigina yakin (-55 mV) potansiyometrik davranis

sergiledigini ve 20 uM tayin limitine sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Santos ve ark. (2006), iyonofor olarak mangan(l1l) tetrafenil porfirin [Mn(I11)TPP—CI]
molekiiliinii iyonofor olarak kullanarak PVC ve seramik membran (sol-jel)
potansiyometrik elektrotlar hazirlamislardir. PVC membran elektrodun tayin limiti
5.0x10° mol L™, egim degeri her on katlik derisim degeri icin 60.8 mV olarak rapor
edilirken, seramik (sol—jel) membran elektrodun tayin limiti 1.0x10* mol L egim
degeri ise her on katlik derisim degeri i¢in 60.3 mV olarak bildirilmistir. Bu iki tip
elektrot, farmasotik formiilasyonlarda valproat’in dogrudan tayini igin sirali enjeksiyon

analiz (SIA) sistemi ile birlestirilmistir.

Valproik asidin ¢esitli biyolojik ve farmasétik numunelerdeki tayinine yonelik 6nerilen
HPLC, LC-MS/MS ve GC gibi analitik yontemler ila¢ analizlerinde 6nemli avantajlar
sunmasina ragmen Ozellikle laboratuvar ve deneyimli personel gerekliligi gibi
dezavantajlar1 da bulunmatadir. Elektrokimyasal analiz yontemlerinden 6zellikle
potansiyometri genis dogrusal konsantrasyon araligi, kisa cevap zamani, yiiksek
secicilik, diisiik tayin limiti, kolay hazirlanma, tasinabilirlik, oldukca diisiik maliyetli
olmasi ve basit kullanim gibi avantajlara sahip olmasinin yam sira, laboratuvar ve
deneyimli personel gerektirmemesi bu yontemleri kromatografik yontemlere gore listiin

kilmaktadir.

Bu tez projesi kapsaminda valproat-segici potansiyometri temelli biyosensor
gelistirilmistir. Gelistirilen biyosensor literatiirde mevcut olan analitik yontemlere ve
alternatif sensoér ve biyosensorlere gore hazirlama prosediirii ve yapi bakimindan
tamemen farkli ve 6zgiindiir. Ozellikle potansiyometrik ydntemlerin bilinen analitik
yontemlere gore birgok avantajinin olmasi gelistirilen biyosensore énem katmaktadir.
Ayrica, literatiirde yer alan biyosensor ¢alismalarinda valproik asit tayininde GABA nin

biyoaktif bilesen (iyonofor) olarak kullanildigi bagka bir ¢aligma bulunmamaktadir.
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2.4. Biyosensorler

Sensorler, en genel tanimiyla fiziksel bir 6zelligi algilayan ve kayit altina alan, veya
gosteren cihazlardir. Biyosensorler ise "International Union of Pure and Applied
Chemistry" (IUPAC) tarafindan, "kimyasal bilesige karsi verilen biyolojik yaniti termal,

elektriksel ya da optik sinyallere doniistiiren cihazlar" olarak tanimlanmaktadir.

Biyosensorler tizerine ¢aligmalar 1962 yilinda Clark ve Lyons tarafindan glukoz oksidaz
enziminin O; elektrodu ile kombine edilerek kandaki glukoz diizeyininin Sl¢iilmesi ile
baglamaktadir (Clark ve Lyons, 1962). Biyosensorler tanimlandigr ilk giinden itibaren
gelisen teknoloji ile birlikte ¢evresel ornekler, gida endiistrisi, eczacilik, biyomedikal
uygulamalar, savunma sanayii ve biyoteknoloji gibi alanlarda arastirmacilar tarafindan
yogun bir sekilde arastirilmis ve ¢cok farkli yapilarda yeni biyosensorler tanimlanmistir.
Ayrica, mikrosensor teknolojileri ve biyoteknoloji alanindaki gelismelere paralel olarak
arastirmacilar tarafindan biyosensorler iizerine arastirma ve gelistirme ¢alismalart hizli
bir sekilde devam etmektedir. Biyosensorler bilinen klasik analitik tekniklere gore
avantajlara sahiptirler. Biyosensorlerin kullanim alanlart ve bazi istiinliikkleri Cizelge

2.6’da 6zetlenmistir (Van Dorst ve ark., 2010).

Cizelge 2.6. Biyosensorlerin geleneksel analitik teknikler ile karsilagtirilmasi

Biyosensorler Geleneksel Analitik Teknikler
Hizli ve ger¢ek zamanl tayin Zaman alic1

Diisiik maliyet Pahali

Tagsmabilir Laboratuvarda goriintiileme

Basit kullanim

Basit dizayn

Kolay 6rnek hazirlama

Daha az organik ¢6ziicii tiiketimi
Tek analit tespiti

Sinirh ticari kullanim

Duyarli

Ozgiil

Tekrarlanabilir

Egitimli laboratuvar personeli
Yiiksek teknolojiye sahip aletler
Kapsamli 6rnek hazirlama gerekliligi
Daha fazla organik ¢oziicii tiiketimi
Coklu analit tespiti

Genis ticari kullanim

Duyarlt

Ozgiil

Tekrarlanabilir
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Biyosensorlerin en 6nemli uygulama alanlar1 Cizelge 2.7’de 6zetlenmistir (McGrath ve

Scanaill, 2013).

Cizelge 2.7. Biyosensorlerin 6nemli uygulama alanlari

Kullanim Alani

Uygulamalan

Saglik

Diyabette glukoz seviyesinin tayini gibi ¢esitli kronik
hastaliklarin takibi

Hamilelik testi,

Helicobakter pylori ve mide iilseri gibi ¢esitli hastaliklarin
teshisi

Kolesterol ve vitamin testleri gibi ¢esitli biyokimyasal testler
Cesitli bakteriyel enfeksiyon testleri

Cesitli kanser tiirlerinin tan1 ve takibi

Biyoteknoloji

Enzim tretimi

Biyofarmasotik liretim

Gida Kontrol

Antibiyotiklerle kontaminasyon gibi kimyasal kontaminant
tespiti

Toksin tespiti

Patojen tespiti

Stitte oldugu gibi ¢esitli hayvansal gidalarda hormon tespiti
Cesitli yiyecek ve igeceklerde kalite kontrol testleri

Kisisel giivenlik,

Kanun yaptirimi

Alkol testleri
flag testleri

Cevresel izleme

Sulardaki Kkirleticilerin tespiti
Tarimsal uygulamalar
Organofosfatlar gibi sudaki pestisitlerin tayini

Agir metallerin tayini

Giivenlik

Kimyasal ve savas ajanlarinin tespiti
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Bir biyosensorii olusturan temel elemanlar asagidaki gibi siralanabilir (Kazemi—
Darsanaki ve ark., 2013).

Analit: Tespit edilmesi gereken biyolojik bilesendir.

Biyoreseptor: Analiz edilecek madde ile se¢imli olarak etkilesime giren biyolojik
molekiillerdir. Biyoreseptor molekiillere 6rnek olarak enzimler, antikorlar, aptamerler,
mikroorganizmalar verilebilir.

Doniistiiriicti (Transduser): Genellikle biyotanima olaymni fiziksel veya kimyasal sinyal
olarak olgen sistem doniistiiriicii (transduser) olarak adlandirilir.

Elektronikler: Genellikle iletilen sinyali goriintiilemek igin islerler.

Goériintiileyici: Islenen sinyali bilgisayar vasitasyila gosteren cihazlardir.

Biyosensorler analizlenecek madde ile se¢imli bir sekilde etkilesime giren biyoaktif bir
bilesenin bu etkilesme sonucu ortaya ¢ikan sinyali ileten bir iletici sistemle
birlestirilmesi ve bir Olglim sistemiyle kombinasyonuyla olusturulurlar (Sekil 2.3)

(Metkar ve Girigoswami, 2019).

| Biyoreseptor + Transduser . < Elektronikler

4 Goriintlileyici

Enzim Isik Fotodiyot analog dijital
. déndsim islenmis *
- - Sinyal B ’
| Hicreler Isi Termistér sinyal
> e w— | 3limv
Aptamer E
| N
DNA 2
pH dedisimi pH elektrot Sinyal isleyici
Nanopartikiil ’
%' Kiitle degisimi| Kuarz elektrot
Analit |
<Biyo-tanima - - Sinyalizasyon »

Sekil 2.3. Biyosensorlerin ¢calisma mekanizmasinin ve bilesenlerinin sematik gosterimi
(Metkar ve Girigoswami, 2019)
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2.5. Biyosensorlerin Siiflandirilmasi

Analit ile biyoaktif bilesen iliskisine gore biyosensorler;
l. Biyokatalitik esasli biyosensorler (enzimlerin ve mikroorganizmalarin
kullanildigi)
Il. Biyoafinite esasli biyosensorler (antijen-antikor ve ligand-reseptor gibi

etkilesimlerin kullanildig1) (Kokbas ve ark., 2013) olarak ikiye ayrilir.

Biyokatalitik bazli biyosensorler genellikle biyolojik hedeflerin tespiti igin Sekil
2.4°deki gibi katalitik bir siirece dayanir (Sanati ve ark., 2019).

Substrat

Enzim-substrat kompleksi

Sekil 2.4. Biyokatalitik esasli biyosensorlerin algilama basamaklar1 (Sanati ve ark.,
2019)

)
Uriinler
Rk

Aktif bolge
<

Afinite bazli biyosensorler, bir numunedeki analitin konsantrasyonunu belirlemek icin
kullanilan yontemdir ve analite segici olarak baglanabilen DNA oligoniikleotidleri ve
antikorlari, protein reseptorleri ve biyomimetik malzemeler gibi biyolojik tan
elementleri kullanir (Manickam ve ark., 2012; Rogers, 2000). Baslangigta, yakalama
probu molekiilleri kati bir yilizey iizerinde hareketsizlestirilir. Daha sonra problar,
serbestce dagilan, problar1 vuran ve bunlara yapisabilen analitleri iceren numuneye
maruz birakilir. Son olarak, analit konsantrasyonunun bir tahminine ulagmak ig¢in
problara bagli yakalanan analitlerin sayis1 belirlenir. Afinite esasli biyosensorlerin
yakalama basamaklart Manickam ve arkadaglar1 (2012) tarafindan Sekil 2.5’deki gibi

Ozetlenmistir.
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/— Analit
o ™ *

Orek o . : : ® i . :
Yakalama - Analit
Alt bk {\\\\\\ \\&\ \\\%\\\K\‘K&\ TATHEN
Ornek maruziyeti Yakalama Belirleme

Sekil 2.5. Afinite esash biyosensorlerin algilama basamaklar1 (Manickam ve ark., 2012)

Biyosensorler, biyoaktif tabakada kullanilan biyobilesen tiiriine gore bese ayrilirlar (Wu
ve ark., 2019) (Sekil 2.6).

Enzim

Antikorlar

Biyoreseptorler Hiicreler

Mikroorganizmalar

DNA / Aptamerler

Sekil 2.6. Biyoaktif tabakada kullanilan biyobilesen tiirline gore biyosensorlerin
siniflandirilmast

2.5.1. Enzim temelli biyosensorler

Biyoaktif tabakada enzimlerin kullanildigi biyosensorlerdir. Enzim  temelli
biyosensorler, enzim katalizli reaksiyonlarin cevabimmi &lger ve genellikle
elektrokimyasal transduserler kullanilarak gelistirilmistir (Bahadir ve Pagano, 2014).
Enzim elektrotundaki biyoaktif tabaka, enzimi katalizleyip reaksiyona sokan uygun bir
iletim ve Olglim sistemi ile birlestirilmektedir (Tiylek, 2017). Analite uygun

biyokomponent ve transduser segildikten sonra biyokomponent transduser yiizeyine
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immobilize edilmelidir. Immobilizasyon igin kullanilan temel yontemler Sekil 2.7°de

gosterilmistir (Nguyen ve Kim, 2017).

Kovalent bag

Enzim

Immobilizasyonu

Tutuklama Capraz baglama

Sekil 2.7. Enzim immobilizasyon yontemleri (Nguyen ve Kim, 2017)

2.5.2. Antikor temelli biyosensorler

Antikor temelli biyosensdorlerde, bir antijen—antikor etkilesimi s6z konusudur ve yiiksek
secicilik elde etmek icin analitin antijenik bolgeleriyle spesifik etkilesimlerden
yararlanilir (Pancrazio ve ark., 1999). Antikor temelli biyosensorler, bakteriyel
patojenler, mantar patojenleri, viriisler, mikotoksinler, deniz toksinleri ve parazitlerin

hizl1 ve hassas analizine olanak saglamaktadir (Byrne ve ark., 2009).

2.5.3. Hiicre temelli biyosensorler

Hiicre temelli biyosensorler, bakteriler, mayalar, mantarlar ve algler dahil olmak iizere
farkli hiicre tipleri kullanilarak gelistirilmistir. Hiicre temelli biyosensorler ¢evresel

izlemeden farmasotik arastirmalara kadar ¢ok cesitli uygulamalarda 6nem kazanmstir

(Gupta ve ark., 2019).
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2.5.4. Mikroorganizma temelli biyosensorler

Biyoaktif tabakada mikroorganizmalarin kullanildigi biyosensorlere mikrobiyal
biyosensorler denir. Belirli molekiillerin tayini igin siklikla bakteriler ve mantarlar
kullanilmaktadir. Mikroorganizma temelli biyosensorler ¢evresel izleme, gida ve gesitli
klinik aragtirmalarda hizli, hassas ve ekonomik olmalarindan dolayr yogun olarak

kullanilmaktadir (K1ivrak, 2019).

2.5.5. DNA temelli biyosensorler

Deoksiriboniikleik asitler (DNA) nitel veya nicel analizinin yapilmasina yonelik
gelistirilen biyosensorlerde biyoaktif tabakada DNA kullanilir. DNA biyosensorlerinin
temel prensibi niikleik asit hibridizasyonudur (Junhui ve ark., 1997). Bir DNA dizisinin
saptanmasinda yer alan adimlar Sekil 2.8’de goriilmektedir (Sassolas ve ark., 2008).
DNA biyosensorleri giinlimiizde mevcut olan analiz yontemlerine yeni bir alternatif
olup, biyolojik materyallerde genetik veya bulasici hastaliklarin hizli, basit ve ekonomik
olarak belirlenmesi, DNA hasar ve etkilesimlerinin tespit edilmesi gibi amaglarla
gelistirilme calismalar1 devam etmektedir (Muti Erdem, 2010). DNA biyosensorleri,
Klinik, veterinerlik, ilag, ¢evre ve gida endiistrisi gibi alanlarda kullanilmaktadir (Junhui
ve ark., 1997).

DNA problan

(Fibridiasion > (Sl >

DNA hedefi

Sekil 2.8. Bir DNA dizisinin biyosensor ile tanimlanma asamalar1 (Sassolas ve ark.,
2008)
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2.6. Doniistiiriiciiler (Transduserler)

Analit ile biyoreseptor arasinda gergeklesen kimyasal reaksiyon sonucunda gergeklesen
degisimleri (sicaklik, pH, iletkenlik, 1s1 vb.) 6l¢iilebilir bir sinyale doniistiiren cihazlara
transduser (dondstiiriicii) denir. Biyosensorler transduser oOzelliklerine gore Sekil

2.9’daki gibi siniflandirilmaktadir (Velusamy ve ark., 2010).

Potansiyometrik

Amperometrik

Elektrokimyasal | p
\oltametrik
Elektriksel .
Kondiiktometrik
Dontistiiriictiler Optik ‘

Piezoelektrik

Kalorimetrik

Sekil 2.9. Doniistiirticiilerin siniflandirilmasi

2.7. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektroanalitik teknikler, bir analitin konsantrasyonunu belirlemek i¢in potansiyel, yiik
veya akim 6l¢iimiine dayanan analitik tekniklerdir. Ilk elektrokimyasal biyosensor Clark
ve Lyson tarafindan 1962 yilinda glukoz molekiiliiniin tayinine yonelik gelistirilmistir
(Clark ve Lyons, 1962). Ilk ticari elektrokimyasal biyosensér ise Springs Instruments
(Yellow Springs, OH, USA) tarafindan 1975 yilinda piyasaya siiriiliillen yine glukoz
biyosensoriidiir (Gupta ve ark., 2018). Elektrokimyasal biyosensorler genellikle iki
temel bilesenden olusur. Bunlar biyosensoriin en onemli pargasi olan bir kimyasal
(molekiiler) tanima sistemi ve kimyasal yaniti modern elektrikli aletlerle tespit
edilebilen bir sinyale doniistiiren fizikokimyasal bir doniistiirtictidiir (Faridbod ve ark.,

2011). Biyolojik veya kimyasal bir sinyalin, bir elektrik sinyaline c¢evirilmesi
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potansiyometri, amperometri, voltametri veya kondiiktometri elektrokimyasal

yontemleri kullanilarak gergeklestrilir.

2.7.1. Potansiyometrik biyosensorler

Potansiyel Ol¢limiine dayanan analitik metotlar “potansiyometrik metotlar” olarak
adlandirilir. Potansiyometri en onemli elektrokimyasal analiz yontemlerinden biridir ve
sensOr arastirmacilar1  tarafindan olduk¢ca yogun bir sekilde c¢alisilmaktadir.
Potansiyometre cihazinin ¢alisma prensibi Sekil 2.10’daki elektriksel devre gibidir.
Degisken direng ayarlanarak, standart potansiyelin bilinen kismi bilinmeyen potansiyele
kars1 isaretlenir. iki potansiyel esit oldugu an, galvanometreden herhangi bir akim
gecmez. Boylece bilinmeyen potansiyel, degisken direncin pozisyonundan okunabilir

(Coldur, 2010).

Standart potansivel kaynag

Degisken direnc

ANWWN——

Galvanometre

| |
—1 I3

Bilinmeyen Potansivel

Sekil 2.10. Potansiyometrenin ¢alisma prensibi

Potansiyometri biri referans digeri ¢alisma (indikator) eletrodu olmak iizere akimin hig
gecmedigi veya cok az gectigi bir elektrot sisteminin potansiyelinin zamana karsi
olgiildiigii elektroanalitik bir yontemdir (Isildak ve Ozbek, 2021). Potansiyometrik
tayinler; Sekil 2.11°deki gibi analizi yapilacak numune igerisine iyon se¢ici elektrotlarin
daldirilmasiyla, numune c¢dozeltisinin degisen derisimine bagli olarak potansiyelde
meydana gelen degisimin Olgiilmesine dayanir (Topcu, 2009). Potansiyometrik 6lgtim
sistemi, analit ¢ozeltisi, analit ¢ozeltisine bagl bir indikator elektrot ve referans
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elektrottan olusur. Referans elektrot belirli bir sicaklikta sabit bir potansiyele sahipken,
indikator elektrot potansiyeli analit konsantrasyonuna goére degisim gostermektedir
(Isildak ve Ozbek, 2021).

Referans elektrot |] Indikat
f elektrot 7o
<5 »
" @@ |
— “/ Bilgisayar kontrollii potansiyometrik sistem

Sekil 2.11. Bilgisayar kontrollii potansiyometrik sistem (Isildak ve ark., 2020)

Potansiyometrik sensorler ilk kez 1906 yilinda Cremer tarafindan tanimlanmis ve
giinlimiize kadar gelisen teknolojik ilerlemelerle birikte ¢evre, endiistri, tarim, tip, rutin
laboratuvar analizleri, tekstil, tibbi ilag analizi ve gesitli inorganik ve organik iyonlarin

tayininde ve bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (Isildak ve Ozbek, 2021).

Potansiyometrik yontemler, olduk¢a kisa cevap zamani, genis dogrusal ¢aligma araligi,
diisiik enerji tiiketimi, diisiik maliyet, hazirlik kolayligy, iyi hassasiyet ve ¢esitli iyonik
tirlere kars1 yiiksek secicilik sergilemesi dahil olmak iizere bilinen analitik tekniklere
gore ¢ok yonlii avantajlar sunar (Isildak ve ark., 2019; Isildak ve Ozbek, 2021).
Potansiyometrik yontemler sunduklar1 bu avantajlardan dolayr Ozellikle rutin

analizlerde arastirmacilar tarafindan ilgi odag: haline gelmistir.
Iyon segici elektrotlarda, iyon secici membran i¢ standart ve test ¢ozeltisindeki iyonlar

birbirinden ayirir. Elektronlar, basit iyonlar veya test edilen iyonun yiiklii ya da ndtral

kompleksleri, membranin i¢ kisimlarina dogru i¢ standart ¢dzeltinin kompozisyonuyla
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orantili olarak tasinirlar. Boylece olusan elektrostatik potansiyel, standart referans

elektrot yar1 hiicresiyle membran elektrot yar1 hiicresi birlestirilerek olgtiliir

Ehﬁcre: Eindikatér elektrot(ISE) + EReferans Elektrot T ESIV] Baglant: Potansiyeli (21)

Olgiilen hiicre potansiyeli ile indikatdr elektrodun potansiyeli arasinda matematiksel bir
iliski olusmaktadir. Derisim ile elektrot potansiyeli (E) arasindaki iligki genel olarak
asagidaki gibidir:

aA+bB+..+ne &= cC+dD +... (2.2)

Esitlik 2.2” deki reaksiyon denklemi Nernst Esitligi ile asagidaki gibi ifade edilebilir.

RT, [C]°[D]
nF In [A]3[B]P (2:3)

E=E°—
Bu esitlikte;
E = Indikator elektrot potansiyeli
E° = Standart elektrot potansiyeli
R = Gaz sabiti, 8.314 J.mol™ K™
T = Sicaklik, kelvin (0°C igin 273.15 K)
F = Faraday sabiti = (96486 J.volt™)
[A], [B], [C] ve [D] = Elektrotta hissedilen iyon aktiviteleri

a, b, ¢ ve d = yar1 reaksiyonda yer alan her bir tiiriin mol sayis1

n = Alinip—verilen elektron sayis1 veya membrandaki aktif iyon ytikiidiir.

a; Iyon aktivitesi olmak {iizere, Esitlik 2.3 tek bir iyon i¢in yazilirsa, asagidaki seklini

alir.

RT
E=E"+ — Ina; (2.4)

Esitlik 2.4°de (£ ) ; anyonlar i¢in (—), katyonlar i¢in (+) olur.
Eger iyon aktivitesi a;’den a,’ye degisirse potansiyel degisimi asagidaki gibi olur.

E=E"+In2 (2.5)
nF

aq
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Esitlik 2.5’e¢ gore, c¢ozeltide iyon aktivitesinin artmast sonucu elektrodun

potansiyometrik davranisi logaritmik olarak gdzlenir.

2.303RT loga_z (26)

aq

E=E°+

Eger olgtimler 25 °C’de yapilirsa, sabit sayilar Esitlik 2.6’da yerine yazildiginda Nernst
Esitligi asagidaki (2.7) gibi olur.

E=E"+

222 )og 2 2.7)

aq

Buna gore 25 °C’de E-log (a) iligkisinin her on katlik aktivite farkindaki teorik
potansiyel degisimi, n yuklii iyonlar i¢in 59.2/n mV’tur. Bu degisim genellikle
katyonlar i¢in pozitif anyonlar i¢in negatiftir. Bu ifadenin anlami, Nernst esitligine gore
tek yiikld, iki yiikli ve ti¢ yiiklii iyonlar i¢in on katlik aktivite farkindaki teorik
potansiyel degisimi sirasiyla 59.2; 29.6 ve 19.8 mV olarak hesapanmaktadir (Skoog ve
ark., 1996).

Iyon segici elektrot kullamlarak olusturulan bir &lciim hiicresi sematik olarak

asagidaki gibi gosterilebilir:

I¢ referans elektrot / I¢ referans ¢ozelti / Iyon—secici membran / Test ¢ézeltisi // Dig
referans elektrot, veya;

Iletken tel / Kati-hal kontakt / iyon-secici membran / Test ¢ozeltisi // Dis referans
elektrot

Referans elektrotlar

Bir potansiyometrik hiicrede kullanimi sirasinda potansiyeli degismeden kalabilen
elektrotlara “referans elektrotlar” denir. Ayn1 zamanda bu elektrotlara “standart
elektrotlar” da denir. Referans elektrot potansiyeli tam olarak bilinen bir yar1 hiicredir.
Referans elektrotlarin potansiyeli, analit ¢6zeltisinden bagimsizdir. Ancak meydana
gelebilecek sicaklik degismelerinde referans elektrotlarin potansiyelleri bir miktar
degisim gosterebilir. Ideal bir referans elektrotun potansiyel degeri tam olarak bilinmelir

ve analit ¢ozeltisinin bilesiminden etkilenmemelidir. Ayrica referans elektrotlar,
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cozeltiden kiiciik akimlar gegse dahi hemen eski potansiyeline geri donebilmeli ve
tekrarlanabilen sonuglar vermelidir (Skoog ve ark., 1996; Ozbek ve Isildak, 2021).
Potansiyometrik 6l¢iimlerde yaygin olarak kullanilan referans elektrotlar Giimiis/Glimiis
Kloriir ve Kalomel elektrottur. Bu referans elektrotlarin sematik gosterimi ve hiicre

reaksiyonlar1 Cizelge 2.8’de verilmistir.

Cizelge 2.8. Referans elektrotlar ve yar1 hiicre semalari

Hiicrenin Sematik

Referans Elektrot Hiicre Reaksiyonu

Gosterimi
Giumis, Gimii KCI (doygun), AgCl
s $ (doygun), Ag AGCl o + & = Ag o + CI
Kloriir (doygun) / Ag
KCI (doygun)/Hg,Cl
Kalomel (doygun)/HgzCla Hg.Cl, o + 26" €= 2Hg (o + 2CI°
(doygun) / Hg

Giimiig/Qiimiis kloriir referans elektrot

Glimiig/Giimiis kloriir referans elektrotlar, bir giimiis telin yiizeyinin elektrokaplama
yoluyla AgCl ile kaplanmasiyla iiretilir. Elektrot derisik potasyum kloriir (KCI)
coOzeltisine yerlestirildiginde standart hidrojen elektroduna karsi 25 °C sicaklikta 198
mV’luk bir potansiyel iiretmektedir. Ag/AgCl referans elektrotlarinda elektrolit olarak
genellikle KC1 kullanilir. Potansiyometrik 6lgtimlerde Ag/AgCI referans elektrot basit,
ucuz, kararli, toksik etkisinin olmamasi ve iiretiminin kolayligi gibi avantajlarindan
dolay1r en yaygin kullanilan referans elektrottur (Coldur, 2010). Ag/AgCl referans
elektrot Sekil 2.12(a)’da goriilmektedir.

Kalomel referans elektrot

Civa/civa(l) kloriir yar1 hiicresi olan kalomel elektrot (SCE), standart hidrojen
elektroduna kars1 25 °C sicaklikta yaklagik 244 mV potansiyel olusturur. KCI ile
doymus kalomel elektroda, “doymus kalomel elektrot” denir. Kalomel referans
elektrotlarin bazi1 dezavantajlar1 vardir. Bunlar; Ag/AgCl referans elektrotuna gore
sicakliktan etkilenme oranlar1 daha fazladir. Dolayisiyla 50 °C iizerindeki sicakliklarda
tercih edilmez. Ikinci bir dezavantaj: ise, igerdigi civanin toksik olmasidir. Civa/civa

kloriir ara yiizey bir tiliplin igerisinde muhafaza edilir ve dogrudan elektrolitle temas
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halinde degillerdir. Bu nedenle kalomel referans elektrot, Ag/AgCl referans elektrotuna

gore daha az kirlenmektedir. Kalomel referans elektrot Sekil 2.12(b)’de goriilmektedir.

Kablo Kablo
a-) b-) I
Ao tel
[ g l  Hava girisi
7/ Ag [k Pt tel
JHa‘va girisi g :
- Ag[ll || Hg= Hg:ClLKCl
//’
/.f
Delik
- KCl gozeltisi D KCl
1 oygun

Dis ¢ozelti ile temas: saglavan

/ Gozenekli tikac (tuz képriisii)

Dis gozelti ile temas: saglavan
Gozenekdi tikac (tuz képriisi)

Sekil 2.12. a-) Ag/AgCl referans elektrot b-) Kalomel referans elektrot (Anonim, 2021)

2.7.2. Voltametrik biyosensorler

Voltametri, elektroda uygulanan gerilimin bir fonksiyonu olarak akimin 6l¢iilmesine
dayanan elektrokimyasal yontemdir. Uygulanan gerilimin Ol¢iilen akim degerlerine
kars: ¢izilen grafige "voltamogram" denir (Skoog ve ark., 1996). ilk voltametri teknigi
1922'de Cek kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan polarografinin kesfiyle gelistirildi
ve bu kesfi ile 1959 Nobel Kimya Odiilii'nii ald: (Barek ve ark., 2001). Polarografi, sabit
bir civa damlasi akis1 olan damlayan civa elektrodu kullanilarak elde edilen akim voltaji
6l¢limiinii saglayan 6zel bir voltametri konusudur (Farghaly ve ark., 2014). Voltametrik
yontemde kullanilan sistem; elektrokimyasal bir hiicre igerisinde bulunan analit ve
tampon ¢ozeltiye daldirilmis referans elektrot, ¢alisma elektrodu ve karsit (yardimer)
elektrottan olusmaktadir. Voltametrik bir Ol¢iim sistemi Sekil 2.13’de verilmistir
(Forrister, 2018).
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Potentivostat

Bef Elektrot
erans o Calisma Elektrodu

Karsit Elektrot

Elektrolit

Sekil 2.13. Voltametrik 6lgtim sistemi (Forrister, 2018)

2.7.3. Amperometrik biyosensorler

Amperometrik yontemler, sabit bir potansiyelde elektrokimyasal yar1 hiicrede meydana
gelen akim degisikliklerinin izlenmesine dayanir. Amperometrik yontemlerde biri
referans digeri ¢alisma elektrodu (Pt, Au ve C) olmak {lizere iki elektrot kulanilir.
Amperometrik yontemlerde akim siddeti, ¢alisma elektrodunda yiikseltgenen veya
indirgenen elektrokimyasal olarak aktif tiirlerin derisiminin bir fonksiyonu olarak
tanimlanmaktadir. Amperometrik yontemler diger elektroanalitik yontemlerde oldugu
gibi yiiksek hassasiyet, hizli cevap ve genis dogrsusal caligma araligi gibi bazi

avantajlara sahiptirler (Wang, 1999).

2.7.4. Kondiiktometrik biyosensorler

Kondiiktometrik yontemler elektrolit c¢ozeltilerin elektrik akimini iletmeleri {izerine
kurulmustur. Elektrolit ¢ozeltilerin elektrik akimini iletme dereceleri, iyonlarin ¢apina,
konstrasyonuna, sicakliga, c¢oziiciiniin cinsine ve elektrotlar arasina uygulanan

potansiyele gore degisim gostermektedir (Yolcu, 2008). Diger elektrokimyasal temelli
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biyosensor tiplerine kiyasla, kondiiktometrik biyosensorler hakkinda ¢ok fazla caligma

yapilmamustir.

2.8. Optik Biyosensorler

Optik biyosensorler gesitli optik teknikler kullanilarak, biyokimyasal bir reaksiyon
sonucu absorplanan ya da yayilan 1smin Slgiimiinii esas alirlar. Optik bir biyosensor
Sekil 2.14°deki gibi 151n kaynagi, fiber gibi optik iletim elemani, immobilize edilmis
biyolojik tanima eleman1 ve optik c¢evirici bilesenlerinden olusmaktadir. Optik
biyosensorler ile analitin belirlenmesinde absorbans, fosforesans, kemiliiminesans,
polarizasyon, yiizey plazmon rezonans ve toplam i¢ yansima gibi teknikler kullanilabilir

(Tunca 2020).

Lazer 151n kavnagi

RFID anteni

Optoelektronik

diizenleme

Immobilize edilmis yiizey

Sekil 2.14. Optik temelli biyosensor elemanlart (Dey ve Goswami, 2011)

Son yillarda, optik bazli biyosensorlerin gelistirilmesine yonelik olduk¢a hizli
ilerlemeler kaydedilmis ve biyomedikal arastirmalar, ilag, gida giivenligi, cevresel
izlemeler ve tibbi teshisler gibi ¢esitli alanlarda uygulanmistir (Fan ve ark., 2008). Optik
biyosensorler, 6zellikle yiiksek secicilikleri, duyarliliklari, kii¢iik boyutlart ve uygun
ekonomik maliyetleri gibi avantajlar ile geleneksel analitik tekniklere gore giiclii bir
alternatiftir. Fakat optik biyosensorlerin umut verici gelismeleri rapor edilmesine
ragmen, pratikte optik biyosensorlerin uygulamalar1 hakkinda ¢ok fazla calisma

bulunmamaktadir (Dey ve Goswami, 2011).
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Genel olarak, optik biyosensdrlerde uygulanabilen algilama protokolii floresan bazl
algilama ve etiketsiz algilamadir. Fliioresan bazli saptamada, hedef molekiiller veya
biyo taninma molekiilleri, boyalar gibi fliioresan 0Ozellikteki maddelerle etiketlenir;
Olciilen floresan yogunlugu, hedef molekiillerin dogrudan varligin1 ve hedef ile tanima
eleman: arasindaki etkilesimin yogunlugunu gostermektedir. Etiketsiz tespitte ise, hedef
molekiiller etiketlenmez veya degistirilmez dogrudan dogal formlarinda tespit edilirler
(Fan ve ark., 2008). Etiketsiz tespit nispeten daha ucuz ve basit bir uygulama imkani

sunmaktadir.

2.9. Piezoelektrik Biyosensorler

Piezoelektriklik veya piezoelektrik etki, Jacques Curie ve Pierre Curie tarafindan
1880°de kesfedildi. Aslinda o yillardan beri bilinmesine ragmen 20. yiizyilin
baglarindan itibaren teknolojik ilerlemelelerle birlikte arastirmacilarin ilgi odagi
olmustur (Pohanka, 2017). Piezoelektrik esasli biyosensorler piezoelektrik yapidaki
kristal yiizeyinde kiitle degisiminden etkilenme oOzelliklerinden yararlanilarak
gelistirilmistir. Piezoelektrik biyosensdrler, viriislerin, bakterilerin, proteinlerin, niikleik
asitlerin, ilaglarin, hormon ve pestisitlerin tayininde hizli ve basit bir sekilde kullanim

imkani saglarlar (Skladal, 2016).

Kuvars Kristal Mikrobalans (QCM, Quarz Crystal Microbalance) tabanli biyosensorler,
piezoelektrik biyosensor tiirlerinden en ¢ok kullanilanidir ve ger¢cek zamanl izleme,
kullanim kolayhigi, etiketsiz algilama ve ligand immobilizasyonu i¢in biyouyumlu
elektrotlar gibi avantajlara sahiptir. QCM yontemi biyosensor yiizeylerine immobilize
edilen biyoreseptorlerin analit ile etkilesime gegmesinin ardindan kiitle degisimine bagh
meydana gelen rezonans frekansindaki (Af) degisimlerin belirlenmesi esasina
dayanmaktadir. Biyoreseptor ile analit arasinda bu sekilde bir etkilesim gergeklesmesi
durumunda kristal tizerindeki kiitle artis gosterecek ve Kkristalin osilasyon frekansi
azalacaktir (Kivrak, 2019). Piezolektrik tabanli bir biyosensoriiniin elemanlar1 Sekil

2.15°de verilmistir (Yuwono ve Lammers, 2004).
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Sekil 2.15. Piezolektrik QCM biyosensoriiniin elemanlari (Yuwono ve Lammers, 2004)

2.10. Kalorimetrik Biyosensorler

Cogu biyokimyasal reaksiyonda oldugu gibi enzim katalizli gergeklesen
reaksiyonlarinda biiyiik ¢ogunlugu ekzotermik olarak gergeklesir ve dolayisiyla 1s1
tiretimi s6z konusudur. Biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda meydana gelen 1s1
degisimleri kalorimetrik biyosensorlerde bulunan hassas termistorler kullanilarak
belirlenir. Kalorimetrik biyosensorler biyokimyasal reaksiyonlarda meydana gelen 1s1
degisimlerinden yararlanarak analit derisimin tayin edilmesi esasina dayanir.
Literatiirlerde kalorimetrik biyosensorlerde en ¢ok kullanilan biyolojik ajan enzimlerdir.
Kalorimetri temelli biyosensorlerde genellikle karsilagilan sorun, ortam sicakliginin
degismesidir bu nedenle sistem olduk¢a 1yi yalitilmalidir (Erdogan, 2014). Kalorimetrik
biyosensorlerin biliyiik ¢ogunlugu enzim esasli olmakla birlikte, gida, cevre gibi

alanlarda da kullanim alan1 bulmustur (Kirchner ve ark., 2012).

2.11. iyon Segici Elektrotlar

Farkli iyonlarin bulundugu bir ortamda sadece tek bir iyona duyarli olan ve bu iyona
kars1 segici cevap sergileyen elektrotlar “Iyon Segici Elektrotlar (ISE)” olarak
adlandirilmaktadir. Tyon secici elektrotlarin farli yiiklii tiirlere kars: cevabi; cam, kati
kristal, seramik veya polimer gibi farkli maddelerden hazirlanan membranlar ile
gerceklestirilmektedir (Johnson ve Bachas, 2003). Iyon segici elektrotlar ¢dzelti

icersindeki, serbest halde bulunan iyonun aktifligine duyarhidir. Iyonik siddetin sabit
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tutulmas1 durumunda, derigim aktiflikle dogru orantili oldugundan dolay1 iyon segici
elektrotlar kullanilarak ¢dzelti igerisindeki iyon derisimleri belirlenebilir. Iyon segici
elektrotlar birden fazla iyona cevap verebilir, fakat belirli bir iyona karsi 6zel bir
davranis sergilerler (Skoog ve ark., 1996). Iyon segici elektrotlar genel olarak asagidaki
sekilde siniflandirilmaktadir:

e (Cam iyon segici elektrotlar

e Kaplama tel elektrotlar

e Kati hal iyon se¢ici membran elektrotlar

e Gaz ve enzim elektrotlar

e Alan etkili transistorler

e Sivi membran iyon segici elektrotlar (polimer-membran elektrotlar)

e Kompozit elektrotlar

2.11.1. Sivi membran iyon segici elektrotlar (polimer—membran elektrotlar)

Sivi membran esasl iyon secici elektrotlar polimer membran elektrotlar olarak da
bilinmektedirler. Iyona bagli membran potansiyelinin olusabilmesi i¢in, membranin her
iki yiizeyinde bir iyon degisim dengesinin olmasi gerekir. Bunun yani sira, potansiyelin
Olciilebilmesi i¢cin membrandan ¢ok kiigiik bir elektrik akiminin herhangi bir sekilde
gecebilmesi gerekmektedir. Stvi membranlar farkli bilesenlerin uygun oranlarda bir
araya getirilmesiyle olusturulmaktadir. Bu bilesenlerin tamami sivi membranin
yapisinda aktif olarak bulunurken, literatiirlerde bazi membran yapilarda bilesenlerden

birkag tanesinin kullanilmadig1 durumlara da rastlamak miimkiindiir.

Polimer membran elektrotlar icerisinde genellikle iyon degisimini meydana getiren aktif
maddeler; organik iyon—degistiriciler, selat halkali yapilar ve iyonofor o&zelligi
gosterebilecek molekiillerdir (Ozbek ve Isildak, 2021). Pozitif yiiklii iyon degistiriciler,
anyon duyarli maddelerdir bu tarz maddelere 6rnek olarak o—fenantrolin tuzlar
verilebilir. Negatif yiiklii iyon—degistiriciler ise, katyon duyarli maddelerdir. Potasyum
tetrakis (p-klorofenil) borat (KTpCIPB) tuzu negatif yiikli iyon degistirici olarak
kullanilmaktadir (Wang, 2006).
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Iyonoforlar ise, membran yapimnin herhangi bir tiire kars1 segiciligini belirleyen anahtar
bilesendir. Iyonoforlar hedef iyonik tiirle geri doniisiimlii ve kismen gii¢lii kompleksler
olustururken, diger iyonlarla herhangi bir kompleks olusturmazlar (Ozbek ve Isildak,
2021). Membran bilesimini sabit tutmak i¢in, iyonofor madde membranin igerisinde
tutuklanmalidir. Bunun i¢in iyonofor madde baglanma merkezleri haricinde ¢ok sayida

lipofilik gruplar da bulundurmalidir.

Polimer Matriks; Polimer matriksler, igerisine iyonofor 6zelligi tasiyan maddelerin
ilave edilmesiyle bir¢ok farkli anyonik ve katyonik tiire karsi segici elektrotlarin
olusturulmasinda kullanilmaktadirlar. Polimer yapt membrana mekanik kararlilik,
biyolojik uyumluluk, tutunma gibi énemli 6zellikler kazandirir (Coldur, 2010). iyon
secici elektrotlarin hazirlamasinda kullanilan en yaygin polimer PVC’dir. PVC
kullanilarak ~ hazirlanan ~ membranlarda  ilaveten  farkli  plastiklestiricilerde
kullanilmaktadir. PVC membran iyon segici elektrotlar1 hazirlamak i¢in bilesenlere ait
en ideal oranlar; 30-35 mg PVC, 60-65 mg plastiklestirici, 1-10 mg iyonofor, 1-5 mg
anyonik katki maddesi olarak tarif edilmistir. Membran yapiy1 olusturan bu bilesenleri
¢ozmek ve karigimi saglamak icin yaklasik 5 mL tetrahidrofuran (THF) eklenir (Mishra
2013; Ozbek ve Isildak, 2021).

Plastiklestiriciler polimer matriksin vizkozitesini azaltarak membran yapida yer alan
bilesenlerin hareketliligini saglarlar. PVC membran yapilara agirlikli oranlarda ilave
edilen plastiklestiricilerin tipi, iyonlarin iyonofor tarafindan koordinasyonunda biiyiik
oneme sahiptir (Isildak, 2000). Bunun anlami, ayn1 iyonofor kullanilarak yapilan farkli
caligmalarda tercih edilen plastiklestiricilerin farkli olmas1 nedeniyle iyonofor yap1 ayni
olsa bile plastiklestirici farklili§indan dolay1 caligmalarda farkli iyonlara secici sensorler
elde edilmistir. (Isildak ve ark., 2019; Gupta ve ark., 2006). Membran yap1 igerisinde
iyonofor ile koordinasyonu saglayan plastiklestiriciler bir nevi ¢oziicii gorevi lstlenirler
dolayisiyla, kullanilan bu plastiklestiriciler membran yapida tiim bilesenleri icerisinde
¢dzebilmelidir. Tyon segici elektrotlarin membranlarinin yapilarinda orto—nitrofenil oktil
eter (0-NFOE), bis(2—etilhekzil) sebekat (BEHS), dibiitil ftalat (DBF) ve bis(2—
etilhekzil) adipat (DEHA) en yaygm kullanilan plastiklestiricilerdir (Ozbek ve Isildak
2021) (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16. Yaygin olarak kullanilan plastiklestiriciler

Lipofilik iyonik katki maddesi; lipofilik iyonik katki maddeleri, iyon degisimine
katilmayan lipofilik anyon/katyon ve iyon degisimine katilan karsit iyonlardan olusan
tuzlardir ve baslangicta membranin elektriksel direncini diisiirmek ic¢in Onerilmistir
(Ammann ve ark., 1985). Fakat daha sonra membrana tetradodesilamonyum tetrakis(4—
klorofenil)borat (ETH 500) gibi lipolifik iyonik katki maddelerinin ilavesi, eger
membran diisiik polarliga sahip ve diisiik miktarda aktif bolge igeriyorsa, ¢ift yiklii
iyonlarin segiciliklerini tek yiiklii iyonlara karsi artirdigi bildirilmistir (Nagele ve ark.,
1998). Ayrica, lipofilik iyonik katki maddeleri, 6zellikle mikro boyutlarda hazirlanan
elektrotlar i¢in 6nemli bir 6zellik olan, membranin elektriksel direncini azaltmakta

onemli rol oynarlar (Coldur, 2010).

2.12. PVC Membran Potansiyometrik Biyosensorler

PVC membran potansiyometrik biyosensorler, membran yapida genellikle iyonofor
olarak biyo-reseptorlerin (enzim, antikor, niikleik asit veya aptamer) kullanildigi ve
analit ortamimda bulunan biyolojik numunelere karsi segicilik gosteren ve bu
numunelerden tayin yapabilen biyoanalitik cihazlar olarak tanimlanabilir. Literatiirde
cesitli biyolojik oOrneklerdeki tiirlerin tayinine yonelik gelistirilmis bir¢gok PVC

membran biyosensor ¢alismasi bulunmaktadir.
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Cubuk ve ark. (2013) insan serum &rneklerinde kreatinin tayini i¢in PVC—NH; temelli
potansiyometrik bir biyosensor  gelistirmislerdir.  Gelistirilen PVC membran
biyosensoriin hizli cevap zamanina, kolay hazirlama protokoliine ve diisiik maliyete
sahip oldugu bildirilmistir. Karakus ve ark. (2005) palmitik aside dayali bir PVC
membran potansiyometrik iire biyosensorii dnerdiler. Onerilen bu biyosensoriin yiiksek
hassasiyet, hizli cevap zamani ve kararli bir yap1 sergiledigini rapor ettiler. Ayrica, bu
iire biyosensoriinii insan serum Orneklerinde iire tayini i¢in basariyla kullandiklarini
bildirmislerdir. Datta ve grubu (2009) Pseudomonas striatamin analizi i¢in bir PVC
membran potansiyometrik biyosensdr onerdiler. Onerilen biyosensor, genis bir lineer
konsantrasyon araliginda ¢alismakta ve hizli cevap zamanina sahiptir. Bhambi ve ark.
(2006) serum oOrneklerinde trigliseritlerin potansiyometrik olarak tayinini bildirmistir.
Onerilen PVC membran biyosensoriin taginabilir oldugunu ve laboratuvar disinda da
kullanilabilecegini rapor etmislerdir. Literatiirde mevcut olan bazi PVC membran
potansiyometri temelli glukoz, iire, kreatinin biyosensorleri ve bu biyosensorlerin
dogrusal caligma araligi, tayin limiti, egim, cevap zamani gibi potansiyometrik

karakterizasyon Ozellikleri Cizelge 2.9’da 6zetlenmistir.

Cizelge 2.9. PVC membran potansiyometrik biyosensorler

Dogrusal Tayin Egim Cevap
Biyosensor Calisma Limiti (mV/derisim) Zamani (s) Referans
Aralig1 (mol L™
Glukoz 5.0x1072 - 2.0x107 38.0+5.0 5 Tinkilic ve
1.0x10™ ark., 2002
Ure 5.0x102% - 3.0x10° 48.0+ 5.0 10 Tinkilic ve
5.0x10™ ark., 2002
Trigliserid 056-225 0.11mM - 30 Narang ve
mM ark., 2009
Ure 1.0x1071— - 543+ 0.4 60-120 Karakus ve
1.0x10® ark., 2005
Ure 0.026-10 5mM 5556 +3.15 - Chou ve ark.,
mM 2006
Glukoz 1.0x10%—  2.0x10° 25.0 10 Altuntas ve
5.0x10° Tavukguoglu,
2018
Glukoz 5.0x10°—~  5.0x10° - - Ping-Li ve
2.0x10™ ark., 2011
Pseudomonas  1.0x107%— 5.0x10™ 22.0 6 Datta ve ark.,
striata 1.0x10™ 2009
Kreatinin 1.0x1071 - 6.0x10° 275+ 15 <10 Cubuk ve
8.0x10° ark., 2013
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2.13. Potansiyometrik Biyosensorlerin Avantaj ve Dezavantajlari

Tim analitik yontemlerde oldugu gibi potansiyometri bazli biyosensorler de bazi
avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Bu avantaj ve dezavantajlar Cizelge 2.10 ve Cizelge

2.11°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.10. Potansiyometrik biyosensorlerin avantajlari

v Cok sayida biyolojik tiir i¢in genis bir konsantrasyon araliginda dogrusal cevap
sergilerler.

v" Bilinmeyen numunenin bozunmasina neden olmazlar. Sadece numuneyi ihmal
edilebilir derecede kirletirler.

v’ Cevap siireleri genellikle saniye ve dakika gibi kisa siirmektedir. Bu nedenle
klinik ve endiistriyel numunelerin tayininde kullanilabilirler.

v' Ozel olarak hazirlanan bazi potansiyometrik biyosensérler ile farkli metotlarla
ulasilamayan canli hiicrelerin igi gibi, farkli biyolojik ortamlarda Gl¢iim
yapilabilir.

v' Potansiyometrik biyosensorler, kromatografik ve akis enjeksiyon gibi analiz
sistemlerinde dedektor olarak kullanilabilirler.

v’ Potansiyometrik biyosensorlerin hazirlanmasi, kullanimi1 kolay ve ekonomiktir.

Ayrica, tiimiiyle kat1 hal kontakt ve jel dolgulu modelleri saglam ve kararlidir.

Cizelge 2.11. Potansiyometrik biyosensdrlerin dezavantajlari

x Potansiyometrik biyosensorlerle calisilirken olumlu sonuglar elde edebilmek icin
cok dikkatli olmak gerekir.

x Membran biyosensoérler ile yapilan 6lgtimlerin kesinligi nadiren % 1’den daha iyi
olmakla birlikte daha diisiik seviyelerdedir.

x Biyosensor membran potansiyellerin kararsiz olmasma yol acacak sekilde,
proteinler ve diger organik maddeler vasitasiyla kirlenebilirler.

x Bazi farkli iyonik tiirler girisim yapar veya elektrotlarin zehirlenmesine sebep
olabilirler.

x Biyosensorler kompleks halde olmayan serbest haldeki tiirlere cevap verirler. Bu
nedenle biyosensorlerle yapilan Olglimlerde ortamda girisimci  tiirlerin

bulunmamasi, eger bu tiirler varsa, var olan bu tiirlerin maskelenmesini gerektirir.
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2.14. Biyosensorlerin Performansina Etki Eden Faktorler
2.14.1. Segicilik

Biyosensorler ¢6zelti ortaminda bulunan tiim iyonik tiirlere ve ajanlara cevap verebilir.
Ancak bu iyonik tiirlerden yalnizca birine 6zel bir potansiyometrik davranis sergilerler.
Potansiyometrik secicilik katsayilar1 (K X%t), karisik ¢ozelti yontemleri ve ayr1 ¢ozelti
yontemleri olmak {izere iki ana gruba ayrilan farkli yontemlerle olciilebilir. En yaygin
kullanilan yaklasim, 1975 yilinda IUPAC tarafindan oOnerilen karisik ¢ozelti
yontemidir. Potansiyometrik secicilik katsayilari, Nicolsky—Eisenman denklemine gore
Esitlik 2.8deki gibi ifade edilir (Umezawa ve ark., 2000):
E=E"+ %m[aA + X KPS (ap)™a/?s] (2.8)
Bu esitlikte;

aa = Olgiilecek tiiriin aktivitesi

apg = Girisim yapan tiiriin aktivitesi

Za, zg = Olgiilen ve girisim yapan tiire ait yiik

K X}%t = Potansiyometrik segicilik katsayisi

Bu denkleme gore K K'?; > 1 ise, biyosensor girisim yapan tiirlere dlgiilecek ana tiirden
daha secici olarak cevap verir. Eger, KX'?; <1 ise, tayin edilmek istenen ana tiire kars1

girisim yapan tiirlerden daha segici tepki vermektedir.

Nikolsky—Eisenman esitligi, ana tiir ve farkli iyon veya tiirlerin potansiyele onemli
derecede katkida bulundugu konsantrasyon araliklarinda, potansiyometrik cevabi dogru
olarak tanimlayamaz. Bu sekildeki iyon karigim ¢ozeltilerinde biyosensdriin ana tiire
cevabini dogru olarak tanimlamak i¢in daha karmasik esitlikler kullanilmalidir. Karisik
cOzelti yontemleri ve ayri ¢ozelti yontemleri kendi i¢lerinde farkli hesaplama sekilleri

igerir.
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Karistirilmis ¢6zelti metotlari

Sabit bozucu metodu

Sabit bozucu metot kullanilarak yapilan segicilik katsayisi hesaplamalarinda, biyosensor
ve referans elektrottan olusan bir hiicrenin potansiyeli, girisim yapan tiiriin aktivitesi
(ag) sabit tutulurken, ana iyon aktivitesinin (aa) degistirildigi ¢ozeltilerde alinan
Olctimler kullanilarak yapilir. Bu dlgiimlerde elde edilen potansiyel degerler, logaa’ya
kars1 grafige gegirilir. Grafigin iki dogrusal boliimiiniin ekstrapolasyonuyla dogrularin
kesistigi nokta belirlenir. Bu noktaya karsilik gelen ana tiiriin aktivitesi, Esitlik 2.9°de

yerine yazilarak, segicilik katsayilart hesaplanir (Umezawa ve ark., 2000).

KAy = aa/ (ag)?s/? (2.9)

Sabit ana tiir metodu

Sabit bozucu metot kullanilarak yapilan segicilik katsayist hesaplamalarinda ise,
biyosensor ve referans elektrottan olusan hiicrenin potansiyeli, ana tiiriin aktivitesinin
(ap) sabit tutuldugu fakat bozucu tiiriin aktivitesinin (ag) degistirildigi ¢ozeltiler
kullanilarak Olgtliir. Sabit bozucu tiir metodunda oldugu gibi, elde edilen potansiyel
degerler logag’ye kars1 grafige gecirilir. Grafigin iki dogrusal boliimiiniin
ekstrapolasyonuyla dogrularin kesistigi nokta belirlenerek bu noktaya karsilik gelen
girisim yapan tiiriin aktivitesi, Esitlik 2.10° da yerine konularak seg¢icilik katsayilari

hesaplanir (Umezawa ve ark., 2000).
Kay = aa/ (ag)?s/%e (2.10)

Tki cozelti metodu

Iki ¢ozelti metodu ile yapilan segicilik katsayisi hesabi, ana tiiriin ¢dzeltisinin
potansiyeli (Ea) ile ana tiir ve girisim yapan tiiriin karisimindan olusan ¢ozeltinin
potansiyelinin (Ea+g) Ol¢iimiinii kapsar. Segicilik katsayisi, iki ¢ozeltide Olgiilen
potansiyel degerlerinin farki (AE = Eawg — Ea) Esitlik 2.11°de yerine yazilarak

hesaplanir (Umezawa ve ark., 2000).
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K};%t = a,. [eAE ZAF/(RT) _ 1]/aBZA/ZB (2-11)

Karsilastirmali potansiyel metodu

Karsilagtirmali potansiyel metodu Nikolsky—Eisenman esitligine bagli degildir. Bu
metotta, potansiyometrik segicilik katsayilar1 ayni kosullar altinda ayni potansiyel
degisikligi veren ana tiir ve girisim yapan tiiriin aktivitelerinin orani olarak tanimlanir.
flk olarak, ana tiiriin bilinen aktivitedeki (aa ) bir ¢ozeltisi ana tiiriin aktivitesinin (aa)
onceden ayarlanmis oldugu bir referans ¢ozeltiye ilave edilir ve karsilik potansiyel
degisimi (AE) kaydedilir. Daha sonra, girisim yapan tiiriin ¢ozeltisi (ag) ayni potansiyel
degisim (AE) kaydedilene kadar referans ¢ozeltisine ilave edilir. ag’ye karsilik gelen
potansiyel fark ol¢limii siiresince ¢ozeltide aa hi¢c degismeden kalmalidir. Dolayisiyla
girisim yapan tiiriin ilave edilen ¢ozeltisi, aa aktivitede ana tiirde icerecek sekilde
hazirlanmalidir. Bu metot ile yapilan secicilik katsayilar1 Esitlik 2.12°e gore hesaplanir

(Umezawa ve ark., 2000).
Kig = (aj—ax)/ ag 2.12)

Ayr1 ¢ozelti metotlart

Ayri ¢ozelti metot’una gore secicilik katsayilart iki farkli sekilde gergeklestirilir. Birinci
yontem de, biyosensor ve referans elektrottan olusan hiicrenin potansiyeli iki ayri
¢ozeltiyle olgiiliir. Bu ¢ozeltilerin birincisinde aa aktivitede A tiirii bulunurken, B tiirii
hi¢ bulunmaz. Bu ¢dzeltinin dlgiilen potansiyeli Ea’dir. Ikinci ¢ozeltide ise, ilk
¢ozeltideki ana tiirlin aktivitesine esit aktivitede B tiirii (ag) bulunurken, A tiirii hig
bulunmaz. Bu c¢ozeltinin Olgiilen potansiyeli ise Eg’dir. Bu yonteme gore secicilik
katsayilari, okunan potansiyel degerleri kullanilarak Esitlik 2.13’e gore hesaplanir. Bu
yontemde aa = ag dikkate alinir (Umezawa ve ark., 2000).

_ (EB-Ea)ZaF
RTIn10

log ng%t + (1 —1z5/zg).logay (2.13)
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Ikinci yontem ise, loga ve E arasindaki iliski ana tiir ve girisim yapan tiir icin elde
edilir. Bu iligski yardimiyla ayni potansiyel degerine karsilik gelen aktiviteler, Esitlik
2.14 kullanilarak segicilik katsayilar1 hesaplanir. Bu yontemde ise, Eao = Eg dikkate

alir (Umezawa ve ark., 2000).

Kup = aa/ (ag)’s/*s (2.14)
AB
2.14.2. Cevap zamani

IUPAC bir biyosensoriin cevap zamanini, referans elektrot ile biyosensoriin analit
iceren bir ¢ozeltiye daldirildiktan sonra potansiyelinin kararli hal degerine ulagsmasi igin
gecen siire olarak tanimlamistir. Cevap zamani, genel olarak biyosensorlerin fiziksel
yapist ile ilgilidir ve membran yapilarin aktif kisimlari ile ¢ozeltide bulunan tiirler
arasinda dengenin kurulabilmesi i¢in gecen siire olarakta tanimlanmaktadir (Isildak ve
Ozbek, 2021). Cevap zamanm belirlemek igin, IUPAC tarafindan farkli hesaplama
yontemleri Onerilmistir. Bu yontemlerden birisi denge halinde gdzlenen potansiyel
degisiminin % 95’inin ger¢eklesmesi igin gecen siire olarak ifade edilir ve tgs seklinde
ifade edilir (Buck ve Lindner, 1994). IUPAC’a gore cevap zamani (tgs) grafiksel olarak
Sekil 2.17°de gosterilmistir.

/Z'_—_
3 Av %95 AV
— (I
tos
Zaman

Sekil 2.17. IUPAC’a gore cevap zamant (tgs)
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IUPAC tarafindan Onerilen farkli bir cevap zamani belirleme yoOntemi ise birim
zamandaki potansiyel degisimi i¢in AE/At < 1 mV gibi bir kriter belirlenir. Bu kriterin
saglanmasi i¢in gegen siire, cevap zamani olarak degerlendirilir (Lindner ve ark., 1986).

Sekil 2.18 bu yonteme ait cevap zamani grafigini géstermektedir. Bu kriter, farkli deney

kosullarina gore degisim gosterebilmektedir.

At

Potansiyel

AEAt Faman

Sekil 2.18. IUPAC’a gore cevap zamant (AE/At)

Bazi durumlar cevap zamanini geciktirici yonde etkiler yapmaktadir. Ozellikle girisim
yapan tlirler, ana tiirlerin hizli dengeye gelmesini geciktirir ve cevap zamanini dnemli
derecede etkiler. Biyosensorlerin cevap siireleri agagidaki uygulamalar ile kisaltilabilir;
v Etkili karistirma (veya akis hizinin artirilmast).
v Membran ylizeyinden kirliliklerin uzaklastirilmasi veya ¢ok kiigilk membran
yiizeyli mikroelektrotlarin kullanilmasi.
v Olgiimlerin diisiik derisimli ¢dzeltilerden yiiksek derisimli ¢dzeltilere dogru

yapilmasi (Topcu, 2013; Coldur, 2010)

Cevap zamanini etkileyen en onemli faktdr ndtral tasiyict membranlarda, ¢ozeltideki
tiiriin iyonofor 6zellige sahip ligant veya kompleks tiirii bir maddeye tutunma hizidir.
Ekstraksiyon kapasitesi, difiizyona karst direng, membran kalinligi ve membrandaki

¢oOziiclinlin polaritesi de cevap zamanini etkileyen diger onemli faktorler olarak

belirtilmistir (Buck ve Lindner, 1994).
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2.14.3. pH cahisma arahg

Biyosensorlerin pH ¢alisma araligi genellikle, pH 2.0-12.0 arasindaki ana tiiriin bilinen
derisimdeki tampon ¢dzeltiler hazirlanarak belirlenir (Isildak ve Ozbek, 2021). Bu
cozeltilerin referans elektroda karsi sergiledigi potansiyeller Olgiiliir ve potansiyel
(mV)—pH grafigi ¢izilir. Potansiyel olarak énemli bir degisikligin meydana gelmedigi
aralik, biyosensoriin pH ¢alisma araligi olarak ifade edilir (Buck ve Lindner, 1994;
Umezawa ve ark., 2000). Sekil 2.19’da Isildak ve ark. (2019) tarafindan Onerilen
potansiyometrik bir sensériin 1.0x102 mol L™ tampon ¢ozeltideki pH calisma aralig:
goriilmektedir. Sekil 2.19 incelendiginde gelistirilen sensoriin pH 2.0-11.0 araliginda

pH degisimlerinden etkilenmeden ¢alistig1 goriilmektedir.

1400
1350 -~

1300 -

E (mV)

1250 -~

1200

1150 T T T T T T T T T T T T 1

Sekil 2.19. Potansiyometrik bir sensoriin pH calisma araligi

2.14.4. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, biyosensorlerin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilere tekrar tekrar
daldirilmasi ile dlgiilen potansiyel degerler serisinin standart sapmasi olarak verilebilir
(Coldur ve ark, 2008; Isildak ve Ozbek 2021). Biyosensdrlerle yapilan analizlerde
hatalarin en aza indirilmesi ve yiiksek giivenilirlik saglamak amaciyla tekrarlanabilir
dlgiimler olduk¢a 6nem arz etmektedir. Isildak ve Ozbek (2020) tarafindan &nerilen
potansiyometrik bir giimiis sensoriine ait ii¢ farkli konsantrasyon degerlerinde (10’2, 10°®
ve 10* mol L™ tekrarlanabilirlik sonuclart Sekil 2.20°de goriilmektedir. Sekil 2.20

gelistirilen sensoriin oldukca tekrarlanabilir sonuglar verdigini gostermektedir.
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Sekil 2.20. Potansiyometrik bir sensoriin tekrarlanabilirligi (Isildak ve Ozbek, 2020)

2.14.5. Tayin limiti

Biyosensorlerin tayin limiti, membran ara fazinda o6lgiilebilir bir potansiyel fark
olusturan en diisiik iyon konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir (Isildak ve Ozbek,
2021). Potansiyometrik bir biyosensoriin  kalibrasyon grafigi Sekil 2.21°de
goriilmektedir. Kalibrasyon grafigi iki dogrusal kisimdan olusmaktadir ve
biyosensorlerin tayin limitleri bu iki dogrusal bolgenin ekstrapolasyonlarmin kesistigi
noktaya karsilik gelen aktivite degeri olarak belirlenmektedir (Buck ve Lindner, 1994;
Ozbek ve Isildak 2021).

E(mV) &

1500 - Olciim Arahg

| Dogrusal Calizsma
1400 T Arahg
1300 +
=5
1200 +
1100 T ——T /
o Standart Tayin Limiti
e Olas1 En Diigiik Tayin Limiti tog C (mol/L)
1000 - : t : ' . t >
T 6 5 4 3 2 -1

Sekil 2.21. Iyon segici bir elektrodun tayin limiti belirleme yontemi (Ozbek ve Isildak,
2021)
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2.14.6. Kullanim omrii

Biyosensorlerin  kullanim Omrii, potansiyometrik davraniglarinda zaman igerisinde
onemli bir degisiklik olup olmadigini géstermesinin yani sira biyosensoriin kararliligini
gosteren bir parametredir. Biyosensorlerin kullanim Omiirleri, membran yapisi,
membranin saglamligl, kullanim sikligi ve saklanma kosullarina goére farkliliklar
gosterebilir. Biyosensorlerin kullanim omrii, kullanim sayisina bagli olarak, duyarlilig
ve dogrusal c¢aligma araligindaki potansiyometrik degisimi belirlemektedir. PVC
membran biyosensorlerin kullanim Omriine etki eden en Onemli faktér membran

bilesenlerinin ¢dzelti ortamina sizmasidir (Buck ve Lindner, 1994).

2.15. PVC Membran Biyosensorlerin Analitik Uygulamalari

2.15.1. Dogrudan kalibrasyon

Dogrudan kalibrasyon yontemini ile yapilan tayinlerde kantitatif sonuglar elde
edilebilir. Derisik bir iyon c¢ozeltisinin seyreltilmesiyle elde edilen standart iyon
¢ozeltileri kullanilarak kalibrasyon dogrusu elde edilir. Elde edilen kalibrasyon
dogrusu, bilinmeyen numuneden okunan potansiyele karsilik gelen derisim degeri
ornekteki tayin edilecek tiiriin konsantrasyon degerinin belirlenmesinde kullanilir. Bu
yontem derisimi genis bir aralikta degisen numunelerin hizli bir sekilde tayinlerinin

gerceklestirilebilmesi agisindan diger yontemlere gore avantaja sahiptir.

2.15.2. Standart ekleme yontemi

Standart ekleme yonteminde, tayini gergeklestirilecek olan bilinmeyen ¢ozeltinin
bilinen bir hacmi alinir ve potansiyeli 6l¢iiliir. Daha sonra derisimi bilinen bir standart
¢ozeltiden belirli bir hacimde alinir, derisimi Olgiilecek olan ¢ozeltinin ilk hacmine
eklenir ve elde edilen ¢dzeltinin potansiyeli tekrar dlgiiliir. ilk ¢dzelti ile standart ¢ozelti
eklenmis olan ikinci c¢ozeltinin potansiyel farklari (AE) belirlenir. Esitlik 2.15

yardimiyla bilinmeyen ¢ozeltideki analizi yapilan tiiriin derisimi belirlenir.
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_ Vs AE/S _ _Vx -1
Cx = Cs Vy+Vs (10 VX+VS) (2.15)

Bu esitlikte;

Cx: bilinmeyen ¢6zeltinin derigimi.

Cs: standart ¢ozeltinin derisimi.

V,: standart ¢Ozeltinin hacmi.

Vy: bilinmeyen ¢ozeltinin hacmi.

AE: standart eklenmemis ¢ozelti ile standart eklenmis ¢ozeltinin potansiyelleri
arasindaki fark.

S: mV cinsinden egimdir.

Standart ekleme yoOnteminin diger yoOntemlere gore avantaji matriks etkisinden

kaynaklanabilecek hatalarin en aza indirgenmis olmasidir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

© © N o g ~ w D PE

N NN NN NN R B PR R R R R e
o o A 0N PO © 0o N o 0k~ DD P o

y-aminobiitirik asit (GABA) (>%99)
Valproik asit sodyum tuzu (%98)
Karbamazepin

Levetirasetam

Fenitoin

Dibutilftalat (%99)
Bis(2-etilhekzil) sebakat (> %97)
o-nitrofeniloktileter (> %99)
Bis(2-etilhekzil) adipat %99
Potasyum tetrakis (klorofenil)borat
Sodyum terafenil borat

Polivinil klortir (Yiiksek molekiil agirliklr)
Tetrahidrofuran (THF) (> %99)
Nitrik Asit (HNO3)

Sodyum Hidroksit

Sodyum Nitrat

Potasyum Nitrat

Cinko(ll)nitrat hekzahidrat
Sodyum Asetat

Sodyum Nitrat

Sodyum Nitrit

Sodyum Fosfat

Sodyum Siilfat

Sodyum Kloriir

Kalsiyum Nitrat

Magnezyum Nitrat
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Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
AcCross

Across

Across

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Acros

Sigma Aldrich
Merck

Sigma Aldrich
Merck
Sigma Aldrich
Merck

Merck

Merck

Sigma Aldrich
Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)
(Analitik saflikta)

(Analitik saflikta)

(Analitik saflikta)

(Kromatografik saflikta)

(Analitik saflikta)



27. Diklormetan Sigma Aldrich

28. Tetrametilamonyum kloriir Sigma Aldrich

29. Epoksi Macroplast Su 2227
30. Grafit Sigma Aldrich

31. Sertlestirici Desmodur RFE

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Bilgisayar kontrollii potansiyometre (ISEDO Medikal Enstruman),

Bilgisayar ve potansiyometre 6l¢iim programi

Ag/AgCl referans elektrot (Thermo—QOrion)

Terazi [WA304 Model, 300g x 0.0001g] (Avery Berkel)

pH metre (Mettler Toledo, Model S220—K)

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) (QUANTA 450 FEG)

Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR) Bruker Avance DPX-400
Analizor (Roche Cobas C501)

O N o g s~ w D PE

3.2. Metot

3.2.1. PVC-membran valproat-segici biyosensorlerin hazirlanmisi

Calismada kullanilan PVC membran valproat—secici biyosensorlerin hazirlanmasi Sekil
3.1°de goriildiigi gibi {i¢ basamaktan olugmaktadir. Caligmanin ilk basamaginda
timiiyle kati kontak elektrotlar hazirlandi. Calismanin ikinci basamaginda ise, PVC
membran valproat—segici biyosensorler hazirlandi. Caligmanin son basamaginda,
Ag/AgCl referans eletrotun yer aldigi 6l¢iim sistemi olusturularak potansiyometrik

performans 6zellikleri test edildi.

Kati kontaklarin hazirlanigi: %50 (w/w) grafit, % 35 (w/w) epoksi ve % 15 (w/w)
sertlestiriciden olusan karisima yaklasik 3 mL THF ilave edilerek homojen olacak
sekilde iyice karistirildi. Capt 1.0 mm olan bakir tellerin yiizeyi, uygun viskoziteye
ulagan kati—kontak karisimina 3-4 kez daldirilarak kaplandi. Yiizeyi kati—kontakt

o1



karisimi ile kaplanan bakir teller, 24 saat siireyle karanlik ortamda bekletilerek

kulllamld (Is1ldak ve Ozbek, 2020; Isildak ve ark., 2019).

PVC membran valproat—segici biyosensorlerin  hazirlamsi:  PVC — membran
biyosensorlerin  bilesimi 100 mg olacak sekilde Cizelge 4.1°de verilen oranlar
kullanilarak hazirlandi. Toplamda 21 farkli membran kompozisyonuna sahip membran
karisimi hazirlandi ve her birinin dogrusal ¢alisma araligi, tayin limiti ve belirleme
katsayist (R?) degerleri belirlenerek optimum membran bilesenine sahip biyosensor
tespit edildi. Hazirlanan tiim biyosensdrler, PVC, ¢esitli plastiklestiriciler (0-NFOE,
BEHS, DBF ve DEHA), biyoaktif bilesen (GABA) ve iletkenlik arttiric1 6zellige sahip
bilesenler (KTpCIPB veya NaTPB)’in farkli oranlarda kullanilmasiyla elde edildi.
Cizelge 4.1°deki oranlarda membran bilesenleri lizerine yaklasik 3 mL THF eklendi ve
homojen bir karigim olana kadar karistirildi. Uygun viskozite saglandiktan sonra
karisima bir gece 6nceden hazirlanan kati kontak elektrotlarin karisima daldirilmasiyla
PVC membran valproat—segici biyosensorler hazirlandi. Hazirlanan biyosensorler
yaklagik 12-15 saat araliginda karanlik bir ortamda kurumaya birakildi.
Potansiyometrik 6l¢giime hazir hale gelen biyosensorler ile dogrudan valporat ¢ozeltileri

kullanilarak 6lgiim alindi.

© ww
0 b e b AgIAGC |J [ Jvalproatesegici

referens biyosensor
elektrot
/L7 gee ——
P ca— , e
—— Ul daas
¥ crafit w__'_ GABA u ‘ ‘
| Epoksi _ PVC
| Sertlestirici Plastiklestirici

@ lletkenlik arttirict

Sekil 3.1. Valproat-secici biyosensorlerinin hazirlik asamalari ve potansiyometrik
ol¢iim sistemi (Ozbek ve ark., 2021).
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3.2.2. Potansiyel ol¢iimleri

Potansiyometrik ol¢iimler, bilgisayar kontrollii yliksek giris empedansina sahip dort
kanall1 bir potansiyometrik 6l¢iim sistemi ile yapildi. Potansiyel dlgiimlerinde referans
elektrot olarak, Ag/AgCl elektrodu kullanildi. Tiim potansiyel l¢limler, agagidaki hiicre
diizenegi kullanilarak 25 + 1.0 °C sicaklikta gergeklestirilmistir:

Ag/AgCI; KCI (doygun) ||Valpr0at ¢ozeltisi (102 mol L™ | valproat—segici biyosensor

Valproat—segcici biyosensor ile Ag/AgCI referans elektrotuna ait potansiyometrik 6l¢iim

sistemi Sekil 3.1'de verilmistir.

3.2.3. Standart valproat ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Calismada sodyum valproat kullanild1 ve ¢dzelti ortaminda sodyum iyonunun girisim
yapip yapmadigim tespit etmek ve hazirlanan biyosensorlerin dogrudan valproat ile
etkilesimini saglamak icin standart valproat ¢ozeltileri iki asamada hazirlandi. Oncelikle
sodyum valproat (1.0 mol) ve tetrametilamonyum kloriir (1.0 mol) metanol ile 24 saat
refliiks edildi. Refliikks’iin ardindan evaparator ile ¢oziiclisii uzaklastirilan karisima
diklormetan ilave edildi. Coziinen kisim siizge¢ kagidi ile siiziilerek balona alindi ve
tekrar evaparatorde ¢oziiclisii uzaklastirildi. Boylece, silizge¢ kagidinda kalan sodyum
kloriir atilarak sodyum ortamdan uzaklastirildi. Balonda kalan karisimindan *H-NMR
(Sekil 3.2) almarak karistimin valproat—tetrametilamonyum karisimi:  oldugu
dogrulandiktan sonra, 1.0x10" mol L™lik standart ¢dzelti hazirlandi. Hazirlanan
standart ¢ozeltiden seyreltme yontemiyle 1.0x10™ — 1.0x10°® mol L™lik ¢ozeltileri

hazirlanarak potansiyel 6l¢timleri alindi.
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Sekil 3.2. Valproat—tetrametilamonyum karisimina ait "H-NMR spektrumu

3.2.4. Diger anti—epileptik ila¢ ve iyon cozeltilerinin hazirlanmasi

Olgiimlerde kullanmilan standart ilag ve iyon g¢dzeltileri analitik safliktaki numuneler
kullanilarak hazirlandi. Ik olarak, her bir tiiriin 1.0x10™* mol L* derisimdeki standart
cozeltileri hazirlandi. Daha sonra bu tiirlerin 1.0x10™" — 1.0x10™ mol L™ derisimlerdeki
standart c¢ozeltileri baslangicta hazirlanan 1.0x10" mol L™ derisimdeki standart

cozeltilerinin deiyonize su ile seyreltilmesi ile hazirlandi.

3.2.5. Kan ve ila¢ érneklerinin hazirlanmasi

Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi'nden alman ve iceriginde valproat
bulunmayan 20 farkli insan kan 6rneginde ve 7 farkli sodyum valproat kullanan epilepsi
hastasinin kan 6rneklerinde valproik asit tayini gelistirilen valproat—segici biyosensor ile
gerceklestirildi. Calismada kullanilan kan Ornekleri i¢in etik kurul onayr Tokat

Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan alind.
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Valproik asit icermeyen kan oOrneklerine valproat ¢ozeltileri bilinen derisimlerde
(1.0x102 ve 1.0x10° mol L) ilave edildi. Kan 6rnekleri analiz éncesinde herhangi bir
islem uygulanmadan dogrudan kullanildi. Kan numunelerin hazirlanmasinin ardindan,
gelistirilen  valproat-segici  biyosensér kan  orneklerine  direk  daldirilarak
potansiyometrik Ol¢timler alindi. Epilepsi tedavisinde sodyum valproat kullanan
hastalarin kan Orneklerinde de herhangi bir islem uygulanmadan dogrudan

potansiyometrik Sl¢iimler alindi.

Valproat—secici biyosensoriin ilag 6rneklerindeki uygulamalart piyasada epilepsi ilact
olarak kullanilan valproat igerikli ilag Ornegi kullanilarak belirlendi. Yerel bir
eczaneden tedarik edilen ilacin bir tableti havanda iyice doviildii. Behere alinarak bir
miktar saf suda ¢oziildii. Ilag 6rnegi siizgec kagidi ile siiziildiikten sonra siiziintiiniin
hacmi 50 mL’ye tamamland:. Ila¢ numunelerin hazirlanmasmim ardindan, dogrudan

potansiyometrik ol¢limler gerceklestirildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda, timiyle kati—hal kontak PVC membran valproat—segici
biyosensorler hazirlandi. Hazirlanan biyosensorlerin dogrusal ¢alisma araligi, segicilik,
cevap zamani, tekrarlanabilirlik, tayin limiti, pH calisma araligi gibi potansiyometrik
performans Ozellikleri laboratuvar kosullarinda incelendi. Gelistirilen valproat—segici
biyosensor ile kan orneklerinde valproik asit tayini gergeklestirildi. Ayrica, bir ilag

numunesindeki valproat miktar1 da gelistirilen biyosensor ile test edildi.

Timiiyle kati—hal kontak PVC membran biyosensorlerin hazirlanmasi literatiirdeki
mevecut calismalar géz Oniinde bulundurularak farkli oranlarda biyoaktif bilesen
(GABA), lipofilik tuz (potasyum tetrakis(4—klorofenil) borat (KTpCIPB) veya sodyum
tetrafenil borat (NaTFB)), cesitli plastiklestiriciler (o-nitrofeniloktil eter (o-NFOE),
bis(2—etilhekzil) sebakat (BEHS), dibutil ftalat (DBF) veya bis(2—etilhekzil)) adipat ve
PVC maddelerinin degisik oranlarda kullanilmasiyla gergeklestirildi.

Kati—hal kontak PVC membran biyosensorlerin, optimum membran bilesim oranlarini
belirlemek icin her bir bilesenin membran karisimindaki oram1 degistirilerek
biyosensorlerin dogrusal galisma arahigi, tayin limiti, belirleme katsayisi (R?) gibi bazi
ozellikleri test edildi. Hazirlanan biyosensdrlerin perfomans 6zellikleri Cizelge 4.1°de
sunulmustur. Cizelge 4.1’e gore; optimum Ozelliklere sahip biyosensor’iin % 6.0
GABA, % 32.0 PVC, % 60.0 o-NFOE ve % 2.0 KTpCIPB oranina sahip Membran—15
karisimi oldugu goriilmektedir. Membran—15 karigimi 1.0x10" — 1.0x10° mol L*
konsantrasyon araliginda en yiiksek R? (0.9990) ve en diisiik tayin limiti (9.75x107)

degerine sahiptir.
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Cizelge 4.1. Hazirlanan valproat—segici PVC membran biyosensorlerin

oranlar1 ve performans 6zellikleri

% bilesim

Bilesim (% w/w)
n & L S = 4 £ o
¢ 2 g : o ¢© S<E 3E
=
1 60 - 10 310 - 620 - - 1.0x10" - 1.0x10° 7.96x10° 0.9881
2 50 - 10 320 - - 620 - 1.0x10"-1.0x10° 4.56x10° 0.9972
3 40 - 10 320 630 - - - 1.0x10"-1.0x10° 2.95x10° 0.9952
4 50 10 - 320 - - - 640 1.0x10"-1.0x10° 8.81x10° 0.9970
5 50 15 - 305 630 - - - 1.0x10"-1.0x10° 4.21x10° 0.9938
6 50 20 - 330 - 600 - - 1.0x10"-1.0x10° 8.91x10° 0.9846
7 60 - 20 290 - - - 630 1.0x10"-1.0x10" 1.96x10° 0.9731
8 55 - 15 330 - 600 - - 1.0x10"-1.0x10° 2.13x10° 0.9687
9 60 10 - 300 - - 630 - 1.0x10"-1.0x10° 1.65x10° 0.9735
0 70 - 10 290 - 630 - - 1.0x10"-1.0x10° 1.48x10° 0.9816
11 30 30 - 300 - - 640 - 1.0x10"-1.0x10° 1.79x10° 0.9786
12 35 20 - 295 - 650 - - 1.0x10"-1.0x10° 7.36x10° 0.9792
13 65 15 - 300 620 - - - 1.0x10"-1.0x10° 5.01x10° 0.9982
14 70 20 - 290 620 - - - 1.0x10"-1.0x10° 7.48x10° 0.9986
15 60 - 20 320 600 - - - 1.0x10"-1.0x10° 9.75x107  0.9990
16 80 30 - 280 610 - - - 1.0x10"-1.0x10° 6.60x10° 0.9987
17 65 - 15 305 - - 615 - 1.0x10"-1.0x10° 9.77x10° 0.9787
18 100 20 - 300 580 - - - 1.0x10"-1.0x10° 6.91x10° 0.9941
19 70 30 - 320 580 - - - 1.0x10"-1.0x10° 1.74x10° 0.9984
20 60 30 - 330 580 - - - 1.0x10"-1.0x10° 4.78x10° 0.9987
21 70 - 20 320 590 - - - 1.0x10"-1.0x10° 2.82x10° 0.9918

4.1. Optimum Membran Bilesenine Sahip Elektrot’un Yiizey Analizi

PVC membran yapida hazirlanan bir biyosensoriin en onemli 6zelliklerinden biri

hazirlanan membran yapinin piiriizsiiz mikro 6zellikte olmasidir. Gelistirilen valproat—
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Secici biyosensoriin yiizey karakterizasyonu, taramali elektron mikroskobu (SEM)
teknigi  kullanilarak incelendi. Hazirlanan elektrotlarin  yiizeylerinden farkli
biiylitmelerde goriintiiler alindi. Sekil 4.1 timiyle kati—hal kontak yapinin yilizeyinden
elde edilen SEM goriintiilerini, Sekil 4.2 ise kati—hal kontak yapinin EDX analizini
gostermektedir. Sekil 4.2 degerlendirildiginde, tamamen kati—hal kontak yapida
yalnizca karbon ve oksijen atomlarinin yer aldigini goriilmektedir. Sekil 4.3 ise PVC
membran yapisinin yiizey goriintiilerini, Sekil 4.4 EDX analizini gostermektedir. Sekil
4.3’deki SEM goriintiileri hazirlanan PVC membran yapinin yiiksek oranda gozenekli
polimer matris ve fiziksel olarak sik1 bir yap1 sergiledigini gdstermektedir. Ayrica, Sekil
4.4’deki EDX analizinde goriilen klor atomlarimin membran yapisinda yer alan

PVC’den geldigi agikca goriilmektedir.

Sekil 4.1. Tumiiyle kati—hal kontak elektrodun SEM goriintiileri
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Sekil 4.3. PVC membran biyosensoriin yiizey SEM gortintiileri
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Sekil 4.4. PVC membran biyosensoriin EDX analizi

4.2. Valproik Asit ile GABA’nin Etkilesim Mekanizmasi

Valproik asit ile GABA’nin etkilesim mekanizmasi asagidaki (Sekil 4.5) gibi

oOnerilmektedir.

H,C
C

0 0 H,
“~ H N\/\)J\ 0
t0—H 2 Oy =—= . 0
H3C ° O_H3N\/\)J\
H,C OH

H,C o)
OJ_>—0H
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H,C

Sekil 4.5. Valproik asit ile GABA’ ’nin etkilesim mekanizmasi

Sekil 4.5’de onerilen etkilesim mekanizmasi incelendiginde, mekanizmanin birinci
basamaginda, valproik asidin karboksilik asit ucu ile GABA'nin birincil amin ucu

reaksiyona girerek bir amonyum tuzu olusturmaktadir. Ardindan ortamdan bir su ¢ikis1
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ile amid tiirevi bir molekiil elde edilmektedir. Valproik asit ile GABA’nin bu etkilesim
mekanizmasindan yola c¢ikilarak GABA’nin  valproat biyosensoriiniin  membran
yapisinda biyoaktif bilesen olarak kullanilabilecegi diisiiniildii. Bu tez c¢alismasi bu

prensip lizerine kurularak gergeklestirildi.

4.3. Valproat-seg¢ici Biyosensorlerin Potansiyometrik Davranislari

Hazirlanan tiimiiyle kati—hal valproat—secici biyosensorlerin potansiyometrik 6zellikleri
arastirlldi.  Valproat konsantrasyonunun degisimine karst Olglilen  potansiyel
degisimlerini incelendiginde Membran—15 bilesimine sahip biyosensoriin hazirlanan
diger biyosensorlere gore hem belirleme katsayis1 (R?) hemde tayin limiti degerlerine
gore daha iyi bir degisim sergiledigi agikca goriilmektedir. Calismamizin devam eden
tim asamalarinda membran—15 bilesimine sahip biyosensdr kullanilarak
potansiyometrik 6l¢iimler alindi. Optimum membran bilesimi belirlenen valproat—segici
biyosensor ile derisimi 1.0x10™ — 1.0x10°® mol L™ arasinda degisen standart valproat
cozeltileri kullanilarak kalibrasyon c¢aligmasi yapildi. Elde edilen veriler kullanilarak
potansiyel (mV) — zaman (s) grafigi olusturuldu. Olusturulan bu grafikten yararlanarak
valproat—segici biyosensoriin dogrusal caligma araligi ve tayin limiti gibi Onemli
potansiyometrik performans ozellikleri test edildi. Valproat—segici biyosensoriin tayin
limiti, grafikteki iki dogrusal bolgenin ekstrapolasyonlariin kesistigi noktaya karsilik
gelen potansiyel degerin dogru denkleminde yerine yazilmasi ile hesaplandi. Belirlenen
dogrusal ¢alisma araliginda dogru denklemi, E = -58.54 (—log[VPA]) + 1603.9 ve R?
degeri ise 0.9990 olarak elde edildi. Yapilan g¢alismalar sonucunda biyosensdriin
1.0x10™" — 1.0x10 mol L™ arasinda her on katlik derisim degisiminde 59.0 + 3.6
mV/’luk Nernst davranis sergiledigi ve tayin limitinin 9.75x107 mol L™ oldugu
belirlendi. Sekil 4.6°da valproat-secici biyosensoriin 1.0x10" — 1.0x10° mol L™
konsantrasyon araligindaki potansiyometrik davranisi, Sekil 4.7 ise, kalibrasyon egrisini
gostermektedir. Cizelge 4.1°deki farkli kompozisyonlarda hazirlanan valproat-secici
diger biyosensdrlerin 1.0x10™" — 1.0x10° mol L™ valproat konsantrasyon degisimine

kars1 potansiyometrik davranislar1 Sekil 4.8-4.27°de goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Optimum membran bilesimine sahip biyosensoriin potansiyometrik davranisi
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Sekil 4.7. Valproat—segici biyosensoriin kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.8. Membran—1 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranist b-)

kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.9. Membran-2 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi b-)

kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.10. Membran-3 bilesimine sahip biyosensdriin a-) potansiyometrik davranisi b-)

kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.11. Membran—4 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi b-)

kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.12. Membran-5 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi b-)

kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.13. Membran—6 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi b-)

kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.14. Membran—7 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi b-)

kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.15. Membran—8 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi b-)

kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.16. Membran—9 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi b-)

kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.17. Membran—10 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi
b-) kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.18. Membran—11 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranist
b-) kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.19. Membran—12 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi
b-) kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.20. Membran—13 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi

b-) kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.21. Membran-14 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranis

b-) kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.22. Membran-16 bilesimine sahip biyosensoriin potansiyometrik davranigi ve

kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.23. Membran—17 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi
b-) kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.24. Membran—18 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranist
b-) kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.25. Membran—19 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi
b-) kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.26. Membran—20 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranisi
b-) kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.27. Membran—21 bilesimine sahip biyosensoriin a-) potansiyometrik davranist
b-) kalibrasyon egrisi

4.4. Valproat-secici Biyosensoriin Seciciligi

Dogrusal ¢alisma aralig1 ve tayin limiti belirlenen optimum bilesenlere sahip valproat—
secici biyosensoriin kanda girisim yapabilecek iyonlar ve farkli epilesi ilaglar
kullanilarak potansiyometrik segicilik calismalar1 gerceklestirildi. Belirtilen iyonlar ve
epilepsi tedavisinde kullanilan ilaglarin secicilik ¢aligmasi icin 1.0x10™ = 1.0x10™ mol
L derisim araligindaki ¢ozeltileri kullanildi. Elde edilen potansiyel-zaman(s) grafigi
Sekil 4.28’deki gibidir. Biyosensoriin segicilik katsayilariin belirlenmesinde ise,
literatiirde en fazla tercih edilen hesaplama yontemlerinden biri olan ayri ¢ozelti

yontemi (Buck ve Lindner, 1994) kullanildi. Olgiimlerden elde edilen veriler ile her
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iyonun 1.0x10% mol L™ derisimindeki potansiyel degeri asagidaki esitlikte yerine
yazilarak secicilik katsayilar (ng%t) hesaplandi.

(Ep — Ep)ZysF

t
logKe = Rrmmio

Za
+ (1 —=)loga,
Zy

aa = Valproat iyonunun aktivitesi
ag = Girigim yapan tiiriin aktivitesi
Za = Valproat iyonunun yiiki

zg = Girisim yapan tiiriin yiikii
KK‘%t = Secicilik katsayis1

F = Faraday sabiti

R = ideal Gaz Sabiti

T = Mutlak sicaklik (K)

Elde edilen segicilik katsayilar1 Cizelge 4.2’de verilmistir. Sekil 4.28 ve Cizelge 4.2
degerlendirildiginde valproat—segici biyosensoriin kanda girisim yapabilecek diger
iyonlara ve farkli epilepsi ilaglarina gore valproat iyonuna secici davrandigi agikca

goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Valproat—segici biyosensoriin segicilik katsayilari

Girisim Yapan Secicilik Katsayisi, Girisim Yapan Secicilik Katsayisi,

Tir logK ) py j Tiir logK ) py ;
K* 272 Ca” -3.94
S0.> -3.08 Karbamazepin ~4.01
PO, ~3.13 CH3COO ~4.02
COs* ~3.28 Zn?* ~4.32
NO3 -3.39 Levetirasetam -4.34
NO, ~3.55 Mg®* ~4.80

Na* -3.57 Fenitoin -4.93

crl ~3.92
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Sekil 4.28. Valproat—secici biyosensoriin segiciligi

Cizelge 4.2 incelendiginde gelistirilen biyosensoriin potansiyometrik davranigina —2.72
degeri ile potasyum iyonlariin en yiiksek girisimi yaptig1 goriilmektedir. Sekil 4.28 ve
Cizelge 4.2°deki verilere gore valproat—segici biyosensoriin en ¢ok girisim yapan
potasyum iyonlarinin varliginda dahi valproat iyonlarina kars1 olduk¢a segici davranis

sergiledigi agikca goriilmektedir.

4.5. Valproat-secici Biyosensoriin Tekrarlanabilirligi

Valproat-segici biyosensériin tekrarlanabilirlik ¢alismas1 1.0x1072, 1.0x10 ve 1.0x10™
mol L™ standart valproat ¢ozeltileri kullanilarak gergeklestirildi. Tekrarlanabilirlik
calismas1 i¢in standart valproat c¢ozeltileri yeniden hazirlanarak kullanildi.

Tekrarlanabilirlik Olgiimleri oda sicakliginda, her Ol¢clim sonrast biyosensorler
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temizlenerek yapildi. Elde edilen veriler ile potansiyel-zaman grafigi olusturuldu.

Valproat—segici biyosensoriin tekrarlanabilirlik grafigi Sekil 4.29’da goriilmektedir.

1500 - 102 mol L

1450 - 10°
S
E£1400 -
oy

1350 -
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1300 T T T T T T
0 200 400 600 time (5300 1000 1200

Sekil 4.29. Valproat—segici biyosensoriin tekrarlanabilirligi

Cizelge 4.3. Valproat—secici biyosensoriin tekrarlanabilirligini gésteren ortalama ve

standart sapma degerleri

Olciimler
VPA (mol LY
1 2 3 4 5 X +S*
1.0x10 1468 1467 1463 1463 1460 1464.2 £ 2.95
1.0x10°® 1413 1412 1410 1409 1407 1410.6 + 1.62
1.0x10™ 1363 1362 1361 1360 1359 1361.0+1.41

*QOrtalama ve standart sapma degerleri belirli bir aralikta n =5 i¢in verilmistir.

Tekrarlanabilirlik ¢calismasinda elde edilen verilerle, ortalama standart sapma degerleri
hesaplanarak Cizelge 4.3’de sunulmustur. Sekil 4.29 ve Cizelge 4.3’de verilen degerler
incelendiginde diisiik derisimlerde yliksek derisimlere gore tekrarlanabilirlik standart
sapma degerlerinin daha az oldugu goriilmektedir. Genel olarak, elde edilen veriler
valproat-segici biyosensoriin yiiksek tekrarlanabilirlikte potansiyometrik davranis

sergiledigini gostermektedir.

4.6. Valproat-secici Biyosensoriin Cevap Zamani

IUPAC, potansiyometri temelli ¢alismalar i¢in cevap zamanini, elektrodun her on katlik

derisim degisiminde bir c¢ozeltiden diger bir c¢ozeltiye daldirildiginda denge
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potansiyelinin %95’inin olugmast i¢in gecen silire olarak tanimlamaktadir (IUPAC,
1994). Calismamizda valproat—Segici biyosensoriin cevap zamanini belirleyebilmek i¢in
1.0x10™ = 1.0x10®° mol L™ araligindaki standart valproat ¢ozeltileri kullanildi. Boylece,
bu derigim araliklarinda bir ¢ozeltiden diger ¢ozeltiye daldirilan biyosensoriin denge
potansiyelinin olusmasi i¢in gegen siire incelendi. Elde edilen veriler ile Sekil 4.30’daki
potansiyel-zaman grafigi olusturuldu. Sekil 4.30’da valproat—segici biyosensoriin her
on katlik derisim degisiminde ¢ok hizli bir sekilde dengeye ulastigr ve bir ¢ozeltiden
diger ¢ozeltiye gecis esnasinda denge potansiyelinin olusmasi i¢in gegen siirenin 10

saniyeden daha az oldugu goriilmektedir.

1450 101 1
_10 mol L 1440 - 10 mol L1
1430
1420 - 3 >
> |
= 1410
)
1400 9 \\.1_0-2
1390 -
105
1200 \ I I \ \ 1380 \ I T \
0 250 500 750 1000 1250 120 125 130 135 140
zaman (s) zaman (s)

Sekil 4.30. Valproat—segici biyosensoriin cevap zamani

4.7. Valproat-secici Biyosensoriin pH Calisma Arahg:

pH calismalar1 1.0x10 mol L™, 1.0x10™ mol L™ HNO; ve 1.0x102 mol L™, 1.0x107
mol L NaOH c¢ozeltileri hazirlanarak gergeklestirildi. Cozeltiler pH 2.0-7.0 araligi
HNO; ile pH 8.0-12.0 araligt NaOH kullanilarak hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler
iizerine 1.0x10% mol L™ valproat ¢ozeltisi eklendi. pH 2.0-12.0 araliginda iki farkli
derisim i¢in potansiyel degisimler incelendi. Elde edilen veriler ile potansiyel-pH
grafigi olusturularak biyosensoriin pH caligma araligi belirlendi. Biyosensoriin pH

calisma araligni Sekil 4.31°de gorilmektedir. Sekil 4.31°e gore valproat—secici
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biyosensor her iki derisim degeri i¢in uyumlu olup oldukg¢a genis bir pH (4.0-11.0)

araliginda pH degisimlerinden etkilenmeden ¢alismaktadir.
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Sekil 4.31. Valproat—segici biyosensoriin pH ¢alisma aralig

4.8. Valproat-Secici Biyosensor’iin Analitik Uygulamalar:
4.8.1. Valproat-segici biyosensor ile kan 6rneklerinde valproik asit tayini

Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesinden 20 farkli hastaya ait kan
orneklerinde valproik asit tayini standart ekleme yontemine gore gerceklestirildi.
Icerisinde valproat bulunmayan kan &rneklerine 1.0x10% ve 1.0x10° mol L™ valproat
¢ozeltileri ilave edildi. 1.0x10" — 1.0x10™ mol L™ valproat ¢ozeltileri kullanilarak
potansiyometrik 6l¢iim alind1 ve bu derisim araliginda kalibrasyon grafigi cizilerek,
dogru denklemi olusturuldu. Daha sonra valproat ilavesi yapilmis herbir numunenin
potansiyel degerleri oOl¢iildii. Elde edilen veriler kalibrasyon grafigi yardimiyla
olusturulan dogru denkleminde yerine yazilarak herbir numunenin icerdigi valproat
miktar1 hesaplandi. Elde edilen veriler ve ylizde geri kazanim degerleri Cizelge 4.4°de

gorilmektedir.
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Cizelge 4.4. Kan 6rneklerinde valproik asit tayini

Kan Eklenen valproat Biyosensor ile okunan % Geri
Ornek No (mol LY (mol L) (+ SD) Kazanim
1 1.0x10% 0.992 (+£0.429)x107 99.2
2 1.0x10% 0.999 (+0.286)x107 99.9
3 1.0x10 0.955 (+0.261)x107 95.5
4 1.0x10% 0.989 (+£0.353)x107 98.9
5 1.0x10% 0.995 (+£0.721)x107 99.5
6 1.0x10% 0.982 (+£0.423)x107 98.2
7 1.0x10 0.978 (£0.878)x107 97.8
8 1.0x10% 0.975 (£0.360)x107 97.5
9 1.0x107 0.955 (+0.266)x10™ 95.5
10 1.0x107 0.912 (+0.289)x10™ 91.2
11 1.0x10° 0.902 (+0.276)x10™ 90.2
12 1.0x10° 0.904 (+0.447)x10™ 90.4
13 1.0x10° 0.909 (+£0.199)x10™ 90.9
14 1.0x10® 0.906 (+0.180)x10™ 90.6
15 1.0x10® 0.904 (+0.174)x10™ 90.4
16 1.0x107 0.923 (+£0.223)x10™ 92.3
17 1.0x107 0.953 (+0.380)x10™ 95.3
18 1.0x10® 0.903 (+0.139)x10™ 90.3
19 1.0x107 0.900 (+£0.334)x10™ 90.0
20 1.0x10° 0.922 (+0.456)x10™ 92.2

* Ug ayr1 deneysel dlgiim i¢in ortalama ve standart sapma degerleri verilmistir (n = 3)

Kandaki valproik asidin terapdtik konsantrasyon araligi 50-100 pg/mL'dir. Gelistirilen
valproat-secici biyosensor, 1.0x10° — 1.0x10" mol L™k genis bir konsantrasyon
araligi ve 9.75x10"" mol L™lik tayin limiti sergilemektedir. Molar konsantrasyon birimi
ug/mL (ppm) konsantrasyon birimine donistiiriiliirse tayin limitinin 0.162 pg/mL
oldugu goriilmektedir. Bu sonug, gelistirilen valproat—segici biyosensoriin kanda
bulunan ¢ok kiigiik konsantrasyonlardaki valproik asidi bile tayin edebilecegini

gostermektedir.
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Cizelge 4.4'deki standart olarak eklenen iki konsantrasyon (1.0x102 ve 1.0x10™° mol L~
1) degeri incelendiginde, 1.0x10° mol L* konsantrasyon degerinde geri kazanim
yiizdelerinin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durumun nedeni, valproik asidin
kandaki plazma proteinlerine oldukca giicli baglanmasi nedeniyle olabilir. Bunun
anlami, daha yiiksek valproik asit konsantrasyonlarinda valproik asitin kandaki plazma
proteinlerine daha giiclii baglanmasidir. Dolayisiyla konsantrasyondaki bu 10 katlik
diisis nedeniyle geri kazanim degerlerinde kiigiik kayiplarin meydana geldigi
goriilmektedir. Sonug olarak ¢aligilan 20 farkli kan 6rneginde geri kazanim oranlarinin
yizde 90'n flizerinde oldugu gorilmektedir. Bu verilerden yola ¢ikarak gelistirilen
valproat—segici biyosensoriin insan kan orneklerinde valproik asit tayinini basariyla

gerceklestirebildigi agikca goriilmektedir.

4.8.2. Valproat-secici biyosensor ile epilepsi hastalarnmn kan o6rneklerinde

valproik asit tayini

Epilepsi tedavisinde sodyum valproat kullanan 7 farkli epilepsi hastasinin kan
orneklerini ve analizor kullanilarak elde edilen test sonuglari hastane laboratuvarindan
temin edildi. Gelistirdigimiz biyosensdr ile bu kan 6rneklerinde ti¢ tekrarli valproik asit
tayini gerceklestirildi ve sonuglar1 hastane verileri ile kiyaslandi. Elde edilen veriler
kalibrasyon grafigi yardimiyla olusturulan dogru denkleminde yerine yazilarak her bir
numunenin igerdigi Vvalproik asit miktari hesaplandi. Elde edilen sonuglar Cizelge

4.5’de goriilmektedir.

Cizelge 4.5 Epilepsi hastalarinin kan 6rneklerinde valproik asit tayini

Hasta No Analizor (ug/mL) Biyosensor ile okunan
(ng/mL) (= SD)*
1 106.70 103.90 (0.705)
2 106.60 102.10 (0.642)
3 50.40 47.88 (0.963)
4 54.60 52.90 (0.828)
5 51.70 48.92 (0.916)
6 50.50 46.63 (0.907)
7 54.50 51.40 (0.816)

Ug ayr1 deneysel 6l¢iim igin ortalama ve standart sapma degerleri verilmistir (n = 3)
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Cizelge 4.5 incelendiginde tedavisinde sodyum valproat kullanan epilepsi hastalarinin
hastane ortaminda analizér kullanilarak tayin edilen valproik asit diizeylerinin,
calismamizda gelistirdigimiz biyosensor ile belirlenen valproik asit diizeyleri ile uyumlu

oldugu goriilmektedir.

4.8.3. Valproat-secici sensor ile ila¢c 6rneginde valproat tayini

Valproat-secici biyosensoriin  farmasotik numunelerdeki kullanilabilirligi  piyasada
epilepsi ilac1 olarak kullanilan sodyum valproat (depakin) tablet 6rneklerinde test edildi.
flag 6rneginin dlgiime hazir hale getirilmesinden sonra valproat-secici biyosensor
kullamilarak derisimi 1.0x10" — 1.0x10® mol L™ arasinda degisen standart valproat
cozeltileri ile kalibrasyon yapildi ve dogru denklemi elde edildi. Elde edilen kalibrasyon
egrisi Sekil 4.32°deki gibidir. Ilag ©6rneginden dogrudan &lgiim alinarak ilag
numunesindeki valproat miktari belirlendi. Elde edilen veriler ile ilag 6rneginde bulunan
valproat miktar1 kiyaslandi. Cizelge 4.6 gelistirilen biyosensor’iin ilag numunelerinde

valproat tayininde basaril bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.

Cizelge 4.6. Valproat—secici biyosensor ile ilag 6rneginde valproat tayini

Tag Teorik (mg) Deneysel (mg)* Geri Kazanim (%)
Depakin 333.0 322.7 (£ 0.899) 96.91

* Ug ayr1 deneysel dlgiim icin ortalama ve standart sapma degerleri verilmistir (n = 3)
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Sekil 4.32. Ilag analizinde kullanilan kalibrasyon grafigi ve dogru denklemi

77



4.9. Karsilastirma Calismasi

Gelistirdigimiz valproat—segici biyosensor, literatiirde bulunan diger potansiyometri
temelli valproat—segici sensor veya elektrotlar ile dogrusal ¢alisma araligi, tayin limiti,
egim, cevap zamani ve gergek Orneklerdeki kullanilabilirligi agisindan karsilastirildi

(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Valproat—segici biyosensoriin literatiirde bildirilen diger potansiyometrik

sensOr veya elektrotlarla karsilastirilmasi

Konsantrasyon Cevap
Referans Araligi Tayin Limiti  Egim (mV/  Zamani Gergek
(mol L") (mol L ™) on katlik) (s) Numuneler
Sabah ve 4.0x10 — 1.0x10° —47.7 20 Farmasotik
ark., 2006 4.0x107 preparatlar
Suzuki ve 2.0x10" - 2.0x10™ —58.26+ - Farmasotik
ark., 1991 1.0x10% 0.02 preparatlar
Katsu ve 5.0x10° — 2.0x10° -55.0 - Serum
ark., 2000 1.0x107? Ornekleri
Santos ve 2.0x10™~ 1.0x10*  —603+1.0 10 Farmasotik
ark., 2006 1.0x10™ preparatlar
Bu calisma 1.0x10° — 9.75x107  59.0+3.6 <10 Biyolojik ve
1.0x10™ farmasotik

ornekler

Yeni gelistirilen valproat—segici biyosensoriin karsilastirma yapilan tiim parametrelerde
diger potansiyometrik yontemlere gore lstiin oldugu kanitlanmistir. Literatiirdeki
potansiyometri temelli calismalar biiyiik oranda farmasétik preparatlarda uygulanmaistir.
Bu caligmada gelistirilen biyosensor ise, farmasotik preparatlarin yani sira insan kan
orneklerinde valproik asit analizinde oldukc¢a basarili bir sekilde uygulanmistir. Ayrica,
valproat—segici biyosensoriin  hazirlanig1  degerlendirildiginde, literatiirdeki diger
valproat-segici sensorler veya elektrotlardan yapisindaki aktif bilesenin (GABA)

farkliligi nedeniyle tamamen 6zgiindiir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Epilepsi, bazi durumlarda 6miir boyu anti—epileptik kullanimi gerektiren kronik bir
hastaliktir. Bu nedenle kisa veya uzun siireli tedavi boyunca kullanilan ilacin yan
etkileri de dikkate almmmalidir. Epilepsi nobetlerinin 6nlenmesinde kullanilan anti—
epileptik ajanin etkinligi ndbetlerin dnlenmesinde son derece 6nemlidir. Valproik asit
diinya genelinde anti—epileptik olarak kesfedildigi giinden itibaren oldukga sik regete
edilen bir anti—epileptik ilagtir. Valproik asidin kandaki konsantrasyonu hastalarda
meydana gelebilecek ndbetlerin kontrolii ve etkili tedavisi agisindan son derece 6nem

arz etmektedir. Bu nedenle de kandaki miktarinin stirekli takibi gerekmektedir.

Bu c¢alismada, insan kan orneklerinde valproik asit tayini i¢in potansiyometri temelli
tiimiiyle kat1 kontak PVC membran valproat—secici biyosensor gelistirildi. Gelistirilen

valproat—segici biyosensor ile elde edilen sonuglar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

e QGelistirilen valproat—segici biyosensér PVC membran yapidadir ve biyoaktif
bilesen olarak valproik asidin etki mekanizmasinda agiklanan ve beyinde bir
norotransmitter olan y—aminobiitirik asit kullanilmigtir. Dolayisiyla gliniimiize
kadar gegen siirecte valproat tayini i¢in 6nerilen ¢aligsmalarda bu sekilde hazirlanan
bagka bir sensor veya elektrot literatiirde mevcut degildir. Bu yoniiyle hazirlanan

PVC membran biyosensor bu ¢alismanin 6zgilinliigiinii arttirmaktadir.

e Gelistirilen PVC membran valproat-segici biyosensoér genis bir konsantrasyon
araliginda (1.0x10° — 1.0x10" mol L™) ¢alismakta, diisiik bir tayin limiti (9.75x
107 mol L) ve Nernst (59.0 + 3.6 mV/on katlik) davranis sergilemektedir. Bu
sonuglar literatiirdeki potansiyometri temelli c¢alismalar degerlendirildiginde

oldukca idealdir.

e Segicilik ¢alismalarinda, valproat—se¢ici biyosensoriin kanda bulunan ¢esitli iyonlar
ve piyasadaki mevcut anti—epileptiklere gore valproat iyonlarmna karst oldukga
secici oldugu gozlemlendi. Bu durum rutin analizlerde farkli iyon ve ila¢ etken

maddelerinin girisim yapamayacagini agikca gostermektedir.
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Gelistirilen biyosensor; 10 saniyeden daha kisa cevap zamanina sahip olmasinin
yani sira, oldukga tekrarlanabilir sonuglar vermistir. Yapilan pH calisma araligi
testlerinde iki farkli derisim degerinde (1.0x10 — 1.0x10® mol L™) oldukca genis
bir aralikta (4.0-11.0) pH degisimlerinden etkilenmeden ¢alismaktadir. Bu durum
biyosensoriin asidik ve bazik ortamlarda calisma sartlarin1 etkilemedigini

gostermektedir.

Gelistirilen biyosensor 20 farkli insan kan orneginde standart ekleme metoduna
gore valproik asit analizinde kullanilmistir. Elde edilen sonuglarda %90 tizeri geri
kazanim saglanmistir. Ayrica, gelistirilen biyosensor tedavisinde sodyum valproat
kullanan 7 farkli hastadan elde edilen kan 6rneklerinde de uygulanmistir. Elde
edilen sonuglar ile hastanede analizor kullanilarak gerceklestirilen valproik asit
testlerin sonuclart kiyaslanmis ve birbirleriyle uyumlu oldugu belirlenmistir. Bu
testler, valproat—segici biyosensoriin kanda valproik asit tayininde basarili bir
sekilde kullanilabilecegini gostermektedir. Sonuglar, gelistirilen biyosensoriin
belirli araliklarla valproik asit testini gerceklestiren analitik yontemlere yeni bir

alternatif olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Ayrica biyosensoOr piyasada mevcut ilacin tablet formunda da valproat analizinde
uygulanmistir. Gelistirilen biyosensdriin ilag igerik analizinde de oldukga yiiksek
bir geri kazanim ile valproat tayini saglamasi, bu biyosensoriin farmasdotik
numunelerde de valproat tayininde basarili bir sekilde kullanilabilecegini agikca

gostermektedir.

Sonug olarak, gelistirilen valproat-—segici biyosensor olduk¢a kolay hazirlabilmesinin

yani sira, ekonomik, hizli, segici ve tekrarlanabilir sonuglar sergilemektedir. Valproat—

secici biyosensor genis bir konsantrayon araliginda calisir ve oldukga diisiik tayin

limitine sahiptir. Boylece daha pahali, daha fazla zaman, deneyimli personel ve

laboratuvar kosullar1 gerektiren karmasik Ol¢im tekniklerine gore alternatif olarak

kullanilma potansiyeline sahip oldugu agikca goriilmektedir. Calismada elde edilen

sonuglarin literatiire 6nemli bir katk: saglayacag agiktir.
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