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TESEKKUR

Yuksek Lisans stirecimde, tez yazim asamalarimda destegini esirgemeyen, bilgi,
birikim ve deneyimlerini paylagsmaktan asla ¢ekinmeyen, bilim diinyasina katkilarini
hayranlikla izledigim ve arastirma ekibinde yer aldigim i¢in gurur duydugum degerli
danigmanim Prof. Dr. Mehmet Liitfi YOLA’ ya yoluma 1s1k tuttugu igin en igten

tesekkiirlerimi sunuyorum.

Calismamda destegini ve deneyimlerini benden sakinmayan, fikir aligverisinde
bulundugum Sayin Dog. Dr. Ataman GONEL’e, her sorumu yanitlayan, onerilerini eksik
etmeyen Uzm. Kim. Ilknur POLAT’a, degerli hocam ayni zamanda komite iiyem Dr.Ogr.

Uyesi Mustafa Anil ERBAGCI’ya ayrica tesekkiir ederim.

Calismamda kullanilan kimyasallarin temini konusundaki desteklerinden dolay1

Hasan Kalyoncu Universitesi Yonetimi’ne tesekkiir ederim.

Hep farkli bir cocuktum, biiyiidiim farkli bir kadin oldum. Gii¢ll, kendinden emin,
ayaklar1 yere sapasaglam basan... Hayatta bana her zaman kendim olma firsat1 sunan,
kararlarimm, hayallerimin en blylk destekcisi olan, beni hep bir golge gibi kollayan,
aramiza binlerce kilometre girse dahi daima yan1 basimda hissettiren, kalkismaya
yeltendigim tiim durumlarda bana inanan, her daim siginabilecegim en nadide liman olan
ailem sayesinde. Gordiigiim en 6zverili insan canim babam Halil YILDIRIM a, tanidigim
en fedakar kadin canim annem Hatice YILDIRIM’a, bana yon gosteren yi1ldizim ablam
Reyhan YILDIRIM’a ve abim Erhan YILDIRIM’a minnettarim.

Bir yandan akan zamann, hentiz 20’lerimin basinda olmamin, profesyonel hayata
atilmanin, bir yandan akademik hayatimi1 devam ettirmenin stresinde yer yer kaosunda
bana hep konfor alan1 saglayan, ‘‘mola’’ verdirten, zihnimi hafifleten dostlarima tesekkiir

ederim.

Tezimde en son yazmaya biraktigim bu boliimii hiiziinle ama en ¢ok da gururla

kapatiyorum...



OZET

Melike YILDIRIM. Gidalardan Biyosensér Teknolojisi ile Fenilalanin Olciimiiniin
Gelistirilmesi. Hasan Kalyoncu Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Beslenme ve
Diyetetik Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Gaziantep, 2022. Fenilketonuri (PKU),
amino asit metabolizmas1 bozuklugundan kaynakli kritik bir hastaliktir ve ¢ogunlukla
cocuklarda ortaya ¢ikar. Fenilketoniiri tedavisinde kullanilan en yaygin yontem, PKU'nun
biyobelirteci olarak L-Fenilalaninin (PHEA) saptanmasidir. Bu c¢alismada, siit
numunelerinde PHEA tahlili igin N, B katkili grafen temelli WS> nanogigeklere dayali (WS>
NFs/N,B-GR) yeni bir molekiiler baskili elektrokimyasal elektrot sunulmustur. ilk olarak,
N, B katkili grafen temelli WS, nanogicekler, yiksek verimli hidrotermal sentez yoluyla
sentezlendi. PHEA baskili elektrokimyasal elektrotlar1 olusturmak igin bir sablon molekiil
olarak PHEA ve bir monomer olarak pirol iceren elektrokimyasal hiicreye dongusel
voltametri (CV) uygulandi. Daha sonra WS2 nanogicekler ve WS2 NFs/N,B-GR'nin yapisal
ve morfolojik dzellikleri ¢esitli analitik yontemlerle detayli olarak arastirildi. PHEA baskili
elektrokimyasal elektrot ile dlciim limiti (LOQ) ve tespit limiti (LOD) degerleri sirasiyla
1.0x10** M ve 3.0x107"? M olarak elde edildi. Son olarak, fenilketoniirinin erken teshisi icin
literatiirde sunulan yiiksek derecede secicilik, stabilite ve yeniden kullanilabilirlige sahip

PHEA baskili elektrokimyasal sensor elde edildi.

Anahtar Kelimeler: Fenilketonlri; L-Fenilalanin; Elektrokimyasal baski; WS2

nanocicekler; nanokompozit



ABSTRACT

Melike YILDIRIM. Development of Phenylalanine Measurement from Foods with
Biosensor Technology. Hasan Kalyoncu University Graduate Education Institute,
Department of Nutrition and Dietetics, Master Thesis, Gaziantep, 2022.
Phenylketonuria (PKU) is a critical disease in the amino acid metabolism’s disorder, which
mostly emerges in children. The most common method used in phenylketonuria treatment is
the detection of L-Phenylalanine (PHEA) as the biomarker of PKU. In present work, a new
molecularly imprinted electrochemical electrode based on WS> nanoflowers on N, B doped
graphene (WS NFs/N,B-GR) was presented for PHEA assay in milk samples. First of all,
WS; nanoflowers on N, B doped graphene was synthesized via high-efficiency hydrothermal
synthesis. Cyclic voltammetry (CV) was applied to the electrochemical cell including PHEA
as a template molecule and pyrrole as a monomer to form PHEA imprinted electrochemical
electrodes. Then, the structural and morphological features of WS, nanoflowers and WS,
NFs/N,B-GR were investigated in detail by various analytical methods. The limit of
quantification (LOQ) and limit of detection (LOD) values were obtained as 1.0x10* M, and
3.0x10™? M, respectively by PHEA imprinted electrochemical electrode. Finally, PHEA
imprinted electrochemical sensor having a high degree of selectivity, stability and reusability
presented in literature for early diagnosis of phenylketonuria is presented .

Keywords: Phenylketonuria; L-Phenylalanine; Electrochemical imprinting; WS;

nanoflowers; Nanocomposite
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TEZ ETiK VE BIiLDIiRiM SAYFASI

Yuksek Lisans tezi olarak sundugum “Gidalardan Biyosensor Teknolojisi ile Fenilalanin
Olgiimiiniin Gelistirilmesi” baslikli ¢alismanin tarafimca, bilimsel ahlak ve geleneklere
aykir1 diisecek bir yardima basvurmaksizin yazildigint ve yararlandigim eserlerin
kaynakgada gdosterilenlerden olustugunu ve bunlara atif yapilarak yararlanmis oldugumu

belirtir ve onurumla dogrularim.

Melike YILDIRIM
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1.GIRIS

Fenilalanin esansiyel bir amino asittir ve vicutta fenilalanin hidroksilaz enzimi ile
tirozine donistiiriiliir(1). Birgcok dnemli proteinin sentezinde rol oynar ve ndrotransmitter
maddelerin (dopamin, epinefrin, norepinefrin) ve tiroid hormonlarinin tiretiminde kullanilir.
Tirozin, fenilalanin ve farkli formlar1 depresyonu tedavi etmek i¢in kullanilir, ¢linkii tirozin
ruh halini etkileyen norepinefrin sentezinde kullanilir. PHEA ayrica iltihaplanma, kronik
agr1 ve Parkinson hastaligi tedavisinde kullanilir. PHEA eksikligi durumunda amino asit(ri,
istahsizlik, yorgunluk, 6dem, hafiza sorunlari, uyusukluk gibi baz1 belirtiler ile karaciger
hasar1 ve yavas biiylime goriilebilir(2). Yiksek kan PHEA konsantrasyonu, anksiyete ve
carpint1 gibi psiko-norolojik semptomlara yol agar(3).

Kalitsal bir metabolik hastalik olarak PKU'nun prevalansi diinya c¢apinda
degismektedir. Tirkiye(1) ve irlanda'da daha yiiksek prevalans ve Finlandiya'da ¢cok daha
diistik prevelans gorilmektedir(4, 5). PKU'nun yeni dogan taramasindan sonra, yiiksek kan
PHEA konsantrasyonu belirlenebilir ve bebekler diisiik PHEA diyeti ile beslenir. Hastalar
yasam boyu diisiik PHEA diyeti tilketmek zorundadir. Diisiik bir PHEA diyetinin etkinligini
kandaki PHEA konsantrasyonunun él¢iimii takip eder(6). Yasa gore farkli kan PHEA 6lgiim
sikliklar1 6nerilmektedir. 0-1 yas kan PHEA’si haftalik, 1-12 yas aras1 iki haftada bir, 12
yasa kadar ayda bir, gebelik dncesi haftada bir, gebelikte ise haftada iki kez takip edilmelidir.
Tedavi degisikliklerine ve klinik gerekgelere bagli olarak dlgtimlerin siklig1 arttirilabilir(6).

PHEA konsantrasyonunun tespiti icin florometrik enzim analizi, HPLC ve tandem
kiitle spektrometrisi kullanilir(7, 8). Bununla birlikte, bu teknikler zaman alicidir ve pahali
ekipmanlar gerektirir. Bu nedenle hassas, secici, hizli ve diisilk maliyetli bir teknige sahip
PHEA tespiti klinik takip i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bir yar1 iletken olarak WS;, elektron tasinmasmi ve aktif bolgeleri azaltabilir.
WS:'nin grafen oksit/grafen bazli nanomalzemelere dahil edilmesi, elektron transferi,
elektrokimyasal iletkenlik ve agregasyonsuzluk kinetigini iyilestirebilir(9, 10). Azot, bor,
fosfor ve kiikiirt gibi baz1 heteroatomlarin karbon bazli malzemelere katilmasi, yari iletken
ozelliklerini ve gelismis performansa neden olan aktif alanlar1 belirleyebilir(11, 12).
Nanomalzemeler tizerindeki azot, bor, fosfor ve kiikiirt atomlarmin karbon atomlarina orana,
sentez ve liretim prosediirlerini etkilemektedir. Elektrik iletkenligi ve baglanma egilimi gibi
bazi1 6zellikleri nedeniyle, elektrokimyasal sensor uygulamalarinda grafen/grafen oksit bazl

heteroatomlar siklikla kullanilmigtir(13, 14).



Mevcut ¢aligmada, PHEA tespiti icin WSz NFs/N,B-GR nanokompozitine dayali
yeni bir molekiiler baskili elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Yiiksek safliga sahip ¢evre
dostu WS, NFs/N,B-GR nanokompozit, hidrotermal sentez ile hazirlanmistir. Daha sonra
WS: NFs/N,B-GR modifiye elektrot yiizeyine yliksek segici nano kavite saglayan molekiiler
baskilama yontemi uygulanmistir. Molekiiler baskilama teknigi, secilen hedef molekiilii
(protein, iyon, pestisit gibi) sekil, boyut ve geometrik yap1 bakimmdan tantyan herhangi bir
polimer matrisinde hafiza bolgelerinin olusturulmasi olarak tanimlanir(15). Segici tanima
bolgelerine sahip polimerler, molekiiler baskilama yontemi ile tespit edilmesi veya
uzaklastirilmast gereken hedef molekiil i¢in hazirlanir(16). Molekiiler baskilama yontemi
kullanilarak hazirlanan destek matrislerinin, hedef analit molekilinu yiksek secicilikle
belirlemesi 6nemlidir(17). Son olarak, hazirlanan elektrokimyasal PHEA sensorii, 3.0x1072
M LOD ve cevresel uyumluluk ile yiiksek segicilik ve yiiksek hassasiyet gostermistir.
Dolayisiyla bu ¢alisma ozellikle fenilketoniiri tanis1 ve daha konforlu bir yasam igin

literatiire 6nemli katkilar saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1.Fenilalanin

Fenilalanin, yapisindaki fenil halkasindan 6tiirii aromatik, besin yolu ile organizmaya
alinan esansiyel bir amino asittir. Viicutta Fenilalanin hidroksilaz (PAH) enzimi tarafindan
karacigerde metabolize edilir. Fenilalanin dogada, L-fenilalanin, D-fenilalanin ve bu iki
¢esitin kombinasyonu D,L-fenailalanin olarak 3 farkli formda bulunur. L-Phea, proteinlerde
bulunurken, D-Phea laboratuvar ortaminda firetilir. PHEA’nin yapisal 6zellikleri Sekil

2.1.1.°de gosterilmistir.

L-Fenilalanin aromatik ve hidrofobik bir amino asittir. Sinir hucreleri ve beyin
arasinda sinyalleri ileten nor-epinefrin ve dopamin iiretmek icin beyin tarafindan bir 6ncii
olarak kullanilir; bizi uyanik ve tetikte tutar, aghk agrilarini azaltir, bir antidepresan olarak
islev goriir ve hafizanm iyilestirilmesine yardimei olur. Ayrica L-Fenilalanin L-Tirozinin

oncisuduir(18).

Molekll Formuli: CgH44NO-
Molekil Agirligi: 165.19 g mol™
pK;: 1.83 (karboksil), 9.13 (amino)
izolektrik Nokta(pl): 5.48 O
Sudaki Cézundrlaga: (mg/mL)
0°C 198 OH
25°C 296

50°C 443 NHZ
75°C 66.2

100°C 99.0

Erime Noktasi: 283°C

Sekil 2.1.1. L-Phea’nin yapisi ve fizikokimyasal o6zellikleri(19).

2.1.1. Fenilalanin Metazbolizmasi ve Metabolizma Bozukluklar:

Fenilalanin, viicutta fenilalanin hidroksilaz (PAH) varliginda tirozine dontistiiriiliir.
Fenilalanin hidroksilaz enziminin koenzimi tetrahidrobiopterindir(BH4). Enzim, elektron

ihtiyacini bu koenzim sayesinde karsilar.



Fenilalanin, tirozin yoluyla asetoasetik asit ve fumarik aside metabolize edilir. Bir tirozin
metaboliti olan DOPA, ndrotransmitterler epinefrin ve norepinefrine doniistiiriilir. Bu
norotransmitterlerin eksikligi, Parkinson hastaligi ve sizofrenide nedensel bir faktorddr.
Fenilketoniiri, tirozine doniisiimde rol oynayan fenilalanin hidroksilaz eksikligi veya islev
bozuklugundan kaynaklanan fenilalanin metabolizmasindaki bir hatadan kaynaklanir. Bu
metabolizma sayesinde, kandaki fenilalanin konsantrasyonu yukselir. Fenilalaninemisi olan
bir hasta (ylksek fenilalanin seviyelerinin gostergesi) daha yiiksek konsantrasyonlarda fenil
piruvik asit, fenilasetik asit ve fenilasetik asit iireterek fenilketoniiri ve sizofreni ile
sonuglanir. Tirozinaz eksikligi, norotransmitter dopamin eksikligi ile albinizme ve sizofreni

semptomlarma neden olabilir.
2.2.Fenilketondri

Fenilketoniri (PKU; fenilalanin hidroksilaz eksikligi ve Folling hastaligi olarak da
bilinir), PAH genindeki patojenik varyantlarin neden oldugu fenilalanin (PHEA)
metabolizmasinin dogustan gelen bir hatasidir. PAH, ko-substrat tetrahidrobiyopterin (BH4)
gerektiren bir reaksiyonda PHEA 'nin tirozine (Tyr) doniistiiriilmesinden sorumludur. Not
olarak, BH4, DNAJCI12'nin yaptig1 gibi, PAH monomerinin diizgiin katlanmasini
kolaylastirmak i¢in bir saperon goérevi de gorebilir (20-23); sonu¢ olarak, az sayida
hiperfenilalaninemi (HPA) vakasinda, HPA'yva BH4 metabolizmasindaki veya
DNAJC12'deki patojenetik varyantlardaki kusurlar neden olur. HPA, normal kan PHEA
konsantrasyonlarinin (35—120umol/l)) asildigi PKU'nun temel biyokimyasal anormalligidir
(Sekil 2.2.1.).

PKU'lu tedavi edilmeyen hastalarda, kan PHEA konsantrasyonlar1 belirgin sekilde
artar ve bu da idrarla atilan fenilketon cisimciklerinin olusumuna neden olur; tersine, Tyr
konsantrasyonlar1 genellikle biraz diisiiktiir. Klinik olarak, tedavi edilmeyen hastalarda ciddi
zihinsel yetersizlik, epilepsi ve davranigsal, psikiyatrik ve hareket sorunlarmnin yani sira
ciltte, gozlerde ve sagta hafif pigmentasyon, egzama ve kiif kokusu gelisir (24). PAH
eksikliginin daha az siddetli formlar1 gesitli sekillerde orta PKU, hafif PKU, hafif HPA veya
iyi huylu HPA olarak adlandirilirken, siddetli formlar klasik PKU olarak adlandirilir.
Tarihsel olarak, PAH eksikliginin farkli siddetleri, bu farkli PAH eksikligi siddetlerinin
kiiresel prevalansina iligkin veriler saglayan, tedavi edilmemis PHEA konsantrasyonu ile
farklilagtirilmistir (Sekil 2). Bununla birlikte, hastalara biyolojik olarak en yiksek tedavi

edilmemis PHEA konsantrasyonuna ulasilmadan once teshis konuldugundan, PAH



eksikliginin ciddiyetini belirlemek zor oldugundan, bu prevalans verileri dikkatle

yorumlanmalidir. Bu nedenle, bu siniflandirma artik gecerli degil (25).

PKU ilk olarak 1934'te Fglling (26) tarafindan iki Norvegli kardeste tanimlands, ilk
olarak 1953'te Bickel ve ark. (27) tarafindan tedavi edildi (diyet kontrolu ile) ve PHEA
konsantrasyonunu degerlendirmek i¢in kurutulmus kan lekesi (DBS) testi kullanilarak
popiilasyon bazli yenidogan taramasi 1963'te Guthrie ve Susi (28) tarafindan tanitildi ve

erken tan1 ve tedavinin baslatilmasini sagladi.

Diyet kontroliiniin uygulanmasindan sonraki ilk on yillarda PKU ydnetiminde
belirgin bir iyilesme olmasina ragmen, bu teorik olarak basit tedavi PKU'nun tezahirlerini
tamamen ortadan kaldirmamistir ve kan PHEA konsantrasyonlarini hedef aralikta tutmak,
Ozellikle yasamm ilk on yilindan sonraki ¢ocuklarda pratikte kiilfetlidir(29). 1960'larda
Guthrie, bluyuk populasyonlarda hiperfenilalaninemiyi (HPA) tespit etmek icin basit bir test
gelistirdi. Bu, PKU'nun yenidogan taramasindan yararlanan ilk bozukluk olmasina yol agti;
erken teshis ve tedavisi zeka geriligini 6nledi. Ancak, NBS ekran1 HPA igindir ve bu,
herhangi bir kan PHEA >120 umol/L olarak tanimlanir. Bu nedenle, PHEA igin her pozitif
NBS'de, birincil fenilalanin hidroksilaz eksikligi, pterin kusurlari, yiiksek protein alimi,
karaciger hastaligi veya tedavi gerektirmeyen HPA dahil olmak iizere diger HPA
nedenlerinden ayirt edilmelidir(30).

Tirozin

Fenilalanin
Phenylalanine hydroxylase

BH4 qBH2

U
Aminotransferaz DNAJC12 ko-saperon
gorevi goruyor

Fenilpirtvat

Fenillaktat ve fenilasetat

Sekil 2.2.1. Fenilalanin metabolizmasi ve PKU(31).



2.2.1.PKU Epidemiyolojisi

PKU'nun prevalansi etnik kdkenler arasinda ve diinya ¢apinda farkli cografi bolgeler
arasinda 6nemli 6l¢iide degismektedir (Sekil 2.2.1.1.). PKU prevalansi genellikle beyaz veya
Dogu Asya popiilasyonlarinda en yiiksektir (~1:10.000-15.000 canli dogum) (32).
Avrupa'da, prevalans: Italya'da 1: 2.700 canli dogumdan ve Irlanda'da 1: 4.500 canli
dogumdan Finlandiya'da 1: 100.000 canli doguma kadar genis bir yelpazede
degismektedir(33). Ispanya, PAH'm kismi inaktivasyonundan kaynaklanan diisiik tedavi
edilmemis PHEA konsantrasyonlar1 (kan PHEA 360-600 umol/l) ile yiiksek hafif HPA ve
PKU prevalansina sahip olmasi bakimindan diger Avrupa iilkelerinden/bolgelerinden
farklidir(34). Orta Dogu'daki bazi iilkelerde/bolgelerde PKU prevalansi, beyaz veya Dogu
Asya popiilasyonlarindakiyle karsilastirilabilir veya hatta onlardan daha yiiksektir. Ornegin,
Tlrkiye'de(34, 35), Iran'm Fars eyaletinde(36) ve Rusyamin Karacay-Cerkes
Cumhuriyeti'nde(37) prevalans sirastyla 1:4,370, 1:4,698 ve 1:850 yenidogandir. Bu son
derece yiiksek yaygmlik, akraba evliliklerinin daha sik ortaya ¢ikmasiyla agiklanabilir.
Tayland (1:212,535)(38) ve Japonya (1:120,000)(39) gibi baz1 Asya popiilasyonlarinda PKU
prevalansi diisiiktiir. Giiney Amerika'daki prevalanst ~ 1: 25.000-50.000 canli dogum
arasinda degismektedir(40).
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Sekil 2.2.1.1. Diinya capinda PAH eksikligi prevalansi ve farkh PAH eksikligi
fenotipleri(41).

2.2.2.PKU Mekanizmalar/Patofizyolojisi

PAH, Tyr olusturmak iizere PHEA 'nin hidroksilasyonunu katalize eden tetramerik,
demir igeren bir monooksijenaz enzimidir(42) (Sekil 2.2.1.). Bu reaksiyon, bir kofaktor
olarak molekiler oksijeni ve bir ko-substrat olarak indirgenmis pterin BH4'ii gerektirir. PAH
aracili hidroksilasyon, L-Phea'nin ara metabolizmasinda hiz sinirlayict adimdir. Mevcut
gelismis arastirma araglariyla bile, net protein metabolizmasi i¢in kullanilan PHEA miktar1
tam olarak bilinmemektedir. Saglikli ¢ocuklarda ve yetiskinlerde PHEA
gereksinimlerindeki farktan, PKU'lu ¢ocuklarda ve yetiskinlerdekilere kiyasla, tipik diyet
PHEA aliminm ~% 10-20'sinin rutin protein dongiisii sirasinda kullanildigini tahmin
ediyoruz; geri kalam1 PAH'm etkisiyle Tyr'a donistiriiliir. Tyr, ndrotransmitterlerin
dopamin, adrenalin ve norepinefrin Gretimi, tiroid bezinde tiroksine ve melanositlerde
melanine doniisiim ve yakit olarak kullanilmak iizere asetoasetat (bir keton) ve fumarat (bir
Krebs dongiisii ara maddesi) i¢in tam katabolizma dahil olmak iizere ¢esitli metabolik kadere
sahiptir. PAH aktivitesinin kalitsal veya fonksiyonel eksikligi, HPA, hafif Tyr eksikligi ve
siddetli oldugunda, fenilpiruvatin (spontan PHEA deaminasyonunun iiriinii) ve diger fenil

keton cisimlerinin idrarla atilimina yol agar(31).
2.2.3.PKU Genetik Etiyolojisi

HPA en sik olarak, kromozom 12 {izerinde bulunan PAH genindeki otozomal resesif
bir sekilde kalitsal olan patogenetik varyantlardan kaynaklanir ve bu da aktivitesi azalmis
veya hig aktivitesi olmayan PAH monomerlerinin tretimine veya PAH proteininin tamamen
yokluguna yol agar. Daha nadiren, fonksiyonel PAH eksikligi, biyopterin sentezindeki
kalitsal kusurlara (GTP siklohidrolaz 1 (GTPCH) veya 6-piruvoyltetrahidropterin sentaz
(PTPS) eksiklikleri) veya BH4 geri doniisiimiine (dihidropiridin rediiktaz (DHPR) veya
pterin-4a-karbinolamin dehidrataz (PCD) eksiklikleri) bagli BH4 eksikliginden kaynaklanir.
Ilging bir sekilde, GTPCH eksikliginin otozomal dominant formu ve sepiapterin rediiktaz
(SR) eksikligi PAH aktivitesini azaltir, ancak HPA ile sonuglanmak i¢in yeterli degildir(43).
Fonksiyonel PAH monomerlerinin katlanmasi ve montaji, yakin zamanda tarif edilen
kalitsal HPA'nin ek bir nedeni olan ve biiyiik klinik degiskenlige sahip gerekli saperon
DNAJC12'nin yoklugunda bozulur(23, 44, 45).



PKU genetik olarak cok heterojendir ve diinyanin dort bir yanindan PKU'lu
bireylerde kataloglanan >1.000 PAH varyant1 vardir(33, 46). Birgok hasta iki farkli PAH
varyant1 i¢in bilesik heterozigottur ve bu da 2.600'den fazla bilinen PKU'ya neden olan

genotipe yol agar.

PKU'lu bebekler dogumda fenotipik ve fonksiyonel olarak normaldir. Diisiitk dogum
agirhigr ve dogumda kisa viicut uzunlugu iki ¢alismada(47, 48) bildirilmistir, ancak birkag
caligmanin meta-analizi normal dogum oncesi biiylimeyi gostermistir(49). PAH sadece
karaciger ve bobreklerde(50) eksprese edilmesine ragmen, higbir organ PAH eksikliginin bir
sonucu olarak belirgin anlamli bir patolojiden muzdarip degildir. Tedavi edilmedigi
takdirde, PKU en derinden beyni etkiler (Sekil 2.2.3.1.). PKU'lu tedavi edilmemis bireylerin
birka¢c post-mortem noropatolojik degerlendirmesi, noron sayilar1 genellikle normal
olmasma ragmen, her durumda kiiciik beyin boyutu ve bozulmus miyelinasyon
belgelemistir(51). PKU'daki beyin disfonksiyonunun kesin nedeni belirsizdir. Onlarca yillik
calismalardan sonra bile, PAH eksikligi ile iliskili ndropatolojinin temelini olusturan

molekiiler patofizyoloji tam olarak anlagilamamuistir(52).
2.2.4.PKU Tamsi

Yaymlanmig kanitlar, PKU icin evrensel NBS'min kabul edilen tiim tarama
kriterlerini karsiladigini ve yenidogan kan lekelerinin toplanmasi ve test edilmesi i¢in gerekli
maliyet ve altyapiyr hakli ¢ikardigini dogrulamaktadir(53-55). NBS, popiilasyonlarin
PKU'ya sahip olmadigi bilinen iilkelerde bile ulusal bir yiikiimliiliik olarak kabul edilir.
Ulkelerdeki yiiksek gd¢ nedeniyle, PKU tanis1 miimkiin olmaya devam etmektedir. NBS,
tedavinin zamaninda baslamasini saglamak icin tiim yenidoganlardan kan alinan saglam bir
altyap1 (ideal olarak dogumdan 24 ila 72 saat sonra) ve kan lekelerini verimli bir sekilde
isleyebilen iyi donanimli bir laboratuvar gerektirir. Diislik gelirli tilkeler, diger iilkelerin

NBS laboratuvar imkanlarini kullanmay1 diisiinebilir(6).

Kan 6rneklemesi zamanindan itibaren NBS prosediirlerinin optimizasyonu, yiuksek
kan PHEA seviyelerini teshis etmek igin se¢ilen yontem ve sevk prosediirii iizerinde ¢alisan
cok sayida komite ve ¢aligma grubu vardir. En azindan kismen, bu prosediirler ulusal saglik
kuruluslarma baglidir. En 6nemli konu, pozitif NBS sonucu olan ¢ocuklarin, PKU hastalar1
icin en iyi sonucu saglamak adina tani prosediirleri ve erken tedavi stratejileri konusunda

bilgi ve deneyime sahip uzmanlasmis bir metabolik merkeze yonlendirilmesi gerektigidir.



NBS gecirmemis ve gelisimsel gecikme veya diger PKU ile iliskili semptomlarla bagvuran

bireyler, plazma amino asitlerini analiz ettirmelidir (6, 56).

Ozet olarak; uygun maliyetli ve efektif oldugu kanitlandig1 i¢in NBS ulusal bir

yukumlulik olarak kabul edilmelidir.
2.2.5.PKU Taramasi

Gilintimiizde, diinya capinda cogu iilkede/bolgede PKU i¢in yenidogan taramasmin
uygulanmasi, taninin tipik olarak yenidogan doneminde ortaya ¢ikmasiyla sonuglanmistir.
Tarama, saglikli bir yenidogandan topuktan igne ile bir damla kan alinmasini igerir.
Topuktan ignenin kesin zamanlamasi lilkeler/bolgeler arasinda farklilik gosterse de, kan
alimi i¢in uygun zaman dogumdan sonraki 24 saat ile 72 saat arasindadir. Bebegin
topugunun dis veya i¢ tarafi delinir ve bir filtre kagidi kartina (Guthrie kart1) kan damlatilir,

boylece karttaki isaretli daireler tamamen doygun hale gelir.

Kalibrasyon noktalari, hasta numunesindeki PHEA konsantrasyonunun kabaca
tahmin edilmesini saglar. Bu tahlil kolay uygulanabilir, diisiik maliyetli ve ¢ok sayida
bireysel numunenin taranmasi i¢in uygundur; bununla birlikte, sinirli duyarliliga sahip yar1
niceliksel bir yontemdir (6rnegin, antibiyotiklerin varligi yanhs negatif sonuclara neden
olabilir). PHEA seviyelerini élgmek icin florimetrik mikroanaliz (FMA) kullanilarak artan
dogruluk ve hassasiyet elde edilmistir. Yontem, kromatografi ayirmasini, ardindan
tirevlendirmeyi ve florimetre saptamasmi icerir. Hem BIA hem de FMA, PHEA gibi
yalnizca tek bir amino asidi saptar, tandem kiitle spektrometrisi (TMS) ise ¢oklu amino
asitlerin o6lgiilmesine izin verir. Ge¢miste yiiksek protein alimi yanlis pozitif sonuglara yol

acabiliyordu, ancak artik TMS'de durum ayni sekilde degildir.
2.2.6.PKU Simiflandirmasi

PKU’de fenotip siniflandirmasi konusunda fikir birligi yoktur. Blaskovics, 5'i PAH
eksikligi ile iligkili olan 8 HPA hastalik tipi arasindaki yanitlara dayali olarak alt tipleri ayirt
etmek icin bir PHEA yiikleme testi gelistirmistir(57). Bununla birlikte, su anda, bu PHEA
seviyesini arttirdid1 i¢in etik olarak kabul edilmemektedir. 1980 yilinda, tedavi edilmemis
PHEA seviyeleri, 6rnegin klinik tanida 6lgiilenler, Giittler tarafindan PKU fenotiplemesi i¢in
kullanilmustir (58). Bu kriterler artik ¢ok gesitli kesme noktalar1(59) ve daha da 6nemlisi
yenidogan tarama zamani da dahil olmak iizere cesitli nedenlerle hastalarin teshisine

yardimc1 olmamaktadir, ¢iinkli hastalar genellikle maksimum PHEA konsantrasyonlarma



ulagsmadan 6nce tedaviye baslayacaktir(60). Ek olarak, PHEA tolerans1 3 veya 4 fenotip
arasinda ayrim yapmak i¢in kullanilir(58, 61).

Guttler ve Guldberg, PAH enzim eksikligi olan ve tedavi edilmesi gereken
hiperfenilalaninemili (HFA) bireylerin tedavi 6ncesi kan PHEA diizeylerini ve bes yasinda
iken tolere ettikleri gunlik PHEA miktarlarunit dikkate alarak PKU hastaligini
simiflamislardir. Guldberg ve ark, bireylerin 5 yasindan 6nce PHEA toleransina gére PAH
yetersizligini dort smifta toplamislardir(62):

1) Klasik PKU, tamamen veya tamamene yakin PAH enzim
yetersizligidir. Etkilenen bireyler, kan PHEA diizeylerini giivenli araliklarda <300
pmol/L tutmak icin  <250-350 mg/gin PHEA tolere edebilmektedirler. Klasik
PKU’de tibbi beslenme tedavisi olmaksizin, geri doniisiimsiiz zihinsel gerilik
bildirilmektedir.

2) Orta (moderate) PKU, bu gruptaki bireyler 350-400 mg/giin PHEA
tolere edebilmektedirler.

3) Hafif (mild) PKU, bu gruptaki bireyler 400-600 mg/gin PHEA tolere
edebilmektedirler.

4) Hafif (mild) HPA, normal beslenme ile yenidogan ddéneminde

bireylerin kan PHEA diizeyleri < 600 pmol/L dir.
2.2.7.PKU Yonetimi

Tedavi edilmeyen PKU, yalnizca yenidogan taramasinin baglamasindan 6nce veya
her yenidogan i¢in yenidogan taramasinin heniiz mevcut olmadig1 bir iilkede dogmus ve bu
nedenle dogumdan itibaren tedavi edilmemis bireylerde goriiliir. PKU, zihinsel engelliligi
onlemek i¢in bir tedavinin uygulandig ilk hastalikti. PKU tedavisinin hedefleri sunlardir:
optimal norobiligsel gelisim ve islevsellik, normal blyume, optimal beslenme durumu,
yasam kalitesi (QOL) ve psikososyal refah. HPA tanis1 6nemli olmakla birlikte, PKU'nun
diyet tedavisi, biiyiik biligsel ve norolojik eksiklikleri onlemek i¢in dogumdan sonraki ilk

giinlerde baglatilmalidir(63).
2.2.7.1.Diyet YoOnetimi

Bickel ve arkadaslar1 tarafindan 1953'te tanitildigindan beri fenilalanin'in diyet
kisitlamas1 PKU tedavisinin temel dayanagi olmaya devam etmektedir(64). PKU

hastalarinda agir1 kan ve dolayisiyla beyin PHEA 'sindan kaynaklanan geri doniisii olmayan
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herhangi bir nérolojik hasari 6nlemek i¢in diyet tedavisi yenidogan doneminde baslamali ve

Omur boyu devam ettirilmelidir.

Beslenme tedavisinin devaminda da bazi sorunlar yasanmaktadir 6rnegin; Cocugun
ebeveynleri diyeti kontrol ettiginden, diyete baglilik genellikle yenidogan déneminde ve
erken ¢ocukluk doneminde kolaydir. Bununla birlikte, diyetin lezzetliligi nedeniyle ¢ocuklar
ergenlige yaklastikca diyete uyum giderek zorlasir. Bu, bu yas grubundaki bireylerin bir
kisminda kan fenilalanin konsantrasyonlarmin zayif kontrolii ile agik¢a yansitilmaktadir (29,

65, 66).

Simdi ¢ok mantikli goriiniiyor, ancak belirli bir amino asidin alimin1 sinirlamak i¢in
diyet kontroliiniin baslatilmasi, PKU'nun anlasilmasinda ve sadece PKU'lu hastalar i¢in
degil, ayni zamanda amino asitlerin, karbonhidratlarm veya yag asitlerinin
metabolizmasinda diger kusurlar1 olanlar i¢in de sonuglarin iyilestirilmesinde ileriye dogru
atilmig muazzam bir adim olmustur. PKU'nun diyet tedavisi ¢cok basarili olmustur, ¢iinkii
PHEA viicutta sentezlenemez ve bu nedenle PHEA sozde esansiyel bir amino asittir, yani

kan PHEA konsantrasyonu diyet PHEA alimina biiyiik 6lgiide bagimhidir(31).

PHEA kisith diyetin etkili oldugu gosterilmis olmasina ragmen, her tedavi hedefini
en uygun sekilde yerine getirmez. Ornegin, muhtemelen yiiriitiicii fonksiyonlardaki
eksikliklerle iligkili olan dikkat eksikligi-hiperaktivite bozuklugu ve spesifik 6grenme
giicligii insidansi, PKU'lu iyi tedavi gérmiis ¢cocuklarda PKU'suz c¢ocuklara gore daha
yuksek kalabilir(67). Ergenlik ve yetiskinlik doneminde metabolik kontrol kaybi, dikkat, ruh
hali, hafiza ve yiiriitiicii islev lizerinde 6nemli olumsuz etkilerin ortaya c¢ikmasi ile
iliskilidir(68, 69). Birka¢ bireyde, alt ekstremite spastisitesi ve ndbetleri, yetiskinlik
doéneminde tedaviye uzun siire uyulmamasindan sonra gelisebilir(70). Ensefalopati, uzun
stireli metabolik kontrol eksikliginden sonra ve ilk prezentasyonda hastalarda tanimlanmistir
(71, 72) ve siki diyet tedavisine yanit vermektedir. Gorsel anormalliklerin, hastanin uyumsuz
oldugu yetiskinlik doneminde ortaya ¢iktig1 ve siki diyetin yeniden uygulanmasimdan sonra
kayboldugu bildirilmistir(71). Bu veriler, metabolik kontrole uymayan cocuklarda tarif
edilen daha ince gérme eksiklikleri ve PKU'lu tedavi edilmemis yetiskinlerde kortikal korlitk
ile tutarh goriinmektedir(73, 74).

2.2.7.2.Diyet Yonetiminin flkeleri

PKU’de diyet yonetimi 3 temel ilkeye dayanir:
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1. Dogal protein / fenilalanin aliminin siki kontrolii ile kanda (ve dolayisiyla beyinde)
asir1 fenilalanin birikmesini 6nlemek.

2. Diyetten ¢ikarilan dogal proteinin, sentetik protein, amino asit karigimi / takviyesi
veya bir protein ikamesi olarak adlandirilan giivenli veya fenilalanin icermeyen
protein ile degistirilmesi. Ciinkii tum protein ikameleri fenilalanin icermez veya
fenilalanin yonunden ¢ok diisiiktiir.

3. Normal biiyiime ve beslenme durumuna ulagmak. Bu, diyetin tiim besin
maddelerinin ve enerjinin dengeli bir sekilde alinmasini saglayarak elde edilir.
Vitamin ve mineral takviyeleri ya protein yerine eklenir ya da ayr1 bir takviye olarak
verilir(75).

2.2.7.3.Diisiik fenilalanin diyetinde kacimlan yiyecekler:

PKU'lu ¢ogu insanda, dogal protein veya diyet fenilalanin alimi, Avrupa PKU
Yonergeleri hedef araliklarinda kan fenilalanin konsantrasyonlarini korumak icin diizenli

alimin %25'i veya daha az1 ile siirlhidir(6).

Bu genellikle asagidakiler gibi tiim yiiksek proteinli gidalardan kagmilmasini /

kisitlanmasini gerektirir:

7

*» Et, tavuk, balik, yumurta ve hayvan siitiinden elde edilen peynir (inek, ke¢i, koyun).
¢ Findik, tohum, kinoa, bugday, yulaf, ¢avdar, arpa.

¢ Quorn'dan™ yapilan yiyecekler (mantar kokenli proteinden yapilan bir et ikamesi).
% Soya, tempeh, bakliyat/mercimek.

% Jelatin ve spirulina gibi bitki algleri.

¢ Aspartam (tatlandirici).
2.2.7.4.Fenilalanin Toleransi

Fenilalanin toleransi, hedef tedavi araliginda kan fenilalanin konsantrasyonlarini

korurken PKU'lu bir birey tarafindan alinabilecek fenilalanin miktaridir(75).

Hedef kan fenilalanin araliklar1 sunlardir: 12 yasina kadar olan ¢ocuklar ve gebelik
oncesi diyet veya gebelik alan kadmlar i¢in 120 ila 360 pmol / L; ve >12 yas aras1 hastalar
icin 120 ila 600 umol / L.

Tolere edilen diyet fenilalanin miktari, her bir kisinin PKU'sunun ciddiyetine (hafif
veya orta derecede PKU'lu kisiler daha fazla proteine tolerans gdosterecektir), protein

ikamesinin dozajna, bagliligina ve giinliik dagilimina veya ilag tedavisi, sapropterin veya
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Pegvaliaz'in (>16 yas aras1 hastalar) tedavi rejiminin bir parc¢asi olup olmadigina bagli olarak
bireyler arasinda degisecektir. Ayrica hastalik sirasinda biiylime, hamilelik ve katabolik
durumdan da etkilenir. Diyet tedavisi géren hastalarin ¢ogu 500 mg / giin'den az fenilalanin
tolere eder(75).

2.2.7.5.Diyette Fenilalanin Tahsisi

PKU'lu tiim bireylere, bireysel toleranslarina gore giinliik bir fenilalanin 6denegi
tahsis edilmelidir. Bu, bireylerin tutarl bir fenilalanin / protein alimini siirdiirmelerini saglar.
Fenilalanin / protein alimmi hesaplamanimn farkli yollar1 vardir ve herhangi bir yontemin
digerinden daha 1yi oldugunu gdosteren ¢ok az kanit vardir. Fenilalanin / protein alimi,
giinliik protein gramlar1 veya miligram fenilalanin ile hesaplanabilir. Avrupa genelinde,
saglik uzmanlar1 her giin yenen fenilalanin miktarini1 hesaplamak i¢in bes sistemden birini

kullanabilir ve tiim sistemler kabul edilebilir kan fenilalanin kontroliinii saglar (75).
Fenilalanin alimini hesaplamak i¢in 5 sistem sunlardir:

¢ Fenilalanin degisim sistemi (6rnegin 50, 25, 20 mg fenilalanin).

% 1 g protein degisimi.

¢ 1 g protein degisimi (ancak meyve ve sebzelerin fenilalanin analizlerini kullanarak
ve 50 mg fenilalanin saglayan agirligin hesaplanmasi).

¢ Gidalarm fenilalanin igerigini listeleyen kagit listeler / uygulamalar.

¢ Gidalarm protein igerigini listeleyen kagit listeler / uygulamalar.

Soslar ve kahvaltilik gevrekler gibi diizenli olarak iiretilen gidalar i¢in, proteinli gida
etiketleri, diislik fenilalanin diyeti i¢in uygun olup olmadiklarmi belirlemek i¢in kullanilir.
Bazen protein etiketlemesi kafa karistirict oldugu icin bu zor olabilir. Protein etiketlemesi

kullanilirken dikkat edilmesi gereken 6zel hususlar Tablo 2.2.7.5.1.'de verilmistir.

Tablo 2.2.7.5.1. Gida etiketlerinden protein analizini yorumlarken dikkat edilmesi

gerekenler

* Normal gidalarin gida beslenme etiketlerinde belirtilen fenilalanin iceriginden ziyade

proteindir.

» AB'de iiretilen gidalar i¢in, protein igerigi <0,5 g / 100 g ise, gida iiriinii 0 g protein

icerdigini belirtebilir.
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* ABD, <1 g'lik bir protein igeriginin dnemsiz oldugunu diisiinmektedir ve protein igerigi
1 g / porsiyon boyutunda <ise, porsiyon biiyiikliigli basina spesifik protein miktarini

belirtmeyecektir.

» Bir gida etiketindeki protein icerigi, pismis veya pismemis agirlik arasinda ayrim

yapamaz.

» Kuru gidalarda, protein igerigi ancak bir gida 'teorik olarak' yeniden olusturulduktan
sonra listelenebilir. Ureticiler, baz1 gida maddelerinin siitii ile yeniden olusturuldugunu
varsayabilir, 6rnegin tatlilar veya muhallebi ve bu, etikette belirtilebilecek protein
degeridir. Bu, kuru gidalarin siitii yerine diisiik proteinli siitle yeniden olusturulmasi

durumunda protein igerigini abartacaktir.

2.2.7.6.Diisiik Proteinli Ozel Gidalar:

Ozel tibbi amaglar i¢in hazirlanmis diyet gidalaridir ve EC (European Community)
Yonetmeliklerinde ‘‘hastalarm diyet yonetimi ig¢in 6zel olarak islenmis veya formiile edilmis
ve tibbi gézetim altinda kullanilmasi1 amaglanan belirli beslenme amacli gidalar kategorisi’’
olarak tanimlanmistir. Diisiik protein ve fenilalanin igerigine sahip ve tedavi i¢in tiretilmis

un, ekmek, makarna gibi Grtnlerdir.

Cok diisiik protein kaynaklarindan yeterli enerji alimi saglamak, enerji
gereksinimlerini  karsilamak ve =zayif kan fenilalanin kontroliine yol agabilecek
katabolizmay1 en aza indirmek i¢in gereklidir. Normal bir enerji aliminmn siirdiiriilmesi,
protein bakimindan ¢ok diisiik olan 'diizenli' gidalarin kullanimi ve ekmek ve makarna gibi

Ozel olarak tiretilmis diisiik proteinli gidalarn tiiketimi ile tesvik edilerek saglanir.

Diisiik proteinli/diisiik PHEA 'li 6zel sut: Tuketilen hacimde 24 saatte > 25 mg
toplam fenilalanin alimi saglayan herhangi bir diisiik proteinli 6zel siit ikameleri fenilalanin
miktar1 hesaplanmali/6l¢iilmelidir. Diisiik proteinli siit ikamelerinden alinan toplam

fenilalanin alim1 24 saatte <25 mg fenilalanin sagliyorsa, kisitlama olmaksizin

verilebilir(75).

Alkollii i¢ecekler: Niifusun geri kalani gibi, PKU'lu yetiskinlere de lgiilii miktarda

alkol almalar1 tavsiye edilir.

Bununla birlikte, PKU'lu insanlar icin birgok uygun alkollii icecek vardir (Tablo

2.2.7.6.1.). Baz1 alkollii igecekler -bira gibi- protein icerir ve sadece gunluk protein /
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fenilalanin 6deneginin bir pargasi olarak alinmalidir. Ne yazik ki, alkollii i¢ecekler icin
beslenme bilgilerinin saglanmasini zorunlu kilan higbir Avrupa gida yasasi yoktur. Bu, bir
iiretici bunu goniillii olarak beyan etmeyi se¢cmedigi siirece, alkoliin gida etiketlemesinde

100 ml basina protein igerigini listeleyemeyecegi anlamina gelir.
Ayrica, bazi igecekler aspartam igerir ve bu igecek gruplarindan kaginilmalidir.

Tablo 2.2.7.6.1. Uygun alkollt icecekler

- Kuru, tath ve vintage cidar.
- Kirmizi, beyaz ve giil sarab1 (750 ml yaklasik 50 mg fenilalanin igerir). - Sampanya ve

prosecco.

- Liman sarabi ve seri.

- Kuru ve tatli vermut.

- Alkollt ickiler: viski, cin, votka, rom, brendi, tekila ve martini.

Onceden karistirilmis iceceklerin ve kokteyllerin (6r. alkol + limonata) aspartam

icerebilecegini liitfen unutmaym.

Alkolli kremalar, Amaretto ve Advocaat (yumurta icerir) gibi bazi likérler protein

icerecektir.

PKU'lu bir kisi i¢in dengeli bir diyet asagidakilerden olusmalidir (Sekil 2.2.3.1.)

Diisiik protein, ancak 6l¢iilil
kullanim

Giinliik fenilalanin ihtiyacin
karsilamak icin kullanilan gidalar

Diisiik proteinli temel gidalar

75mg/100g'a kadar
fenilalanin iceren
meyve ve sebzeler, 5
porsiyon/gin

Protein
ikameleri,
glinde 3ila 4
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Sekil 2.2.3.1. PKU igin Besin piramidi (75).
2.3.Molekiiler Baskilama Teknolojisi

Molekiiler baski, bir sablon molekiiliin varliginda fonksiyonel monomerlerin
polimerizasyonunu ifade eder. Ideal olarak, monomerler sablonun etrafinda bir &n
polimerizasyon kompleksi olusturur, boylece sablonun sekli polimer matrisi i¢ine basilir.
Sablonun uzaklastirilmasindan sonra, ortaya ¢ikan bosluk segici olarak yeniden baglanabilir
ve elde edilen malzemelere molekiiler olarak damgalanmis polimerler (MIP'ler) denir(76).
Islevsel monomerlerin se¢imi son derece dnemlidir ve m-w istifleme, hidrojen baglanmast,
elektrostatik etkilesimler ve hidrofobik etkilesimler gibi ¢esitli molekiiller aras1 kuvvetlerin

yer almasina izin veren sablonun 6zelligine uymalidirlar(77).

MIP kavramu ilk olarak 1930'larda 6nerilmistir(78). O zamandan beri, birkag a¢idan
onemli bir gelisme gdrmiistiir. Ornegin, metal iyonlarindan, kiigiik molekiillerden(79),
peptitlerden ve proteinlerden(80), nikleik asitlerden(81) tim hiicrelere(82) kadar ¢esitli
sablonlar gosterilmistir. MIP'nin baslica uygulamalar1 arasmmda kromatografi, kat1 faz
ekstraksiyonu(83), biyosensorler(84), terapotikler(85), organik sentezler ve kataliz bulunur.
MIP'nin avantajlari, antikorlar gibi biyolojik olarak tiiretilmis ligandlara kiyasla maliyet

etkinligi, genellik ve daha yiiksek stabilite gibi agiktir(86).

Bununla birlikte, MIP'lerin bir zorlugu, nispeten diisiik baglama performanslar1(87)
veya diisiik baski faktoriidiir; bu, baskilanmamis polimerler {lizerine basilmis baglanma
afinite oram1 olarak tanimmlanir. Ek olarak, basit optik spektroskopi ile baglanma
reaksiyonunu tespit etmek zordur. Son olarak, fonksiyonel monomerlerin secimi son derece

onemlidir, ancak genellikle bir deneme yanilma siirecidir(88).
2.4.Biyosensor Teknolojisi

Biyosensorler, reaksiyondaki bir analitin konsantrasyonuyla orantili sinyaller
iireterek biyolojik veya kimyasal reaksiyonlar1 6lgen bir cihazlardir. Biyosensorler, hastalik
izleme, ila¢ kesfi ve kirleticilerin, hastaliga neden olan mikroorganizmalarm ve viicut
stvilarinda (kan, idrar, tiikiiriik, ter) hastaligin gostergeleri olan belirteglerin tespiti gibi
uygulamalarda kullanilir. Tipik bir biyosensor Sekil 2.4.1.'de gosterilmistir ve asagidaki

bilesenlerden olusur;

+Analit: Tespit edilmesi gereken ilgi cekici bir maddedir. Ornegin, glikoz, glikozu

tespit etmek i¢in tasarlanmis bir biyosensordeki bir “‘analit’’tir.
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*Biyoreseptor: Analiteyi spesifik olarak tanityan bir molekiil, biyoreseptdr olarak
bilinir. Enzimler, hucreler, aptamerler, deoksiribonukleik asit (DNA) ve antikorlar
biyoreseptdrlerin bazi 6rnekleridir. Biyoreseptoriin analit ile etkilesimi iizerine sinyal tiretme

islemine (1s1k, 181, pH, yiik veya kiitle degisimi vb. seklinde) biyo-tanima denir.

*Doniistiirticii: Doniistiiriicti, bir enerji bi¢imini digerine doniistiiren bir elemandir.
Bir biyosensorde, doniistiirliciiniin rolii, biyo-tanima olayin1 Olgiilebilir bir sinyale
dOniistiirmektir. Bu enerji doniisiim stireci sinyalizasyon olarak bilinir. Cogu doniistiiriicii,
genellikle analit-biyoreseptor etkilesimlerinin miktariyla orantili optik veya elektrik

sinyalleri Gretir.

*Elektronik: Bu, doniistiiriilmiis sinyali igleyen ve goriintiilleme i¢in hazirlayan bir
biyosensoriin parcasidir. Amplifikasyon ve sinyallerin analogdan dijital forma
doniistiiriilmesi  gibi  sinyal kosullandirmasmi gergeklestiren karmasik elektronik
devrelerden olusur. Islenen sinyaller daha sonra biyosensdriin goriintiilleme iinitesi

tarafindan ol¢iiliir.

* Ekran: Ekran, bir bilgisayarn sivi kristal ekrani veya kullanici tarafindan
anlagilabilir sayilar veya egriler {ireten dogrudan bir yazict gibi bir kullanic1 yorumlama
sisteminden olusur. Bu boliim genellikle biyosensoriin sonuglarini kullanici dostu bir sekilde
iireten donanim ve yazilim kombinasyonundan olusur. Ekrandaki c¢ikis sinyali, son

kullanicinin gereksinimlerine bagli olarak sayisal, grafik, tablo veya goriintii olabilir(89).

Biyoreseptor

1 Déniistiriicii Elektronikler | Ekran
Analit Fotodi - ]
_ Isk |yt Donis  Amalogdan g
Enzim tardcd dijitale 3
sinyali T mi§
Is1 Isil doniistiirme inval
Hucreler direng sinya
4
Aptamer
elektr
* 3 DNA odu

Nanopar Kuvar kosullandir
caciklar s ma
elektr
odu

Sinyalizasyon Miktar Belirleme
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Sekil 2.4.1. Bir biyosensoriin sematik gosterimi (90)

2.4.1 Biyosensor Uygulamalan

Biyosensorler, yasam kalitesini iyilestirmeyi amaglayan ¢ok genis bir uygulama
alanina sahiptir. Bu seri; ¢cevresel izleme, hastalik tespiti, gida glivenligi, savunma, ilag kesfi
ve daha pek ¢ok sey icin kullanimlarini kapsar. Biyosensdrlerin ana uygulamalarindan biri,
bir hastaligm gostergesi veya bir ilacin hedefi olan biyomolekiillerin tespitidir. Ornegin,
elektrokimyasal biyosensing teknikleri, protein kanseri biyobelirteglerini tespit etmek igin
klinik araglar olarak kullanilabilir(89, 91, 92). Biyosensorler ayrica gida izlenebilirligini,

kalitesini, glivenligini ve besin degerini izlemek i¢in platformlar olarak da kullanilabilir(93,
94).

Sekil 2.4.1.1., biyosensorlerin kullanildig: farkli aragtirma alanlarii gostermektedir.

Su : <
- BIYOSENSOR Cevresel
Kalitesi Izleme

Y Onetimi

Savunma Toprak
Amach Kalitesi

Toksinler i
Gida Izleme

Kalitesi
[zleme

Sekil 2.4.1.1. Biyosensorlerin bashica uygulama alanlar (90)
18



2.5.Nanoteknoloji

Alandan bagimsiz olarak, minyatiirlestirmenin her zaman c¢esitli nedenlerle faydal
oldugu kanitlanmustir. Ornegin, biyosensoriin boyutunu mikro veya nano dlgege indirgemek,
daha iyi bir sinyal-giiriiltii oranmnin yani sira daha kiiglik numune hacimleri kullanma
olasiliginin yam sira daha disiik tahlil maliyetleri anlamma gelir. Ayrica, nano Olgekli
boyutlara dogru giderken, algilama aktif alaninin yiizey-hacim orani artar ve algilama
elektrodunun boyutlar1 ile hedef biyobelirtecin boyutlar1 karsilastirilabilir hale gelir. Bu,
hem spesifik olmayan baglanmanin azalmasina hem de hedef molekiile dogru baglanma
verimliliginin artmasina neden olur. Sonug olarak, biyoreseptor algilama sistemi i¢in aktif
bir doniistiiriicii haline gelir ve tek molekiillii algilama gergeklestirmek miimkiin hale

gelir(95).

Bir elektrokimyasal sistemdeki ilging bir gercek, nano 6lgekli boyutlara dogru cift
katmanli kapasitansin elektrot alanmna bagimmlilig1 nedeniyle onemli dl¢lide azalmasidir.
Sonug olarak, son derece diisiik RsCdl zaman sabiti (burada Rs, direncidir ve Cdl ¢ift
katmanli kapasitanstir) ultra hizli elektron transfer kinetigine izin verir ve kisa omiirlii ara
tiirler de arastirilabilir. Zaman sabiti azaldikca, bir 6l¢timii gerceklestirmek i¢in gereken stire
de nanosaniye alanma dogru azalir. Dahasi, Cdl 6nemli 6l¢iide azaldiginda, bir bagka ilging
sonug, normal mikroelektrotlarm kullanilamadig: yerlerde yiiksek c¢ozelti direncine sahip
ortamlarda Ol¢iim yapma olasiligidir. Aslinda, RsCdl faktoriinii sabit tutarak, destekleyici

bir elektrolit gerektirmeden bile 6lciimler yapmak mumkaindir(96).

Grafen, grafen oksit ve karbon nanotiiplerin (tek veya ¢oklu tek atom kalinliginda
karbon konsantrik tiipler) yani sira farklt malzemelerin nanopartikiilleri ve nanotellerin
entegrasyonu, elektrot retimi igin literatiirde yaygin olarak bildirilmistir. Bu sekilde imal
edilen biyosensorler, gilinlimiizde daha Once miimkiin olandan daha diisiik algilama

sinirlarina izin vererek tek molekiillii algilamay1 bile miimkiin kilmaktadir(89).

PHEA konsantrasyonunun tespiti icin florometrik enzim analizi, HPLC ve tandem
kiitle spektrometrisi kullanilir(7, 8). Bununla birlikte, bu teknikler zaman alicidir ve pahali
ekipmanlar gerektirir. Bu nedenle hassas, se¢ici, hizli ve diisiik maliyetli bir teknige sahip

PHEA tespiti klinik takip i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bir yar1 iletken olarak WS;, elektron taginmasim ve aktif bdlgeleri azaltabilir.
WSz2'nin grafen oksit/grafen bazli nanomalzemelere dahil edilmesi, elektron transferi,

elektrokimyasal iletkenlik ve agregasyonsuzluk kinetigini iyilestirebilir(9, 10). Azot, bor,

19



fosfor ve kiikiirt gibi bazi heteroatomlarin karbon bazli malzemelere katilmasi, yari iletken
Ozelliklerini ve gelismis performansa neden olan aktif alanlar1 belirleyebilir(11, 12).
Nanomalzemeler iizerindeki azot, bor, fosfor ve kiikiirt atomlarinin karbon atomlarina orana,
sentez ve iiretim prosediirlerini etkilemektedir. Elektrik iletkenligi ve baglanma egilimi gibi
bazi1 6zellikleri nedeniyle, elektrokimyasal sensor uygulamalarinda grafen/grafen oksit bazli

heteroatomlar siklikla kullanilmistir(13, 14).

Mevcut ¢aligmada, PHEA tespiti icin WS, NFs/N,B-GR nanokompozitine dayali
yeni bir molekiiler baskili elektrokimyasal sensor gelistirilmistir. Yiiksek safliga sahip ¢evre
dostu WS, NFs/N,B-GR nanokompozit, hidrotermal sentez ile hazirlanmistir. Daha sonra
WS NFs/N,B-GR modifiye elektrot yizeyine yiiksek segici nano kavite saglayan molekiiler
baskilama yontemi uygulanmistir. Molekiiler baskilama teknigi, secilen hedef molekiilii
(protein, iyon, pestisit gibi) sekil, boyut ve geometrik yap1 bakimindan taniyan herhangi bir
polimer matrisinde hafiza bolgelerinin olusturulmasi olarak tanimlanir(15). Segici tanima
bolgelerine sahip polimerler, molekiiler baskilama yontemi ile tespit edilmesi veya
uzaklastirilmasi gereken hedef molekiil i¢in hazirlanir(16). Molekiiler baskilama yontemi
kullanilarak hazirlanan destek matrislerinin, hedef analit molekiiliinii yiiksek secicilikle
belirlemesi 6nemlidir(17). Son olarak, hazirlanan elektrokimyasal PHEA sensorii, 3.0x10712
M LOD ve cevresel uyumluluk ile yiiksek secicilik ve yiiksek hassasiyet gostermistir.
Dolayisiyla bu g¢alisma ozellikle fenilketoniiri tanis1 ve daha konforlu bir yasam igin

literatiire 6nemli katkilar saglayacaktir.
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3. GERECLER VE YONTEMLER
3.1. Kimyasallar ve Aparatlar

PHEA, D-Fenilalanin (DPHEA), D-Triptofan (DTRY), tirozin (TYR), dopamin
(DOP), pirrol (Py), azot kaynagi olarak iire (CHsN20), bor kaynagi olarak borik asit
(H3BO3), sodyum metatungstat (Nas[H2W12040]), tiyoasetamid (C2HsNS), trikloroasetik
asit (TCA) ve oksalik asit (C2H204) Sigma-Aldrich tarafindan korunmustur. Elektrolit ve
seyreltme ¢ozeltisini desteklemek i¢in 0.1 M, pH 7.0 fosfat tamponlu salin (PBS) hazirland:.

3.1.1. Cihazlar

Nanoyapilarin fizikokimyasal 6zelliklerini incelemek i¢in alan emisyon taramali
elektron mikroskobu (FESEM), transmisyon elektron mikroskobu (TEM), x-1sin1
difraktometresi (XRD) ve x-1sin1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) analiz teknikleri
uygulandi. Ote yandan, insa edilen elektrotlarm elektrokimyasal davranislar1 hakkida daha
fazla bilgi edinmek icin dongusel voltametri (CV), elektrokimyasal empedans spektroskopisi
(EIS) ve Diferansiyel Puls VVoltametrisi (DPV) analizi Gamry Reference 600 potensiyostat-

galvanostat tarafindan uygulandi.

Nano yapilarin yiizey morfolojilerini incelemek i¢in ZEISS EVO 50 SEM (Carl-
Zeiss-Stiftung, Almanya) ve JEOL 2100 HRTEM (JEOL Ltd., Tokyo, Japonya) kullanildi.
Nanomalzemelerin XRD spektrumlari, 0.154 nm dalga boyunda Cu-Ka radyasyonlu bir
Rigaku X-1sm1 difraktometresi (MiniFlex, Japonya/ABD) kullanilarak toplandi ve XPS
analizi, bir PHI 5000 Versa Probe tipi x-1s1m1 fotoelektron spektrometresi (® ULVAC-
PHI.Inc., Japonya/ABD) kullanilarak ger¢eklestirildi. Gamry Reference 600 is istasyonu
(Gamry, ABD) ayrica liretilen elektrotlarin elektrokimyasal karakterizasyonlar1 icin CV, EIS

ve DPV arastirmalarini yiiriitmekle gorevlendirildi.
3.2. WS; nanogicekler ve WS, NFs/N,B-GR Uretimi

[lk olarak, 6nceki caligmalarimiza gore grafen oksit hazirland1 (97, 98). Daha sonra
N,B-GR'nin hazirlanmasi igin iki asamali hidrotermal islem uygulandi. Ure (10.0 mg) ve
borik asit (10.0 mg), grafen oksit (30.0 mL, 2.0 mg mL-1) stspansiyonu i¢inde seyreltildi ve
karisim, 10 saat boyunca 200°C'de Teflon-otoklava tasindi. Ug¢ yikama isleminden sonra
stispansiyon, 30°C'de 24 saat kurutuldu. Son olarak N,B katkili grafen (N,B-GR) basariyla

hazirlandi.
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WS: NFs hidrotermal igslemle hazirlandi. Bu amacla sodyum metatungstat (0.300 g)
ve tiyoasetamid (0.500 g), ultra saf su (50.0 mL) icinde seyreltildi. Daha sonra karisim,
30°C'ye ve 2 saat siireyle karistirma islemine tabi tutuldu. Daha sonra yukaridaki karisima
diizenli ve muntazam bir diizende (1.0 g) oksalik asit ilave edildi ve 1 saat karistirildi. Daha
sonra, siispansiyon 1sitma islemine tabi tutuldu (48 saat boyunca 250 ° C). 60 °C'de sogutma
isleminden sonra, Urlin etanol ¢ozeltisi ile temizlendi.

N,B-GR sispansiyonunun (ultra saf suda 5.0 mg mL-1) hazirlanmasindan sonra,
N,B-GR suspansiyonuna WS2 NFs (10.0 mg) ilave edildi ve hidrotermal islem 48 saat
boyunca 250 °C'de baslatildi. Bundan sonra, elde edilen {irtin ultra saf su ile yikandi1 ve 25 °
C'de kurutuldu. Son olarak, N,B katkil1 grafen temelli WS2 nanogigekleri hazirland1 (WS;
NFs/N,B-GR).

3.3. WS, NFs/N,B-GR modifiyeli GCE uretimi

Camsi karbon elektrot (GCE), bildirilen prosediire (99) gore parlatildi. GCE
temizlendikten sonra temiz GCE (izerine WS, NFs/N,B-GR dispersiyonu (30.0 pL, 0.3 mg
mL-1) damlatildi. Coziiciiniin buharlagsmasmni 6nlemek icin IR lambasmnin 45 dakika
boyunca maruz kalmasindan sonra, WS; NFs/N,B-GR modifiye GCE (WS, NFs/N,B-
GR/GCE) etiketlendi ve sonraki kullanim igin saklandi. N,B-GR modifiye GCE (N,B-
GR/GCE) ayni1 protokol ile hazirland:.

3.3.1. GCE Temizleme prosedirt

GCE elektrotlari, ince 1slak zimpara kagidi (tane boyutu 4000) ile ayna benzeri bir
cilaya parlatilarak temizlendi ve hazirlandi. Mikro bez pedler (Buehler, Lake Bluff, IL,
ABD) iizerinde 0.1 pm ve 0.05 um aliimina bulamaglarinda (Baikowski Int. Corp., ABD) art
arda parlatildilar. Elektrotlar 6nce iki kez ultra saf suda ve 50:50 (h/h) izopropil alkol ve
aktif karbon uizerinde saflastirilmis asetonitril (IPA+MeCN) ¢ozeltisinde sonike edildi. iz
alimina'nin su ile durulanarak yiizeyden uzaklastirilmasindan ve ultrasonik bir banyoda
(Bandelin RK 100, Almanya) su ile kisa bir siire temizlenmesinden sonra IPA + MeCN
karigimi saflastirildi, GCE, elektrot yiizeyinden fizsorbe edilmis, reaksiyona girmemis
malzemeleri uzaklastrmak i¢in MeCN ile durulandi Modifikasyon isleminden Once

elektrotlar argon gazi akimu ile kurutuldu.
3.4. PHEA baskih sensoriin Gretimi ve PHEA'min uzaklastirilmasi

PHEA baskili elektrot (MIP/WS; NFs/N,B-GR/GCE), 25.0 mM PHEA igeren 0.1
M, pH 7.0 PBS ¢ozeltisi iginde 100.0 mM Py varliginda yapilmistir. Yukaridaki analit ve
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monomer ¢ozeltisinin elektrokimyasal hiicreye tasmmasmdan sonra, potansiyel tarama
(0.0V/+1.5V) CV ile ardigik 20 dongii ile baslatildi (Tarama hizi: 200 mV s-1). Ardisik 20
dongiiden sonra, MIP elektrotu ultra saf su ile yikand1 ve 25 °C'de kurutuldu. PHEA baskisiz
elektrot (NIP/WS; NFs/N,B-GR/GCE), ayni iretim YyOntemiyle PHEA olmadan
hazirlanmistir.  Sekil 3.4.1., WS, NFs/N,B-GR nanokompozit ve PHEA baskili
elektrokimyasal elektrotun hazirlama protokoliinii gostermektedir. PHEA'nin elektrot
yiizeyinden eliisyon ¢aligsmalari i¢in, tiim MIP elektrotlar1 20 dakika boyunca bir karistirict
ile 30.0 mL NaCl ¢ozeltisi (2.0 M) iceren bir banyoya kondu. Daha sonra MIP elektrotlar1
25 °C'de kurutuldu.

Na[H,W1504] &.. :
...

+
Cps  Z0°Cordsh 60
+

: ) SiNFs S  FHeA
Hidrotermal stire Kuru artma 2 )
"y TR

baglanmasi

CH,N,0

t 200°Cfor10h 30°C
H,B0, ,

n Hidrotermal siireg Kuru aritma

Pirol
Grafen oksit " Elektrodepozisyonu
gozeltisi

WS;NFs N,B-GR

Sekil 3.4.1. WS, NFs/N,B-GR nanokompozit ve PHEA baskili elektrokimyasal elektrotun
hazirlik protokolii

3.5. Ornek hazirlama

Elektrokimyasal MIP sensor uygulamasi igin siit numunelerinin hazirlanma

prosedur( (100):

10.0 mL stt numunesi 2.0 mL TCA (10.0% m/v) ile 40 saniye vorteks karistirici ile
karistirildr ve 5000 rpm'de 20 dakika santrifiijlendi. Siipernatant bagka bir santrifiij tiipiine
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aktarildi. Daha sonra, stpernatant L-Fenilalanin analizi i¢in 0.1 M fosfat tamponu (pH 7.0)

ile seyreltildi.
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4. BULGULAR
4.1. WS, NFs ve WS, NFs/N,B-GR Karakterizasyonlari

XRD olgumleri, kristalografik dizlemlerin belirlenmesi ve WS, NFs’e N,B-GR
katiliminin dogrulanmasi igin gergeklestirildi. Sekil 4.1.1.A’ya gore, altigen faz ve safsizlik
XRD tepe noktalari, WSz NFs'in kristal yapisini dogruladi ve 14.28°, 33.08°, 40.09°, 46.87°,
59.14° ve 60.17°'deki XRD tepeleri, sirasiyla (002), (004), (100), (103), (008) ve (108) kafes
dizlemlerine atfedildi. WS, NFs'in katmanli istiflenmesi (002) diizlem varhgi ile dogrulandi
(14). Sekil 4.1.1.B'ye gore, (002) diizlemine atfedilen 28.07°'deki XRD tepe noktasi, grafen
oksidin hidrotermal sentez yoluyla N,B-GR'ye basarili bir sekilde doniisiimiinii dogruladi.
WS> NFs’in XRD spektrumlari tizerinde 14.28°'deki belirgin XRD zirvesi, WSz NFs/N,B-
GR kompozitinin XRD spektrumlarinda kayboldu (Sekil 4.1.1.C). Tersine, grafit kristal
diizlemlerine karsilik gelen 24.47°'deki XRD tepe noktasi, hidrotermal sentez sirasinda
grafen oksidin grafene indirgendigini gosterdi(9, 101). Ek olarak, WS, NFs'in grafen
levhalar Uzerinde ex-situ olusumu nedeniyle WS, NFsS/N,B-GR kompozitinin XRD
spektrumlarinda (100) ve (108) diizlemlerinde bastirilmig XRD tepe noktalar1 vardir. N,B-
GR ile karsilastirildiginda WSz NFs'in atom yarigaplari nedeniyle (002) diizleminde belirgin
bir kayma oldu ve bu bozulma elektrokatalitik aktiviteyi saglayan kusurlara neden oldu(102,

103).
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Ikinci olarak, kusurlar ve gerinim etkileri gibi yapisal bilgilerin arastirilmasi igin
Raman spektroskopisi ¢aligtirildi. WSz NFs'in Raman spektrumlarina gore (Sekil 4.1.2. A),
418 cm'de Aiy ve 351 cml'de Exq' ile ilgili iki 6nemli bant WS, NFs'in varligini
gostermistir. Tungsten atomunun yiiksek kiitlesi nedeniyle fononlar farkli frekanslara
kaymis ve yeni raman bantlar1 ortaya ¢ikmamistir. Kafes gerilimi ve Van der-Waals kuvveti
arasindaki uyusmazlik nedeniyle, WSz NFs'in Aig modunun frekans kaymalari meydana
gelmistir(14). Exg* ve Aig sirastyla tungsten/kiikiirt atomlarmin diizlem igi titresimlerini ve
kikart atomunun(104) diizlem dis1 titresimlerini  gosterdi. N,B-GR'nin  Raman
spektrumlarma gore (Sekil 4.1.2.B), D bandmna (bozukluga bagh bant) ve G bandina (sp?
karbon atomlarinin diizlem igi titresimi) atfedilen iki Raman absorpsiyon bandi, N,B-GR
'nin basarili bir sekilde hazirlandigin1 dogruladi. WS> NFs/N,B-GR kompozitinin
hazirlanmasmdan sonra (Sekil 4.1.2.C), Ezg' ve Aig bantlari, WS, NFs'in yogunlugunun

azalmasi nedeniyle yiiksek dalga sayisina kiiciik bir kayma gosterdi.
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Sekil 4.1.2. (A) WS; NFs, (B) N, B-GR ve (C) WS, NFs/N,B-GR kompozitin Raman

spektrumlar

WS2 NFs ve WS, NFs/N,B-GR kompozitinin yiizey morfolojik analizi icin FESEM
ve TEM incelemeleri yapildi. Sekil 4.1.3.A'ya gore hiyerarsik ¢icek benzeri yapi
gOzlemlendi ve 4-8 nm ¢apinda ince nano tabakalardan olusuyordu. Kompleks olusturucu
bir kimyasal olarak oksalik asit iceren hidrotermal sentez islemi nedeniyle, WS, NFs'in iyi
organize edilmis diizenlemesi meydana geldi. Oksalik asit, ylizey enerjisi diigiisti ve kafes

enerjisi artis1 yoluyla WSz NFs'in yarigapini yeniden diizenledi ve arayiliz enerjisini ve
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oryantasyon davranigini etkileyen bir sablon sagladi. Sekil 4.1.3.B, N, B katkili grafen
uzerinde WS, NFs olusumunu gosteren WS, NFs/N,B-GR kompozitinin FESEM
goruntusint gostermektedir. Ara baglant1 yapisi, elektrokimyasal aktif yiizeyleri ve kolay
elektron transferini saglayan gozenek yapisini artirabilir. Azot ve bor atomlarinin grafen
levhalar tizerindeki katkilama (doping) islemi, karbon atomlar1 yerine azot ve bor
atomlarmin yer degistirmesi nedeniyle levha benzeri morfolojiyi degistiremez. WS;
NFs/N,B-GR kompozitinin EDX goruntustne (Sekil 4.1.4.) gore, W, S, C, N ve B
atomlarmin varhigi ve diizenli dagilimlar, WS, NFs/N,B-GR kompozitinin basarili {iretimini

dogrulada.

Sekil 4.1.3. (A) WSz NFs ve (B) WSz NFs/N,B-GR kompozitinin FESEM grafikleri
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Sekil 4.1.4. WS;NFs/N,B-GR kompozitinin EDX esleme (haritalama) goruntasu

WS, NFs/N,B-GR kompozitinin TEM ve HRTEM goriintiileri (Sekil 4.1.5.) elde
edildi. WSz NFs/N,B-GR kompoziti, (002) altigen diizleme atfedilen 3-5 ince katmandan ve
0.637 nm ara katman mesafesinden olusuyordu. WS, NFs'in N, B katkili grafen ile ara

baglantisinin nedeni, daha fazla elektrokimyasal aktif ylizey saglayan grafen levhalar



Uzerinde asili baglardan kaynaklanmaktadir. Ek olarak, WS> NFs/N,B-GR kompozitinin
HRTEM goriintiisii, bolge eksenel oryantasyonu ile yliksek kristallik dogasi gostermistir.

WS2 NFS

WS2 NFs
(002)

.‘}'-"(‘0.637 ni

Sekil 4.1.5. WS, NFs/N,B-GR kompozitinin TEM ve HRTEM gdruntuleri

Daha sonra kompozit malzeme iizerindeki kimyasal etkilesimlerin ve bantlarin
arastirtlmasi i¢in XPS Ol¢timleri yapilmistir (Sekil 4.1.6.). Tarama spektrumu (Sekil
4.1.6.A), WS2 NFs/N,B-GR kompozitinin varligin1 dogrulayan W, S, N, B, C ve O'nun
varhigini gosterdi. Sekil 4.1.6.B, W4f7/2 ve W4f5/2 ile ilgili olarak 31.78 ve 33.86 eV'de iKi
XPS zirvesini gosteren yiksek ¢cozundrlikli W4f spektrumunu gosterdi. Bununla birlikte,
35.93 eV'deki XPS zirvesi, grafen tabakasindaki WOx grubu nedeniyle W5p3 / 2 ile
korelasyon gosterdi. Sekil 4.1.6.C'ye gore, 162.63 ve 169.18 eV'deki iki XPS tepe noktasi,
sirastyla S2p3/2 ve S2p1/2 igin W-S bagmin S* iyonlarma karsilik geldi(14, 105, 106).
Yuksek ¢oziiniirliklii Cls spektrumlar1 (Sekil 4.1.6.D), sirasiyla -C-N, -C-C- ve -C-N=0
(107)baglarina atfedilen 286.12, 284.84 ve 283.64 eV'de ii¢ fonksiyonel grup gosterdi.
284.84 eV'deki tepe noktasi, sp® veya grafitik dizlemin restorasyonu ile ilgiliydi. Sekil
4.1.6.E, sirasiyla pirrolik (N-X), piridinik (N-P) ve kuaterner (N-O) nitrojene karsilik gelen
399.37, 400.08 ve 401.97 eV'de ug fonksiyonel grubu gosteren yuksek ¢cozunurlukli N1s
spektrumlarini gosterdi(108). Son olarak, yliksek ¢oziniirliikli Bls spektrumlar: (Sekil
4.1.6.F), sirasiyla B-O, B-CO> ve B-C'ye atfedilen 190.45, 192.89 ve 192.76 eV'de (g

fonksiyonel grup gdsterdi.
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Sekil 4.1.6. (A) WS NFs/N,B-GR kompozitinin XPS arastirmasi ve (B) W4f, (C) S2p,
(D) C1s, (E) N1s, (F) Bls'nin yiiksek ¢oziiniirliiklii XPS spektrumlar

42. N,B-GR ve WS; NFs/N,B-GR modifiye elektrotlarin elektrokimyasal

karakterizasyonu

N,B-GR ve WS; NFs/N,B-GR modifiye elektrotlarin (N,B-GR/GCE ve WS;
NFs/N,B-GR/GCE) elektrokimyasal karakterizasyonlar1 0.1 M KCI iceren 1.0 mM
[Fe(CN)s]*™* iginde CV ve EIS ile arastirildi. Ilk olarak, anodik ve katodik zirveler sirasiyla
modifiye edilmemis GCE kullanilarak Epa=500 mV ve Epc=400 mV'de gézlenmistir (Sekil
4.2.1A'mm a egrisi). N,B-GR/GCE ile grafenin yiiksek yiizey alan1 ve elektriksel iletkenlik
gibi fizikokimyasal 6zelliklerinin bir sonucu olarak daha anodik ve katodik tepe akimlari
elde edilmistir (109, 110) (Sekil 4.2.1A'nin b egrisi). Son olarak, en yiiksek elektrokimyasal
tepkiler, elektron transfer kabiliyetinin iyilestirilmesi ve elektrot yiizeylerinde daha fazla
elektrokimyasal aktif alan saglayan agregatif olmayan kompozitler nedeniyle WSz NFs'in N,
B-GR / GCE'ye (Sekil 4.2.1A'nin ¢ egrisi) dahil edilmesinden sonra gézlenmistir(9). Etkin
elektrokimyasal aktif alan, daha kolay elektron transferi saglar ve elektrot yiizeylerinin
elektrokimyasal performansini etkiler. Boylece etkin elektrokimyasal aktif alanlar Randel'in
Sevcik denklemi(111) ile elde edilmis ve etkin elektrokimyasal aktif alanlar modifiye
edilmemis GCE, N,B-GR/GCE ve WS, NFs/N,B-GR/GCE ig¢in sirasiyla 0.072 cm2, 0.193
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cm2 ve 0.287 cm2 olarak hesaplanmistir. Son olarak, modifiye elektrotlar arasinda WS;
NFs/N,B-GR/GCE, PHEA saptamasina yonelik iistiin elektrokimyasal aktivite gosterdi.

WS, NFs/N,B-GR nanokompozit ve GCE arasindaki reaksiyon kinetiginin
aragtirtlmasi icin 20 mV potansiyelde EIS olciimleri (Sekil 4.2.1B) saglandi. EIS
spektrumlari, yiik-transfer direncinin (Rct) belirlenmesi igin Randles devresi ile Nyquist
grafiklerine yerlestirildi. WSz NFs/N,B-GR nanokompozit ve GCE arasindaki elektron
transferi, daha yiiksek frekansta yarim daire olusumu ile agiklanmistir. Rct degerleri,
modifiye edilmemis GCE (egri a) igin 95 ohm, N,B-GR/GCE (egri b) igin 65 ohm ve
WS2NFs/N,B-GR/GCE (egri ¢) i¢in 50 ohm olarak hesaplandi. Modifiye edilmemis GCE,
zayif elektron transfer kinetigi saglayan yiiksek direng ve diisiik iletkenlik gosterdi. Ancak,
WS NFs/N,B-GR/GCE"in en diisiik direnci, PHEA tanimaya yonelik yiiksek iletkenlik ve

verimli elektrokimyasal davranis gosterdi.

100 A -2 150{ B cb a
- b |
r<; = C
= 01
£
< A
-100 0-
0 200 400 600 0 25 50 75 100

Sekil 4.2.1. (a) Modifiye edilmemis GCE, (b) N,B-GR/GCE ve (c) WS, NFs/N,B-
GR/GCE'de (A) CV egrileri ve (B) EIS yamtlar1 (Redox probu: 1.0 mM [Fe(CN)g]*"*
0.1 M KCl icerir, potansiyel tarama hizi: 200 mV s™)

4.3. WS:NFs/N,B-GR/GCE iizerinde PHEA baskil polimer iiretimi

WS,NFs/N,B-GR/GCE (izerinde 25.0 mM PHEA iceren 100.0 mM Py'nin
polimerizasyonu Sekil 4.3.1.A'da gosterilmistir. Ilk taramada +0.8 V'ta belirgin
polimerizasyon akim sinyalleri (LA) ortaya ¢ikt1 ancak bu akim sinyalleri ilk taramadan

sonra yavas yavas kaybolmaya bagladi ve 20. dongiide neredeyse kayboldu.
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Baski faktoriiniin etkisini gérmek i¢cin, MIP ve NIP elektrotlar1 iizerinde diferansiyel
puls voltametrileri (DPV'ler) elde edildi (Sekil 4.3.1B). Beklendigi gibi, yalnizca bos
¢ozeltide herhangi bir akim sinyali gézlemlenmedi (Sekil 4.3.1B'deki a egrisi). Bununla
birlikte, MIP/ WS, NFs/N,B-GR/GCE (Sekil 4.3.1.B'nin ¢ egrisi) lizerindeki tepe sinyalleri,
0,5 nM PHEA'nin varliginda NIP/ WS, NFs/N,B-GR/GCE'ninkinden (Sekil 4.3.1B'nin b
egrisi) baski tekniginin avantajini dogrulayacak sekilde daha yiiksekti.

Son olarak, cesitli PHEA baskil1 elektrot (Sekil 4.3.1.C) hazirland1 ve 0.1 M PBS
¢ozeltisi iginde 0.5 nM PHEA i¢in kullanildi. Sekil 4.2.1A ve Sekil 4.2.1B ile uyumlu olarak
en yliksek akim sinyalleri MIP/ WS> NFs/N,B-GR/GCE iizerinde elde edilmistir. Ek olarak,
MIP/ WS, NFs/N,B-GR/GCE iizerinde PHEA i¢in elektrooksidasyon mekanizmasini
onerdik (Sekil 4.3.2.). Ilk olarak, PHEA'nin oksidasyonu, bir elektron ve bir proton yoluyla
bir ara madde olarak 2-imino-3-fenilpropanoik asit olusturdu(112, 113).Sonug olarak, NHs

ve CO2'nin ortadan kaldirilmasi, benzaldehit ve benzoik asit iiriinleri sagladi.
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Sekil 4.3.1. (A) WS, NFs/N,B-GR/GCE iizerinde 25.0 mM PHEA dahil 100.0 mM

Py'nin polimerizasyonu (Tarama hizi: 200 mV s?), (B) Bu calismada hazirlanan

elektrotlarin diferansiyel puls voltametrileri (DPV'ler): (a) Bos tampon c¢ozeltisinde
(pH 7.0) MIP/WS; NFs/N,B-GR/GCE, (b) 0.5 nM PHEA'min 0.1 M PBS (pH 7.0) icinde
yeniden baglanmasindan sonra NIP/WS; NFs/N,B-GR/GCE, (¢) 0,5 nM PHEA'nin 0,1
M PBS (pH 7.0) icinde yeniden baglanmasindan sonra MIP/WS; NFs/N,B-GR/GCE,
(C) 0.1 M PBS icinde 0.5 nM PHEA'nmin yeniden baglanmasindan sonra farkh
molekiiler baski yapan elektrotlarin DPV'leri (a) MIP/ modifiye edilmemis GCE, (b)
MIP/N,B-GR/GCE, (c) MIP/WS; NFs/N,B-GR/GCE
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Sekil 4.3.2. MIP/ WS, NFs/N,B-GR/GCE temelli PHEA igin elektro-oksidasyon

mekanizmasi

4.4. Optimizasyon ¢alismalar

Cozelti pH'inin, molar oranlarin, eliisyon siiresinin ve tarama dongiisiiniin etkileri

Sekil 4.4.1.1. *de ayrintili olarak tartigilmstir.
4.4.1. Ph etkisi

Ik olarak, akim sinyalleri tizerindeki pH etkisi arastrilmistir (Sek. 4.4.1.1A). En
yiiksek ve optimal pik akimlar1 g6z oniinde bulundurdugumuzda, optimal pH olarak pH 7.0

se¢ilmistir.
4.4.2. Mol oran1 PHEA'dan Py monomer etkisine

Ikinci olarak, mol orani etkisi (1:2) ila (1:6) araliginda degerlendirilmistir (Sekil
4.4.1.1B). Sekil 17B'ye gore, akim sinyalleri 100.0 mM Py'ye kadar artmustir. Akim
sinyallerindeki bu artiglar, PHEA molekiiliiniin baglanma yerlerinin artmasindan
kaynaklanmigtir. 100.0 mM Py'den sonra, daha kalin polimer tabakasinin olusumu, elektrot
yuzeyinde spesifik olmayan etkilesimlerle sonu¢lanmistir. Bu nedenle, akim sinyallerinde
bariz diislisler meydana gelmis ve bunun sonucu olarak, PHEA baskilama elektrokimyasal

sensoriiniin gelistirilmesi i¢in optimum mol orani (1:4) olarak se¢ilmistir.

4.4.3. Eltsyon suresi etkisi
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Bu tiir sensOr tasarimlari igin, analit molekiiliiniin elektrot yiizeyinden tamamen
uzaklagtirilmasi kritik 6neme sahiptir. Analit molekiili tamamen uzaklastirilmadiginda
analit molekuliniin desorpsiyon-yeniden baglama kinetigi diisebilir ve bu durum sensor
hassasiyetini etkileyebilir. Boylece, optimum desorpsiyon stresi elde etmek i¢in 10, 20, 30
ve 40 dakika gibi cesitli desorpsiyon siireleri denenmistir. 20 dakika desorpsiyon siresine
kadar akim sinyalleri artmis ve 20 dakika sonra elektrokimyasal sinyaller azalmis ya da sabit
kalmigtir. Sonug olarak, sonraki deneyler i¢in 20 dakikalik optimal desorpsiyon siiresi

secilmistir (Sekil 4.4.1.1C).
4.4.4. Tarama dongusu efekti

Diger bir 6nemli parametre de sensor performansi iizerindeki tarama sayisidir. Bu
nedenle, 10, 20, 30, 40 ve 50 tarama dongiilerine sahip bircok PHEA baskili elektrokimyasal
sensor hazirlanmstir. Sekil 4.4.1.1D'ye gore, analit molekiiliine 6zgii PHEA baskili polimer
olusumu nedeniyle akim sinyalleri 20. tarama dongiisiine kadar artmuistir. Bununla birlikte,
20. tarama dongusinden sonra WS, NFs/N,B-GR/GCE iizerinde daha kalin PHEA baskili
polimer olusmustur. Bu sebeple, mevcut sinyallerde belirgin diisiisler meydana gelmistir.

Son olarak, 20. tarama déngust optimum tarama déngusu olarak secilmistir.
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Sekil 4.4.1.1. (A) pH, (B) mol orani, (C) eliisyon siiresi, (D) tarama doéngiisiiniin

DPV'lerin sinyalleri iizerindeki etkisi (0,5S nM PHEA varhginda) (n = 6)
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5.TARTISMA

Fenilketonri tedavi edilmedigi takdirde yiiksek serum fenilalanin seviyeleri;
geridoniisii olmayan ndrobilissel hasar, mikrosefali, biiylime geriligi, ekzematéz dokiintii,
psikiyatrik semptomlar ile sonuglanmaktadir. Yiiksek kan fenilalanin konsantrasyonlar1
norobiligsel sonugla giiglii bir sekilde iliskili oldugundan, bu metabolik hastaligin temel
yOnetim yolu esansiyel bir aminoasit olan fenilalaninin kandaki konsantrasyonlarini
azaltmay1 amaglayan beslenme tedavisidir.

Yenidogan doneminden itibaren baslanmasi gereken beslenme tedavisi kisitlayici ve
zorlayicidir. Bu sebeple tedaviye uyumda hastalarda 6zellikle ilerleyen yaslarda sorunlar
ortaya ¢ikmaktadir. Bu problemler ¢ogu zaman farkinda olmadan alinan fenilalanin ile
iligkilidir. Fenilketoniiri hastalar1 giinliik hayatta aldiklar1 gidalarin i¢eriginde ne kadar
fenilalanin oldugunu tespit edemez. Buna bagl olarak farkinda olmadan tiiketilen fenilalanin
iceren gidalarin olusturacagi intoksikasyon kisa, orta ve uzun vadede farkli klinik
komplikasyonlara neden olabilir.

Fenilalanin konsantrasyonunun tespitini hizli, hassas, se¢ici, ve diisiik maliyetli bir
sekilde saglayacak bu biyosensor, fenilketonurili hasta grubunun yasam konforunu artirarak
olas1 komplikasyon riskini minimuma indirmek amaciyla tasarlanmis olup biyonsensérin
Uretim tekniginin; literatiirdeki diger teknikler ile karsilastirilmasi, geri kazanim, segicilik,

kararlilik ve yeniden kullanilabilirlik ¢alismalar1 asagidaki gibidir.

5.1. Olcum limiti (LOQ) ve Tespit limiti (LOD)

DPV tepe akimlarmin artan PHEA konsantrasyonlarma karsi ¢izilmesiyle elde edilen
y (MA) = 9.7713x (CpHea, NM) - 0.0761, (R? = 0.9999) kalibrasyon egrisinde yiiksek
dogrusallik elde edildigi goriilmistiir (Sekil 4.5.1.). LOQ ve LOD degerleri sirasiyla 1.0x10"
1M ve 3.0x10%? M olarak hesaplanmistir. Tablo 4.5.1'de, bu calismada hazirlanan
elektrokimyasal MIP sensoriiniin dogrusallik araligi ve duyarlilik gibi bazi analitik
ozelliklerinin literatiirde mevcut olan diger tekniklerle karsilagtirilmasi hakkinda bazi
bilgiler sunulmustur. Oncelikle PHEA tespiti igin diger tekniklere kiyasla daha hassas ve
secici bir elektrokimyasal sensor hazirlandigini sdylemek miimkiindiir. Ayrica bu ¢aligmada
elektrokimyasal sensor hazirlanirken ¢evre dostu ve daha az maliyetli hidrotermal sentez

tekniginin kullanilmasi yesil-kimya sentezi agisindan biiyiik dnem tagimaktadir. Son olarak,
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daha az kimyasal ¢oziicii kullanilarak slit numunelerine bu elektrokimyasal sensor

uygulamasinin basartyla tamamlanmasi, kar-maliyet agisindan da 6nemlidir.

LOQ ve LOD degerleri (S1) ve (S2) araciligiyla hesaplandi:

LOQ=100S/m  (S1)
LOD=3.3S/m (S2)

burada S, kesmenin standart sapmasini temsil ederken, m, regresyon ¢izgisinin egimini

temsil eder.

1 nM

!

0.01 nM

1 uA

Akim (LA)

y=9.7713x - 0.0761
R?=0.999

0.4 0.6 0.8 1

PHEA Konsantrasvonu (nM)
]

Potansiyel, V

04 06 08

Sekil 5.1.1. MIP/WS> NFs/N,B-GR/GCE 'de farkh PHEA miktarlarina sahip DPV'ler
(1.0x10* - 1.0x10°M konsantrasyon arah@inda). Ek: PHEA'nin kalibrasyon egrisi
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Tablo 5.1.1. PHEA baskih sensoriin performansimin bildirilen cesitli tekniklerle

karsilastiriimasi
Materyal Dogrusal Arahk LOD Ref.
(M) (M)
Nafyon/NQS 3.0x10° - 1.0x10* 3.0x10°® (114)
Fiberglas Kagit 5.0x10° —2.0x10* 2.0x10°® (115)
Fes04-grafen oksit 1.0x107" —1.0x10° 1.5x108 (116)
B-siklodekstrin/ MWNT ler 5.0x107 —1.0x10* 1.0x10° (117)
MIP 2.0x10° —2.0x10®° 5.9x1077 (118)
Karbon nanosfer 1.0x10° —1.0x10* 5.4x107 (119)
MIP/CdS/CdSe/Zn 5.0x10° —2.5x10° 9.0x10° (120)
MIP/WS; NFs/N,B- 1.0x10 —1.0x10° 3.0x1012 Bu calisma
GR/GCE

5.2. Geri kazanim Calhismalari

Geri kazanim deneylerinin gergek numunelere (siit) uygulanmasi, hazirlanan

sensoriin islevselliginin dnemli bir kanit1 olarak goriilmektedir. Ozellikle, yaklasik %100'lik

geri kazanim, elektrokimyasal MIP sensoriiniin dogrulugunun bir bagka kanitidir (Tablo

5.2.1.). PHEA'nin geri kazanim degerleri Denklem 1 ile hesaplanmustir.

Geri Kazanim = Bulunan PHEA, nM / Ger¢ek PHEA, nM (1)

Tablo 4'e gore, hazirlanan elektrokimyasal MIP sensorii, siit numunelerinde girisim

etkisi olmadan PHEA'nin verimli bir sekilde belirlenmesini saglamistir.

Tablo 5.2.1. PHEA’nin (n=6) geri kazamim sonuclar

Ornek Eklenen PHEA Bulunan PHEA Geri Kazamim
(nM) (%)
Sut - 0.207 + 0.004 -
0.100 0.308 + 0.002 100.33 £ 0.02
0.300 0.506 + 0.001 99.80 + 0.01
0.500 0.705 + 0.003 99.72 £ 0.04

5.3. Secicilik, kararhlik ve yeniden kullamilabilirlik ¢alismalar
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Elektrokimyasal MIP sensorunin segicilik 6zelliginin gdsterilmesi igin potansiyel
enterferans olarak DPHEA, DTRY, TYR ve DOP gibi farkli ¢ozeltiler hazirlanmistir. MIP/
WS> NFs/N,B-GR/GCE'ye karsilik gelen Sek. 5.3.1 'a ve NIP/ WS, NFs/N,B-GR/GCE'ye
atfedilen Sekil 5.3.1'a gore, kullanilan molekiiler baski yontemi, potansiyel girisim
ajanlarinin varliginda PHEA tanima i¢in yiiksek se¢icilik kazanmistir. Ayrica Tablo 5.3.1'de
secicilik katsayisi (k) ve bagil segicilik katsayisi (k') degerleri gosterilmistir. Dolayisiyla,
MIP/ WS, NFs/N,B-GR/GCE, PHEA'ya 6zgu secici nanokavitelerin bir sonucu olarak
DPHEA, DTRY, TYR ve DOP'a kars1 PHEA i¢in sirastyla 5.00, 6.67, 10.00 ve 20.00 kat
daha segicilik gostermistir. NIP/ WS, NFs/N,B-GR/GCE ile elde edilen sonuclar
degerlendirilebildiginde, molekiiler baskilama yontemi kompleks siit numunelerinde yiiksek

secicilik avantaji sunabilir (Tablo 5.3.1).

B

== PHEA
DPHEA
== DTRY
== TYR
| == DOP

1pA

A

. . . . 00 02 04
0.0 0.2 0.4 0.6

Potansiyel, V

Sekil 5.3.1. 0,5 nM PHEA, 100,0 nM DPHEA, 100,0 nM DTRY, 100,0 nM TYR ve 100,0
nM DOP’'ta (A) MIP/ WS, NF/N,B-GR/GCE ve (B) NIP/ WS, NF/N,B-GR/GCE
DPV'leri

0.6

Tablo 5.3.1. PHEA baskih elektrotlarin secicilik katsayisi (k) ve bagil se¢icilik katsayisi
(k') degerleri (MIP/WS; NFs/N,B-GR/GCE and NIP/WS; NFs/N,B-GR/GCE)

MIP NIP
Al (HA) k Al (HA) k K’

PHEA 5.00 - 0.75 - -

DPHEA 1.00 5.00 0.50 1.50 3.33
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DTRY 0.75 6.67 0.25 3.00 2.22

TYR 0.50 10.00 0.20 3.75 2.67

DOP 0.25 20.00 0.10 7.50 2.67
Analit konsantrasyonlari: 0.5 nM PHEA, 100.0 nM DPHEA, 100.0 nM DTRY, 100.0 nM
TYR and 100.0 nM DOP

Ardindan stabilite testi yapildi ve sonuglar 8 haftalik bir siire boyunca degerlendirildi
(Sekil 5.3.2). 8 haftanin sonundaki tepe sinyali, elektrokimyasal MIP sensoriiniin miikemmel
kararliligini dogrulayarak, 1 haftanin sonundaki tepe sinyalinin ~% 99.06's1 olarak
degerlendirildi. Son olarak, bir MIP/WS2 NFs/N,B-GR/GCE'nin yeniden kullanilabilirlik
testi yapildi ve elde edilen %0.39 goreli standart sapma degerine sahip tepe sinyalleri, 60 kez

kullanim sirasinda yiiksek derecede yeniden kullanilabilirligi dogruladi.

1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 5.3.2. MIP/ WS, NF/N,B-GR/GCE’'nin 25.0 °C'de 0.5 nM PHEA (n = 6) dahil

stabilite testi
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6.SONUC VE ONERILER
Sonug olarak, fenilketoniiri hastalarmin yasam konforunu yiikseltmek adina
fenilalanin tespiti i¢in N,B katkili grafen iizerinde WS nanocigeklere dayali yeni bir
molekiiler baskil1 elektrokimyasal elektrot gelistirilmistir. Caligmanin sonuglar1 ve 6nerilere
bu boliimde yer verilmistir.
6.1. Sonuglar
1. WS; NFs'in N,B katkili grafen levhaya katilimi, WS, NFs’in elektrokimyasal
iletkenligi, fiziksel 6zellikleri ve elektron transferinin iyilestirilmesi nedeniyle
PHEA tespiti i¢in elektrokimyasal aktiviteyi arttirmaktadir.
2. 3.0x10™? M LOD degeri, hazirlanan elektrokimyasal elektrotun fenilketoniiri erken
teshisi acisindan yliksek yetenege sahip oldugunu gostermistir.
3. Ayrica elektrokimyasal sensoriin ¢evre dostu bir yaklagimla tiretilmesi yesil sentez
acisindan farkl bir bakis a¢is1 sunmaktadir.
4. Son olarak, sut gibi gergcek numunelerde PHEA tespiti igin sec¢ici, dogru ve hassas
elektrokimyasal sensér sunulmustur.
5. Bu sensor, fenilketoniiri hastalarmin kan fenilalanin seviyelerini giivenli aralikta
tutmak i¢in yasamlar1 boyunca siirdiirmeleri gereken fenilalanin kisitli diyeti
uygulamalarinda biiyiik fayda saglayacak ve hayat konforlarmi 6nemli 6lgiide

tyilestirecektir.

6.2. Oneriler

1. Bu teknoloji giyilebilir olarak uyarlanirsa fenilketontiri hastalarinin uymakla
zorunlu olduklar1 eliminasyon diyeti agisindan yasam konforunu artirabilir.

2. Calismanin kapsami, toplumda sik tiiketilen hazir gidalarin 6lgiimlerinde de
kullanilarak genisletilebilir.

3. Uretilen biyosensor, piyasada satilan fenilalaninden yoksun oldugu iddia edilen
gidalarin kullanim giivenliginin taranmasi agisindan da fayda saglayabilir.

4. Bu teknoloji fenilalaninden yoksun gida iireten firmalarin kullanimina sunulabilir
ve boylece gida giivenliginin artirilmasi saglanabilir.

5. Geri kazanimin %100 olmasi1 dolayisiyla sensor hassasiyetinin literatiirdeki diger
tekniklere gore daha fazla olmas1 gidalardaki sifir fenilalanin iceriginin

yakalanmasinda fayda saglayabilir.
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6. Ayrica bu ¢calisma, 6zellikle fenilketoniiri tanis1 ve daha konforlu bir yasam i¢in
literatiire onemli katkilar saglamasinin yanisira diger metabolik hastaliklar tizerine
gelistirilebilecek biyonsensorler agisindan gelecege 151k tutabilir ve uyarlanabilir.
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