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Yiiksek Lisans Tezi

ENZIM AKTIVITESININ TAYININE YONELIK ELEKTROKIMYASAL IMPEDANS
SPEKTROSKOPiSI TEMELLI BIYOSENSOR GELISTIRILMESI

Siikran Giilden YESILLER

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Elastaz ¢cogu omurgalinin sindirim sisteminde bulunan proteinleri pargalayici 6zellige
sahip bir sindirim enzimidir. Bu enzim aktif olmayan bir zimogen olarak pankreasta iiretilir ve
tripsin ile on iki parmak bagirsakta aktif hale gelir. Bu tez ¢alismasinda, elastaz aktivite tayini
icin yeni bir amperometrik biyosensor sistemi tasarlandi. Gelistirilen biyosensoriin ¢alisma
prensibi, elastazin GOD biyoaktif tabakasini hidrolizleyerek kronoamperometride sinyal
diisiisiiniin izlenmesine dayanmaktadir. Glukoz oksidaz, jelatin ve karbonnanotiip (CNT)
karisimi camsi karbon elektrot yiizeyine tutturularak ve gluteraldehit ile ¢apraz baglama
yapilarak immobilize edilmistir. Gelistirilen biyosensoriin optimizasyonu amaciyla optimum
sicaklik, jelatin miktari, elastaz inkiibasyon siiresi, glukoz oksidaz derisimi, CNT miktari,
optimum calisma potansiyeli ve NaHCOj3; tamponu i¢in pH gibi parametreler i¢in deneysel
caligmalar yapildi. Tekrarlanabilirlik, tekrariiretilebilirlik ve ilgili istatiksel parametreleride
hesaplanmigtir. Her bir immobilizasyon adimi kronoamperometrik ve elektrokimyasal
impedans spektroskopisi (EIS) yontemleri kullanilarak incelendi. Son olarak, bu tezde

gelistirilen biyosensor ger¢ek serum numunelerine uygulandi.

Anahtar kelimeler: Elastaz, enzim aktivite tayini, kronoamperometri, elektrokimyasal
impedans spektroskopisi (EIS), biyosensor
2014, 66 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL IMPEDANCE SPECTROSCOPY BASED
BIOSENSOR SYSTEM FOR DETERMINATION OF ENZYME ACTIVITY

Siikran Giilden YESILLER

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Prof.Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Elastase is a digestive enzyme most of found in digestive system of vertebrates, This
enzyme is produced in the pancreas as an inactive zymogen form and actived in duodenum
by trypsin. In this thesis, a new amperometric biosensor system for determination of elastase
activity was developed. Principle of this new biosensor is based on the hydrolysis of GOD’s
bioactive surface by elastase and consequently decreasing of the amperometric signal.
Glucose oxidase, gelatin and carbonnanotube (CNT) mixture is layered onto the surface of the
glassy carbon electrodes. Glucose oxidase was crosslinked by glutaraldehyde as a
crosslinking agent. In order to optimize preparation and working conditions, current
parameters such as optimum temperature, concentration of gelatin, incubation time of
elastase, concentration of glucose oxidase, concentration of CNT, optimum working potential,
and pH for NaHCOg3 buffer have been studied. Immobilization steps were monitored by EIS
and chronoamperometry. Repeatability, reproducility and related statistical parameters were
also investigated. Finally the biosensor presented in this thesis was applied to the real serum

samples.

Keywords: elastase, the enzyme activity assay, chronoamperometry, electrochemical
impedance spectroscopy (EIS), biosensor
2014, 66 pages
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1.GIRIS

Tim canlilar yasadiklar1 ortamdaki degisimleri derhal algilaylp yasamlarini
siirdiirebilmek icin degisimlere uymak zorundadirlar. Iste bu algilama mekanizmasi
biyosensorlerin in vitro uygulamasi i¢in temel olusturmustur (Coulet, 1991).

Canlilarla ilgili mesajlar1 algilamay1 saglayan sistemlerin, fiziksel analiz sistemleriyle
birlestirilmesi  biyosensorleri olusturur. Biyosensorler biyolojik bir sistemin yliksek
spesifikligi ile fiziksel bir sistemin tayin duyarliliginin birlestirilmesi ile olusturulan 6lgiim ve
analiz sistemleridir (Timur, 2003).

Biyosensorler; tip, tarim, gida, eczacilik, ¢evre kirliligi, savunma ve birgok endiistriyel
aktivitede ozellikle otomasyon, kalite kontroldi, durum tespiti ve enerji saklanmasinda gok
onemli rol oynarlar. Ayrica, gida maddeleri, metabolitler, vitaminler, antibiyotikler, ilaglar
gibi organik maddeler, bazi anorganik bilesikler, enzimler, viriisler ve mikroorganizmalarin
tayininde de kullanilirlar (Telefoncu, 1999).

Canlidaki hemen hemen tiim kimyasal reaksiyonlar 0Ozgiin enzimler ile
katalizlenmektedir. Bundan dolay1 yasamin kendisi, birlesmis enzimatik reaksiyonlar serisi,
bazi hastaliklar ise normal metabolik modeldeki diizenin bozulmasi olarak ele alinmaktadir
(Burtis ve Ashwood, 2007).

Enzimlerden bazi hastaliklarin tedavisinde yararlanildigi gibi enzimlerin kalitatif ve
kantitatif tayinlerinden hastaliklarin tanisinda da yararlanilir. Bazi patolojik hallerde
hiicreleraras1 sividaki veya kan plazmasindaki enzim diizeyi artar. Bunun sebebi enzim
sentezinin artmast olacagi gibi hiicre zarmin gegirgenliginin artmasi veya hiicrenin
pargalanmasi da olabilir (Tekman ve Onder, 1987).

Proteazlar, (proteolitik enzimler) peptit baglarini hidrolizleyerek proteinlerin
pargalanmasim katalizleyen enzim grubudur. Insan ve fare genomlarmin bioinformatik
analizleri kullanilarak en az 500-600 proteaz (genomlarin yaklasik %2“si) tanimlanmistir ve
bunlarin ¢ogu ortologdur. Proteazlar, proteinleri pargalayarak hiicre dongiisii, hiicre
cogalmasi, hiicre 6liimii, DNA replikasyonu, doku yenilenmesi, hemostasis (koagiilasyon),
yara iyilesmesi ve immiin yanit gibi bir¢ok fizyolojik siirecin kontroliinde anahtar rol
oynamaktadirlar (Tiirk, 2006).

Proteazlar, endiistriyel enzimler igerisinde %60“lik pazar payiyla ilk sirada yer
almaktadir (Rao ve ark., 1998). Gida endiistrisinde; etin yumusatilmasi, bebek mamalarinin

hazirlanmasi ve firmecilik gibi proseslerde kullanilmaktadir. Ayrica tibbi teshiste, deterjan



katki maddelerinde ve dericilikte killarin arindirilmasi gibi siireclerde yer almaktadir
(Genckal ve Tari, 2006).

Elastaz, molekiiler biyolojide proteinleri yikan proteazlar (peptidazlar) sinifindan bir
enzimdir. Amidleri ve esterleri hidrolize eden bir serin proteazdir. Bu enzim aktif olmayan bir
zimogen olarak pankreasta iiretilir ve tripsin ile on iki parmak bagirsakta aktif hale gelir. Bu
proteinin eksikligi bir dizi fizyolojik sorunlara neden olabilir.

Elastazi, kollajen ile birlikte, bag dokusunun mekanik ozelliklerini belirleyen bir
elastik lif olan elastin ayirir. Hedef proteinlerin peptit baglarimin boliinmesi yoluyla
gergeklestirilir. Pargalanabilen spesifik peptit baglar1 6rnegin glisin, alanin, valin gibi kiigiik,
hidrofobik amino asitlerin karboksil gruplart olanlardir. Elastaz aktivitesi alfa-1-antitripsin
tarafindan 6zglin olarak baskilanir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda elastaz enziminin aktivite tayini igin yeni bir
amperometrik biyosensor gelistirildi. Caligmanin amaci, gelistirilen biyosensoriin kolay, ucuz,
pratik uygulamaya olanak saglayan, giivenilir ve hassas amperometrik esasl biyosensorlerin
olusturulmast ve hazirlanan enzim hidroliz temelli biyosensorlerin  karakterizasyonu,

optimizasyonu ve uygulanabilirliginin incelenmesidir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Biyosensorlere Genel Bakis

Biyosensorler  fizikokimyasal analiz sistemleri ile biyolojik materyallerin
birlestirilmesi ile olusan analitik sistemlerdir. Biyosensorlerde biyolojik sistemin yiiksek
spesifikligi ile fiziksel analiz sisteminin tayin duyarliligi bilestirilmistir. Cok sayida
biyoorganik molekiil ve bazi1 inorganik molekiillerin analizinde kullanmak amac1 ile pek ¢ok
biyosensor gelistirilmistir. Gliniimiizde biyosensorler, 6zellikle saglik basta olmak {izere;
cevresel analizlerde, askeri sahada, gida, farmosétik ve kimya endiistrilerinde
kullanilmaktadir (Dinckaya, 1999).

[Ik biyosensér sistemi L.C. Clark’m kandaki oksijen seviyesini O, duyar
amperometrik bir elektrotla ameliyat sirasinda izlemesi ve ardindan 1962 yilinda ise O, duyar
amperometrik elektrot yiizeyine glukoz oksidaz enzimini immobilize ederek hazirladig
glukoz biyosensoriidiir (Lucadou ve ark, 1988). Bu gelismenin ardindan yillar iginde pek ¢ok
biyosensor gelistirilmistir. Biyosensor teknolojisi 0 kadar hizli gelismektedir ki; IUPAC
tarafindan olusturulan Biyosensorleri Siniflandirma ve Adlandirma Komisyonu 1996 yilinda
hazirlayip yayinladigi biyosensor tanimi biyomikrochiplerin gelisimi ile daha simdiden
gecerliligini yitirmistir (Dingkaya, 1999).

Biyosensorler birbiri i¢ine gecmis biri biyokimyasal digeri elektrokimyasal 6zellikteki
iki ¢eviriciden olugmaktadir. Biyokimyasal kismin gorevi analizlenecek maddeyle etkileserek
onu tanimaktir. Bu tanima olayinin sonucunda bir biyokimyasal iiriin de olusabilmektedir.
Biyosensoriin ikinci kismi olan elektrokimyasal kisim ise bu tanima olayini1 okunabilir

(Olgiilebilir) bir sayisal degere ¢evirmekle gorevlidir (Coulet, 1991 ve Turner, 1987).



SINYAL ANALITIK
SINYAL

Analilenecek Biyoaktif Madde N
Madde Gevirici Sistem

Sekil 2.1. Biyosensoriin isleyis semasi

Biyosensorler temel olarak; analiz edilecek maddenin biyosensor ylizeyindeki
biyokomponentle etkilesime girmesi sonucu transduser yiizeyinde analit miktariyla
orantili bir sinyalin olusumu ve bu sinyalin 6l¢iim cihazina iletilmesi ilkesine dayanir.
Biyosensorlerde biyokomponent olarak enzimler, mikroorganizmalar, bitkisel ve
hayvansal dokular, reseptorler, antikorlar ve niikleik asitler kullanilabilir. Analiz edilecek
molekiile uygun olarak bir biyokomponent ve analitin doniisimii sonucunda olusan
elektrokimyasal, optik ya da gravimetrik sinyali elektriksel sinyale g¢eviren uygun bir
transduser sec¢ilmelidir. Transduser ve biyokomponent birbirine uygun fiziksel ya da
kimyasal yontemle baglanabilir (Barlett, 1990). Sekil 2.2’de bir biyosensor sisteminin

birimleri sematik olarak gdsterilmistir.

BIYOSENSOR
Biyoreseptor Donustdraca .
O enzimler elektrokimyasal s‘:/iv—“-'ifq"\
s
- O@ antikorlar termal \ \
. N aptamerler optik Mo N
JJ—lﬁmEk P mikroorganizmalar akustik ‘ ‘ guglendmi/ 7 sinyal
) <> pizoelektrik

Sekil 2.2. Biyosensor bilesenlerinin sematik gosterimi (J.P. Chambers ve ark., 2008)

Ideal bir biyosensériin sahip olmasi gereken ozellikler: (Hall 1990)

Segcicilik: Ideal bir biyosensorde en 6énemli parametrelerden birisi secicilik dzelligidir. Eger

yeterli se¢icilik mevcut degilse bu eksigi giderecek uzun ek islemler gerekir.
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Kullamim Omrii: Biyosensériin kullanim &mriinii kisitlayan en 6nemli faktdr biyolojik
ceviricinin aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica, biyosensoriin kalibrasyon sikligi,
stabilite, tekrarlanabilirlik gibi diger parametrelerini de etkilemektedir.

Kalibrasyon Gereksinmesi: Ideal bir biyosensériin hig kalibrasyona gerek duymamasi ya da
en az kalibrasyona gereksinmesi istenir. Fakat bu ozellik, teorikte planladigi gibi, pratikte
gerceklestirilememistir.  Kullanim  Omiirleri boyunca biyosensorler, siklikla kalibre
edilmelidirler.

Tekrarlanabilirlik: Ideal bir biyosensér igin, elektrodun ayni kosullar altinda arka arkaya
yapilan Olgiimlerde hemen hemen ayni sonuglarin okunmasi istenir. Pratikte pek miimkiin
olmayan bu durum goz Oniine alinarak yapilan calismalarda tekrarlanabilirlik parametresi
mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi olursa biyosensoriin uygulamalarinin
da o denli iy1 oldugundan s6z edilebilir.

Stabilite: Elektrot stabilitesinin (kararliliginin) yiiksek olmasi ideal biyosensorler igin
gereklidir. Stabilite, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina baghdir. Ayrica;
pH, 1s1, nem, ortam, O, derisimi gibi parametrelerden de etkilenmektedir.

Yiiksek Duyarhhk: Biyosensére immobilize edilmis biyolojik materyalin yalniz belirli
maddelere kars1 duyarli olmasi ideal biyosensorlerin 6zelliklerindendir.

Yeterli Diizeyde Tayin Siniri: Tasarlanan bir biyosensoriin tayin sinirinin belirli bir derigim
degerinin altinda olmasi gerekmektedir. Belirtilen bu sinir, elektrot ylizeyinin biiytkligi,
biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi, immobilize edilen madde miktar1 gibi
faktorlerden etkilenir.

Genis Olciim Aralig: Biyosensor uygulamalarinda lgiim araligi olarak adlandirilan bolge
biyosensorlerden alinan akim - derisim egrilerinin lineer oldugu derisim araligidir.

Hizhh Cevap Zamani: Bir biyosensor elektrodunun cevap zamani elde edilen akim-zaman
egrilerinden anlagilabilir. Ornegin elde edilen egride basamaklarin sekli yayvan ve genigse
cevap zamani uzun (yavas), tersi s0z konusu ise cevap zamani kisa (hizli)'dir.

Hizlh Geriye Donme Zamani: Geriye donme zamani 6rnegin amperometrik calismalarda ilk
ornekten ne kadar siire sonra ikinci Ornegin Olgiilebilecegini belirler. Yani ilk Ornegin
ilavesinden sonra sabit akim degerleri kisa siirede gozlenebiliyorsa ikinci 6rnek de ayni siire
sonra ilave edilebilecektir.

Basitlik ve Ucuzluk: Tasarimi basit ve ucuz, kullamimi rahat biyosensorler ideal
biyosensorlerdir. Bu nedenle ilk biyosensorlerdeki karmasik ve de pahali olan yapilar daha

sonra basitlestirilmis ve miimkiin oldugunca da maliyeti diistiriilmiistiir.



Kiiciiltiilebilirlik ve Sterilize edilebilirlik: Elektrotlarinin sterilize edilebilmesi ve
boyutlarinin kiigiiltiilmesi biyosensor tasariminda énemlidir. Buna karsin, biyosensor yapisina
giren biyolojik materyalin fiziksel dayamiklilifi, sterilizasyonu kisitlayan en Onemli

parametredir.

2.2 Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

2.2.1 Analizlenecek madde-biyoaktif bilesen iliskisine gore biyosensorlerin

siniflandirilmasi

Biyosensorler farkli bir bakis agisiyla analizlenecek madde biyoaktif bilesen iliskisine gore
asagidaki sekilde siniflandirilabilirler;

a) Biyokatalitik esasli biyosensorler (mikroorganizma ve enzimlerin  kullanildigi
biyosensorler)

b) Biyoafinite esasli biyosensorler (antikor-antijen ve reseptor ligand gibi etkilesimlerin

kullanildig1 biyosensorlerdir)

2.2.2 Biyoaktif tabaka-iletim ve dl¢iim sistemi icerigine gore biyosensorlerin

siniflandirilmasi

Biyosensorler 6l¢iim prensiplerine ve transduser tiirline gore asagidaki gibi siniflandirilir:
a) Elektrokimyasal esasli biyosensorler (Amperometri, Potansiyometri)

b) Optik esasli biyosensorler (Fotometri, Fluorometri, Biyoliiminesans)

¢) Piezoelektrik esasl biyosensorler (Kuartz kristal mikrobalans, Mikrokantileverlar)

d) Kalorimetri esasli biyosensorler (termistorler)

2.2.3 Biyoaktif tabakada kullanilan biyokomponent tiiriine gore biyosensorlerin

siniflandirilmasi

Biyosensorler biyoaktif tabakalarinda gorev alan biyokomponentin tiiriine gore:
1. Enzim temelli biyosensorler

2. Hiicre temelli biyosensorler

3. DNA temelli biyosensorler

4. Antikor/Antijen temelli biyosensorler (immiinobiyosensdrler)



2.3 Enzim Temelli Biyosensérlerde Immobilizasyon Yontemleri

Analizlenmesi hedeflenen 6rnege uygun biyokomponent ve transduser segildikten
sonra bu iki eleman birbirine baglanmali yani biyokomponent transduser yilizeyine immobilize
edilmelidir.

Immobilizasyon i¢in kullanilan temel yontemler soyledir:
I.  Adsorpsiyon (kovalent olmayan baglama)

Il. Kovalent Baglama

[1l. Tutuklama

IV. Capraz Baglama

Bu immobilizasyon yontemleri sematik olarak Sekil 2.3’de gosterilmistir.

A

C'apraz Baglama Tutuklama
E E E
E E
C}OE ]
E 3 E
Adsorbsiyon E E 3
Kovalent Baglama

Sekil 2.3. Immobilizasyon ydntemlerinin sematik gosterimi
(www.engr.usask.ca/classes/CHE/461/notes/lecture%62016/lecture%20note
s enzymeimmobilization% 200f%20enzyme.ppt)

2.3.1 Adsorbsiyon

Immobilizasyon i¢in kullamlan en basit ydntemlerden biridir. Biyokomponentin
transduser yiizeyine non-kovalent etkilesimler (hidrojen baglari, ¢oklu tuz kopriileri, elektron
gecis kompleksleri ve Van der Walls kuvvetleri) ile tutturulmasi prensibine dayanir.
Adsorbsiyonda kullanilan baslica adsorbanlar; seliiloz, silikajel, cam, hidroksiapatit, kollajen,

kil, polimerik aromatik reginelerdir.


http://www.engr.usask.ca/classes/CHE/461/notes/lecture%2016/lecture%20notes
http://www.engr.usask.ca/classes/CHE/461/notes/lecture%2016/lecture%20notes

2.3.2 Tutuklama

Yiiksek molekiil kiitleli biyomolekiiller sentetik veya dogal jel matrikslerde, yari
gecirgen membranlarda, misellerde ve mikro kapsiillerde tutuklanarak etkin bir sekilde
immobilize edilebilirler. Jel matriste tutuklamada kullanilan baslica malzemeler akrilamit
polimerleri, jelatin tabakalari, nisasta, kalsiyum aljinat jelleri, silikon lastigi, polivinil kloriir,

polivinil alkoldiir.

2.3.3 Capraz baglama

Capraz baglama; kii¢iik molekiillii bir ya da multi-fonksiyonel gruplar igeren kimyasal
reaktifler kullanarak biyokomponent ile adsorban arasinda ¢oziinmeyen kompleksler
olusturma prensibine dayanir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama ajani1 gluteraldehittir.
Gluteraldehit disinda hekzametilen diizosiyanat,2-izosiyanato-4- izotiyasiyanato-toluen, 1,5-
difloro-2,4-dinitrobenzen, bisdiazobenzidin- 2,2- disiilfonikasit gibi kimyasallarda g¢apraz

baglamada kullanilabilir.

2.3.4 Kovalent baglama

Kovalent baglamanin gergeklesmesi i¢in baglanma yiizeyinde ve/veya biyomolekiil
tizerinde tiyol (-SH), hidroksil (-OH), amin (- NH.), karbonil (-C=0), karboksil (-COOH) gibi
reaktif gruplarin olmasi gerekmektedir. Bu reaktif gruplar olmadigi takdirde gesitli
manipiilasyonlarla (kendiliginden olusan tek tabakalar, SAM vb. gibi) reaktif gruplar
olusturulabilir. Biyomolekiil aktive edilmis transduser yiizeyine baglanabilecegi gibi dnceden
uygun bir materyale kovalent baglanip immobilize biyokomponenti igeren tabaka ile
transduser yiizeyinde film olusturulabilir. Biyokomponentlerin kovalent baglama ile
immobilizasyonu pH, sicaklik, iyon siddeti gibi degiskenlere karsi direng saglar ve
biyosensoriin omriinii uzatir ancak biyoaktif tabakada bir miktar aktivite kaybina sebep

olabilir.

2.4 Elektrokimyasal Esash Enzim Biyosensorleri

Enzim temelli biyosensorlerin pek cogunda elektrokimyasal esashi transduserler
kullanilir. Bu transduserler ile amperometri ve/veya potansiyometri ilkelerine gore dlgiimler
alinabildiginden genellikle oksidorediiktaz (elektron agiga ¢ikaran enzimler) sinifi enzimler

kullanilir (Bartlett, 1990). Bir enzim biyosensorii Sekil 2.4’te sematik olarak gosterilmistir.



(AT [By] [Cv] [FV]

| 1 mngtL,,

DIV fAd & Bl == [c] : [E

1 | + | il 1

K T T T
O.C

[Ad  [Bd [Cd  [Fd

(A: Substrat, B: Kosubstrat veya Koenzim, C ve F: Uriinler, ¢: Ol¢iim ¢ozeltisi icindeki, t:
biyoaktif tabakadaki ve y: elektrot yiizeyindeki konsantrasyonlar. D.T: Difiizyon tabakasi,
0.C.: Olgiim ¢dzeltisi, B.T.: Biyoaktif tabaka, I: Iletici)

Sekil 2.4. Enzim biyosensoriiniin genel ¢alisma ilkesi (Dinckaya, 1999)

Sekilden de gorildiigii lizere A substrati elektrot yiizeyine immobilize olmus enzim
tarafindan B koenziminin yardimiyla C ve F’ye dondstiiriiliir. Bu doniisiim sonrasinda elektrot
yiizeyindeki madde konsantrasyonlarindaki farklanma iletici tarafindan sinyal olarak

yansitilir.

2.4.1 Amperometrik esash enzim biyosensorleri

Amperometri genel anlamda belli bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢iimiinii esas
alir. S6z konusu akim yogunlugu calisma elektrodunda yiikseltgenen ya da indirgenen
elektroaktif tiirlerin konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak tanimlanir. ikinci elektrot
referans elektrot olarak is goriir. Kalibrasyondan sonra, akim yogunluklarindan ilgili tiirlerin
konsantrasyonlarinin belirlenmesinde yararlanilir. Iletici sistem olarak bir amperometrik
sensoriin kullanilmas: durumunda potansiyometrik sensorlerden en biiyiik fark, iirinlerden

sinyal olusturan tiiriin elektrot ylizeyinde tiiketilmesidir (Dingkaya,1999).

2.5 Dongiisel Voltametri (Cyclic Coltammetry, CV)

Dongiisel voltametride (CV), karistirilmayan bir ¢ozeltide kiiciik durgun bir
elektrodun akim cevabi bir tiggen dalga sekilli potansiyel ile uyarilir (Skoog ve ark., 1997).
(Sekil 2.5.)



Potansiyel

4=

Sekil 2.5. Tkizkenar iiggen dalgasi seklinde uygulanan potansiyel

Dongiisel voltametride belli bir potansiyel araliginda dogrusal olarak tarama yapilir
sonra tarama yonii ters ¢evrilir ve potansiyel orijinal degerine getirilir. Her iki yondeki tarama
hiz1 aynidir. Bu uyarma ¢evrimi birkag kez tekrarlanir. Ters yondeki potansiyellere dondiirme
potansiyelleri denir. Dondiirme potansiyellerin araligi, bir veya daha fazla analitin difiizyon
kontrollii bir yiikseltgenme veya indirgenmenin meydana geldigi potansiyeldir. Baslangig
taramasinin yonii negatif veya pozitif olabilir. Bu da numunenin bilesimine baglidir.

Daha negatif potansiyeller yoniinde bir tarama ileri tarama, zit yondeki tarama da ters

tarama olarak adlandirilir. Uggen dalga uygulandiginda Sekil 2.6’daki gibi bir voltammogram

elde edilir.
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Sekil 2.6. Uggen dalga potansiyel uygulandiginda elde edilen voltammogram (Skoog ve
ark., 1997).
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Bu egri soyle yorumlanir; gittik¢ce artan bir katodik gerilim uygulandiginda egrinin
ABDF dali elde edilir. Indirgenme sebebiyle bir katodik akim gozlenir (B noktas1 ). B’den
D’ye kadar ki bolgede indirgenebilen maddenin yiizey derisimi gittikge kiigiilirken, akimda
hizli bir artis olur. Pik akimi iki bilesenden meydana gelir. Biri, analitin yilizey derisimini
Nernst esitligi ile verilen denge derisimine esitlemek icin gerekli kapasitif akim artisidir.
Ikincisi ise normal difiizyon kontrollii akimdir. Sonra ilk akim, difiizyon tabakasi elektrot
yiizeyinden uzaklastik¢a hizla azalir (D noktasindan F noktasina). F’de uygulanan katodik
gerilim azalmaya baglar. FH bolgesinde indirgenebilen maddenin indirgenmesi devam eder.
Ancak indirgenmis madde konsantrasyonu azalmis oldugundan akim da azdir. Potansiyel
yeteri kadar pozitif oldugunda indirgenme daha fazla devam etmez, akim sifira gider ve sonra
da anodik olur. Anodik akim, ileri yondeki tarama sirasinda yiizey yakinlarinda biriken
indirgenmis maddenin yeniden yiikseltgenmesi sonucu olusur. Bu anodik akim pik yapar ve
sonra biriken indirgenmis maddenin anodik reaksiyon yoluyla kullanilmasiyla azalir (Skoog
ve ark., 1997).

2.6 Kronoamperometri (CA)

Kronoamperometride ¢alisma elektrodunun potansiyeli aniden degistirilir ve durgun
ortamda akim-zaman iligkisi gozlenir. Kronoamperometride ¢ozeltiye daldirilan galisma
elektroduna uygulanan potansiyel-zaman grafigi Sekil 2.7°de gbsterildigi gibidir. Once
caligma elektroduna herhangi bir indirgenmenin olmadigr E1 potansiyeli uygulanir. Sonra
potansiyel ani olarak E2’ye degistirilir. E2 potansiyeli, indirgenme difiizyon kontrollii olacak

sekilde segilir.

(-)

E(Y) E

0 t(s)

Sekil 2.7. Kronoamperometride elektroda uygulanan potansiyelin zamanla degisimi
(Skoog ve ark., 1997).
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2.7 Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi

Elektokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), sistemlerin kompleks elektriksel
direnglerini, ylizey hassasiyetlerini ve miktarlarindaki degisimleri analiz etmede kullanilan
cok etkili ve kullanigli bir metottur. Metal korozyon mekanizmalarinin aydinlatilmasinda,
membranlar boyunca yiik aktarimi ve membran/¢ozelti ara yiizeylerinin karakterizasyonunda
ve optimizasyonunda ¢ok siklikla kullanilmaktadir. Son yillarda ise biyosensdrlerin hem
hazirlanma asamalarinin, hem de biyomolekiillerin spesifik etkilesimlerinin izlenmesi ve
kantitatif analizlerinde ¢ok yogun bir sekilde tercih edilmeye baslanmistir (Macdonald 1987,
Rubinstein 1995, Krause 2007).

EIS’nin kullanim ile ilgili ilk 6rnekler 1980°lerin sonunda rapor edilmis olmasina
ragmen metodun uygulamalari, enstriimantasyondaki ilerlemelere bagli olarak son yillarda
cok fazla artis gOstermistir. Ciinkii elektrokimyasal impedans spektroskopisinin kompleks
parametreleri enstriimanlarin her tiirlii donanimindan ¢ok fazla etkilenebilmektedir. Impedans
teknikleri ile biyoreseptdr ve onun analiti arasindaki etkilesimin belirlenmesinin yani sira,
transduserde biyomolekiillerin immobilizasyonu boyunca meydana gelen olaylarda oldugu
gibi, ylizey modifikasyonun karakterizasyonlari da basariyla gerceklestirilebilir. Bu 6zellikleri
ile impedans ayn1 zamanda, ylizey morfolojisinin goriintiileme teknikleriyle aydinlatilmasinda

yardimc1 ve ¢ok onemli bir aragtir (Macdonald 1987, Rubinstein 1995, Krause 2007).

2.7.1 Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi’nin Temel ilkeleri

Bir sistemin impedans1 genellikle kii¢lik bir genlikli potansiyel uygulanmasi ve akim
cevabinin belirlenmesiyle tayin edilir. Bu tanimdan yola ¢ikarak impedans; potansiyel-zaman
fonksiyonun V(t) akim-zaman I(t) fonksiyonuna bolimiidiir. Vo ve lp maksimum degere
ulastiklarinda, f; frekans, t; zaman, ¢ potansiyel-zaman ve akim-zaman arasindaki faz

kaymasidir.

V() Vysin(2wft)
T I(t)  Isin(2mft +6)

Impedans kompleks bir degerdir; ¢iinkii akim sadece genlik agisindan farklilik
gostermekle kalmaz, potansiyel-zaman fonksiyonuyla kiyaslandiginda faz kaymasi da
gosterir. Bu yiizden deger ya |Z| ve faz kaymasi ¢ ya da reel Zg ve imgesel Z, olarak

tanimlanabilir.
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Sekil 2.8. Impedans’in potansiyel(zaman) ve akim(zaman) biiyiikliiklerine bagiml
matematiksel gosterimi

Bu durum, sekil 2.8.”de gdsterilmistir. Dolayistyla impedans 6l¢limlerinin sonuglart iki
sekilde gosterilebilir: Bode grafigi (logf’nin fonksiyonu olarak logZ ve ¢) veya Zg ve Z,’nin

oldugu Nyquist grafigi seklindedir.

Impedans “spektroskopisi” ad1, impedansin tek bir frekanstan ziyade farkli frekanslar:
tayin edebilme gerceginden tliremistir. Bu sayede bir impedans spektrumundan yiizeylerin,
tabakalarin veya membranlarin degisim ve diflizyon prosesleri ve karakterizasyonu hakkinda
bilgi saglanir. Bu bilgilere ulagmak icin, impedans spektrumu genellikle esdeger devre
kullanilarak analiz edilir. Genellikle diren¢ ve kapasitanstans olusan bu devre incelenen
sistemin farkli fizikokimyasal Ozelliklerini agiklar. Ayrica sistem; elektrokinetik, difiizyon,
partisyon gibi temel yasalardan tiireyen transfer fonksiyonlari temelinde de tanimlanabilir.
Bu durumda bir impedans elementinin —direng¢ veya kapasitans- degisimi ¢ozeltinin
bilesiminin bir fonksiyonu olarak degerlendirilir. Bazi durumlarda, tiim impedansla
konsantrasyondaki degisim arasinda iliski kurmak mimkiindir (Macdonald 1987,
Rubinstein 1995, Krause 2007).

Elektrokimyasal impedans spektroskopisinde, elektrolit ¢ozeltisi sistemin tek bileseni
olarak incelendiginde, impedans davranist acgiklamak i¢in 4 unsur kullanilir: ohmik direng,
kapasitans, sabit faz 6gesi ve Walburg impedans. Bu unsurlar ve tanimlamalarinin 6zeti tablo

2.1.” de verilmistir.
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Tablo 2.1. Biyoelektrokimyasal sistemleri tanimlamakta ¢ok siklikla kullanilan impedans
elemanlarinin tanimlanmalari, frekans bagimliliklari ve faz kaymalar

Impedans Elemam Tanimlama Faz aqis1 Frekans Bagimhihig:
R Z=R 0° Hayir
-t N

C Zc= e 90 Evet

CPE Zepe = 1 0-90° Evet

W (sonsuz) Zw = % (1—5) 45° Evet

RT 1,1
c= ——

Esdeger devreler, deneysel impedans verilerini seri ve/veya paralel diizenlenmis ideal
impedans unsurlarla yaklasik olarak belirlemek icin kullanilir. Cogu elektrokimyasal sistem
bu prosediire gore analiz edilir. Bir elektrolitle bir elektrodun temasta oldugu bir sistem —
Randles devresi- ¢ozelti direnci, Rs, yiik transfer direnci R, ¢ift tabaka kapasitans Cg ve
Warburg impedans, W’dir. Sekil 2.9.” de gosterilen Nyquist grafiginde Rs ve R degerleri
kolaylikla belirlenebilir. Cift tabaka kapasitanst ise yarim dairenin maksimum yaptigi

noktadaki frekanstan hesaplanabilir.

A I(iDL
Z, 1l
— —L— 1
1 —|R:|-@- Rsor

"«”‘
N R

R, R+R;
R¢tR-26°Cpy

Sekil 2.9. Bir elektrolitle kontakt halindeki elektroda iligkin Randles esdeger devre modeli
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2.7.2 Elektrokimyasal impedans Spektroskopisi Temelli Biyosensorler

Biitiin elektrokimyasal biyosensorlerde oldugu gibi, impidimetrik biyosensorler
biyomolekiillerin kondiiktif bir (veya yar1 kondiiktif) transduser ylizeyiyle etkilesimini
kullanan biyoelektronik cihazlardir. Ol¢iim prosesleri, reseptdr biyomolekiil ile analit arasinda
olusan algilama yiizeyinin, elektronik transduserin elektriksel 6zelliklerini direkt veya indirekt
sekilde degistirmesine dayanir. Antijen-antikor veya DNA-DNA etkilesimleri gibi smirl
katalitik aktiviteye sahip bilesiklerin analizi igin gelistirilen elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS) temelli biyosensorlerin sayisi literatiirde her gegen giin daha da
artmaktadir. Son yillarda, EIS, bircok kimyasal ve fiziksel proseslerin calisilmasinda da
kullanilan ¢ok etkili bir yontem haline gelmistir. EIS, bir¢ok proses i¢in analitik ¢dziimler
sunmaktadir. Bunun yam1 sira membran Ozelliklerinin  belirlenmesi, biyosensor
karakterizasyon ve fabrikasyonu gibi bilimsel arastirmalar i¢in de etkili bir teknik olan EIS ile
gergeklestirilebilmektedir. Enzim-substrat etkilesimlerinin tersine, baglanmadan sonra
herhangi bir reaksiyonun meydana gelmedigi antijen-antikor veya DNA-DNA, protein-protein
gibi afinite etkilesimlerinden sonra yiik transfer degisimleri meydana gelir ve bu degisimler
EIS ile ¢ok etkili bir sekilde izlenebilir. Cesitli spesifik ve hassas Ol¢timler , elektrot
materyaline (metaller, metal oksitler, camsi karbonlar, yar1 iletkenler) elektrot geometrisine
(klasik elektrot diizenlenmesi veya interdijite-birbirine ge¢mis- elektrotlar), analite
(proteinler, antikorlar, niikleik asitler vs) veya kullanilan amplifikasyon protokoliine (label-
free —tabakasiz-, enzim labeller enzim tabakalar-, iletken polimer filmler nanopartikiiller vs..)
gore siniflandirilabilir (Katz ve ark. 2003, Guan ve ark. 2004, Daniels ve ark. 2007,
Berggren ve ark. 2001, Saby ve ark. 1993).

2.8 Yasamin Anahtari: Enzimler

Proteinler, tiim hiicrelerde ve hiicrelerin tiim bdliimlerinde en ¢ok bulunan biyolojik
makro molekiillerdir. Genetik bilginin tanimlandig1 molekiiler araclardir. Cok farkli cesitte
bulunabilecekleri gibi biiyiikliikkleri de ufak peptitlerden milyonlarca molekiiler agirliktaki
biiylik polimerlere kadar degisebilmektedir. Ayrica proteinler, biyolojik islev manasinda da
asirt  cesitlilik gosterirler (Nelson ve ark., 2005). Enzimler kimyasal reaksiyonlari
katalizleyen biyolojik polimerlerdir. Enzimler olmasayd: bildigimiz sekliyle yasam olanaksiz
olacakti. Yiriiyen biitiin fizyolojik olaylarin hizlarin1 diizenleyen biyokatalizorler olarak
enzimler, saglikta ve hastalikta merkezi bir yer isgal eder. Katalitik RNA molekiillerinin

kiiciik bir grubu harig, bilinen enzimlerin ¢ogu protein yapisindadir (Murray ve ark., 1998).
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Biyokimya tarihinin genelinde enzim arastirmalarina rastlamak miimkiin. Biyolojik
kataliz ilk olarak 1700“lerin sonunda midenin salgilariyla etin sindirimi iizerine yapilan
caligmalarda kesfedilmis ve daha sonra tiikkriik ve gesitli bitki Oziitleriyle nisastanin sekere
dontistimii ¢calismalariyla siirdiiriilmiistiir. 1800“lerin sonunda Louis Pasteur sekerin mayayla
alkole fermentesinin “fermentler” tarafindan katalizlendigini ve bu “fermentlerin” canli maya
hiicrelerinin yapilarindan ayrilamaz oldugunu 6ne siirmiistiir. Ama Buchner maya 6ziitlerinin
sekeri alkole fermentledigini, bunun da hiicreden ayrildiginda islevine devam eden molekiiller
tarafindan saglandigin1 kesfetmistir. Frederic W.Kiihne ise bu molekiilleri “enzimler” olarak
adlandirmustir (Nelson ve ark., 2005).

Enzimlerin belirli bilesik gruplariyla reaksiyon verip, bagka bilesiklerde etkili
olmamasina enzim spesifikligi denir. Bazi enzimler dar bir spesifiklige sahipken bazi
enzimler bu anlamda daha genistirler. Ureyi, karbondioksit ve amonyaga pargalayan iireaz
enzimi dar bir spesifite gosterir, bununla birlikte bir ince bagirsak proteazi olan Kimotripsin
ise substratina karsi daha az spesifiktir (Montgomery ve ark., 2000). Grup aktarma ve diger
tepkimeleri katalizleyen bir¢ok enzim, substratlarina ek olarak koenzim adi ile bilinen ikinci
bir organik molekiil gerektirir ve bunlar bulunmuyorsa etkinlik gostermez. Koenzimler, metal
iyon etkinlestiricileri ve bizzat enzimin kendisinden ayirt edilmeleri i¢in, enzimlerin etkinligi
icin gereken, sicaga direncli, kii¢iikk molekiil agirlikli organik bilesikler olarak tanimlanir.
Sindirim enzimleri tarafindan kataliz edilen hidrolitik tepkimeler dahil litik tepkimeleri
katalizleyen enzimler koenzim gereksinmez (Murray ve ark., 1998).

Bir enzim molekiiliiniin katalitik aktivitesi genel olarak yapisinin biitiinliigiine
baghidir. Dolayisiyla yapidaki herhangi bir bozulma aktivite kaybi ile beraberdir, bu siireg
denatiirasyon olarak bilinir. Eger denatiirasyon ¢ok ilerlememisse, denatiire edici etkenin
uzaklastirilmasi ile aktivite geriye doner. Bununla beraber uzamis veya ileri derecedeki
denatiire edici kosullar aktivitede geri doniisiimsiiz bir kayba sebep olur (Burtis ve ark.,
2007).

Enzimler sicaklikla ¢ogunlukla denatiire olurken, kofaktorler 1siya dayaniklidir.
Katalitik bakimdan etkin olan enzim-kofaktor kompleksine “haloenzim” adi verilir. Kofaktorii
kendisinden ayrilan enzim, aktivitesini kaybeder (Onat ve ark., 1997). Genomik dizilimle
ilgili arastirmalarla birlikte, ¢cok sayida enzim tanimlanmistir. 2004 yilinin ortalarindan
itibaren, 9800 farkli organizmadan 83000“den fazla farkli enzime dair bilgiye ulagmak
miimkiin. Biitiin enzimler katalizledikleri kimyasal reaksiyonlara gore 6“ya ayrilirlar (Devlin,
2006). Oksidorediiktazlar, transferazlar, Hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar.

Oksidorediiktazlar; elektronlarin transferini, Transferazlar; Grup-transfer tepkimelerini,

16



Hidrolazlar; hidroliz tepkimelerini, Liyazlar; ¢ift baglara gruplarin ilavesi ve gruplarin yer
degismesiyle ¢ift baglarin olusmasini, izomerazlar; Izomerik formlar1 olusturmak iizere
molekiiller icinde gruplarin transferini, Ligazlar; ATP“nin ayrilmasiyla eslesmis
kondensasyon tepkimeleriyle C-C, C-S, C-O, ve C-N baglarinin olusmasini katalizler (Nelson
ve ark., 2005, Sonug, 2011).

2.8.1 Enzim aktivitesi

Enzimlerin katalitik etkinligi “aktiviteleri” ile tanimlanmaktadir. Enzim aktivitesi
enzimin yapisi disinda pH’a, sicakliga, basing ve gerilimlere, kimyasal bilesenlere, 151k, ses ve
iyonizasyon radyosyonuna baglidir. Bu nedenle aktivite taniminin belli kosullarda yapilmasi
gerekir. Enzimlerin aktiviteleri genellikle katalizledikleri tepkimenin "baglangi¢ hizlar1” tayin
edilerek bulunur. iki tiirlii aktivite tanimi1 yapilmaktadir. Enzim aktivitesi:

1. Birim zamanda bir mol aktif enzim tarafindan iirline doniistiiriilen substratin mol sayist
(turn-over sayisi) veya
2. Dakikada 1 umol substrat1 iiriine doniistiiren miligram enzim miktari (enzim tnitesi) olarak

tanmimlanmaktadir (Aiba ve ark., 1973).

Molekiil i¢i kuvvetler arasindaki denge, enzimlerin biitiinligli ve kararliligi agisindan
cok Onemlidir. Cevredeki herhangi bir degisiklik enzimin yapisindaki ve kararliligindaki
dengeyi tayin eder yani kararli veya denatiire (bozunmus) olmasini saglar. Dogal enzimler
sadece kendi cevrelerinde kararhidirlar. Denatiirasyon veya inaktivasyon kosullarinda
enzimlerin yapilari degisir ve bunun sonunda enzimler inaktif hale gelirler. Cevre etkili
denatiirasyon degisik fiziksel, kimyasal, biyolojik bozucu bilesiklerin etkisiyle meydana gelir
(Bailey ve Ollis 1986).

Enzim aktivitesi;

*pH

*s1caklik

*mekanik kuvvetler —basing ve kesme gerilimleri (hidrodinamik kuvvetler), hidrostatik
basing, ara ylizey gerilimi-

*151k, ses ve iyonizasyon radyasyonu,

*kimyasal bilesenler (alkol, tire, hidrojen peroksit, vs)

*biyolojik etkenler gibi faktorlerden etkilenir (Sonug, 2011).
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2.8.2 Proteazlar, fizyolojik ozellikleri ve simiflandirilmalari

Proteinlerin doniisimiinii, sentezini ve aktivasyonunu kontrol ederek fizyolojik
stireclerin en 6nemli diizenleyicisi olan proteazlar; gebeligin baslamasi, dogum, sindirim,
gelisme, olgunlasma, yaslanma ve hatta tim organizmalarin Oliimiinde ¢ok Onemli
diizenleyici rol oynarlar (Shen ve Chou 2009). Proteazlara lizozomlarda protein yikimindan
hiicre boliinmesine kadar cesitli biyolojik sistemlerde rastlanmistir. Ayrica proteazlar viriisler
ve omurgalilar gibi ¢esitli organizmalarda bulunmaktadir. Proteaz mekanizmalari, 10 kDa’luk
monomerlerden multimerik komplekslere kadar olan peptidlerin ve proteinlerin amid
baglarinin kirilmasini katalizlemektedir. Bu o6zelikleri proteazlarin biyolojik katalizorler
olarak Onemini zaten aciklamaktadir. Proteazlar; protein katabolizmasi, kanin pihtilasmasi,
hiicre biliylimesi ve gocli, doku diizenlenmesi ve =zimojenlerin aktivasyonu, onciil
proteinlerden hormonlarin ve farmakolojik olarak aktif peptidlerin ayrilmasi, proteinlerin
membranlardan gecisini saglanmasi gibi bircok fizyolojik ve patolojik proseste cok dnemli rol

oynamaktadir.

Farkli 6zellikteki ve kombinasyondaki bir ¢ok enzim; proteinlerin amino asitlerine
yikilmasina gerek duyar. Proteazlar (proteinazlar veya peptidazlar) su ile peptit baglarini yikip
proteinleri hidrolizleyen ve organik ¢oziiciiler varliginda peptit sentezini katalizleyebilen
enzim grubudur (Sookkheo ve ark., 2000). (Sekil 2.10.). Proteazlar sadece sindirim yolunda

degil her hiicre igerisinde bulunurlar (Koolman ve ark., 2005).

peptit bagi
0 0
/ /
NHy'— (Rp ), N—(Rg),—C = NHy" —(Ra), + NHy'—(Rg),—C
| " N " Npg
H
polippeptit peptit I peptit II

Sekil 2.10. Proteazlarin genel mekanizmasi

Proteazlar etki bolgelerine gore kabaca ikiye ayrlabilirler; ekzopeptidazlar ve
endopeptidazlar (Sekil 2.10). Ekzopeptidazlar; peptit baglarini substratin amino (- NH; ) veya
karboksi (- COOH ) ucuna yakin bir yerden parcalarken endopeptidazlar ise uzak bir noktadan
pargalar (Joo ve ark., 2003).

Aktif bolgesindeki fonksiyonel grubun varligmma ve katalitik mekanizmasina gore

proteazlar i¢in 6 farkli gruplandirma daha yapmak miimkiindiir; aspartik, glutamik, ve
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metalloproteazlar, sistein, serin, ve treonin proteazlar. Glutamik proteazlar, memelilerde
heniiz bulunamamistir (Otin ve ark., 2008).
Proteazlar aktivite gosterdikleri pH araligina gore de, asidik, notral ve alkali protezlar

olarak siiflandirilmislardir.

~NA

Aminopeptidaz

(EC34.11) NH, =l @e @ O O O O O O o Jm COOH
Dipeptidaz : .

(EC3.4.12) NH, @~ COOH
(BCBansyE NHy KOG OGO OO OO O=Om
(EC3.4.14) B COOH

Peptidil dipeptidaz  NH, w( O O Om O OO OB == COOH
(EC34.15) } Y s

Katboksi peptidaz  NH, wOm M OORO=OROXO-@=@=@F COOH
(EC 3.4.16-18) - TS,

Endopeptidaz '\

(EC3.421-24) (0. 0.0.0.0,.0. .0.0.06.0.0.0.0.

Sekil 2.11. Katalizledikleri reaksiyona gore proteazlarin siniflandirilmasi (Rawlings N ve
ark., 2007)

Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar, polipeptit zincirinin amino veya karboksil ucundaki peptit baglarini
hidroliz eder. Amino ucunu hidrolizleyen ekzopeptidazlar; aminopeptidazlar, karboksil ucunu

hidrolizleyen ekzopeptidazlar karboksipeptidazlar olarak adlandirilir.

Endopeptidazlar

Endopeptidazlar, peptit baglarina N veya C ucundan uzakta, i¢ kisimlarda etkirler.
Serbest amino veya karboksil gruplarinin varligi enzim aktivitesine negatif yonde etki eder.
Endopeptidazlar, katalitik mekanizmalarina gore serin proteazlar (E.C.3.4.21) sistein
proteazlar (E.C.3.4.22) aspartat proteazlar (E.C.3.4.23) ve metallo proteazlar ( E.C.3.4.24 )
olarak smiflandirilir (Rao ve ark., 1998).
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2.8.3 Serin Proteazlar (E.C.3.4.21)

Serin proteazlar, aktif merkezlerinde aspartik asit (Asp-102), serin (Ser-195) ve
histidinden (His-57) olusan tgli katalitik yapi ile karakterize edilir. Bu yap1 icinde serin;
substrat ile kovalent bag olusturur ve yap1 adim1 da buradan alir. Serin proteazlara 6rnek
olarak; tripsin, kimotripsin, elastaz gibi sindirim enzimleri ile koagiilasyon faktorleri, plazmin

fibrinolitik enzimi ve aktivatorleri de verilebilir (Koolman ve ark., 2005).

O
I

2
NGNS

N

Sekil 2.12. Serin proteaz tiiriine ait mekanizmasinin genel 6zeti
(http://www.nature.com/nature/journal/v4d59/n7245/box/nature08146_BX1
.html 2011)

Serin proteazlar genellikle 7-11 arasinda degisen nétral ve alkali pH’larda aktif
olmakla birlikte daha u¢ pH’larda aktif serin proteazlara da rastlanmaktadir. Bu enzimler;
esterolitik ve amidaz da dahil olmak {izere genis bir substrat spesifitesine sahiptirler. Molekiil
kiitleleri 18 ile 35 kDa olmakla birlikte B. subtilis (natto)“dan 90 kDa’lik bir proteazin izole
edildigine dair de raporlar vardir (Kato ve ark. 1992). Serin proteazlarin isoelektrik noktalari

genellikle pH 4-6 arasinda degismektedir (Gupta ve ark. 2002).

2.8.4 Proteaz enziminin kaynaklari

Yasayan biitiin organizmalar proteazlara fizyolojik olarak gerek duyduklar i¢in, bu
enzim bitkiler hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi kaynaklardan elde edilebilmektedir.
Bundan dolay:1 proteazlar kaynagina gore, bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal olmak {iizere {i¢

farkli grupta incelenir (Sonug, 2011).
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Bitkisel Kaynaklar

Bitkilerin proteaz kaynagi olarak kullanilmasini, bitkinin yetistigi iklim kosullar1 ve
kultivasyon topragimin uygunlugu gibi farkli faktorler belirlemektedir. Ayrica bitki tarafindan
proteazin iiretilmesi zamana bagli bir siirectir. Papain, bromelain, keratinaz ve fisin en iyi
bilinen bitki kaynakli proteazlardir. Bitkisel kaynakli proteazlar ézellikle tropikal bitkilerden
elde edilmektedir.

Bilinen en giiglii bitkisel proteaz kaynaklari; papaya (Carica papaya), ananas (Anana
sativa), baz1 Ficus tirleri (F. carica, F. glabrata), enginar (Cynera cardunculus) ve soya
fasulyesi (Soya hispidus) dir (Rao ve ark. 1998).

Papain, viicudumuzda karbonhidrat ve yaglar gibi diger bilesikleri de etkileyerek tiim
sindirim sistemini olumlu yonde diizenleme yetenegine de sahiptir. Papaine, mide tarafindan
salgilanan ve proteinleri par¢alayan enzim olan pepsine benzerligi nedeni ile bitkisel pepsin
ad1 da verilir. Papain bir sistein proteazdir ve enzimin performansi, yetistirildigi iklimsel
kosullara, bitki kaynagina, saflagtirilmasi ve ekstraksiyonu i¢in kullanilan metotlara baghdir.
Enzim pH 5-9 arasinda aktiftir ve substrat varliginda 80 ya da 90°C*nin tizerindeki
sicakliklarda kararlidir (Rao ve ark.1998, Grudkowska ve Zagdanska 2004).

Hayvansal Kaynaklar
Proteazlarin bir diger ve belki de ¢ok dncelerden beri bilinen kaynagi hayvanlardir. En

cok bilinen hayvansal kaynakli proteazlar, pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin ve renindir.

Mikrobiyal Kaynaklar

Bitkisel ve hayvansal kaynakli proteazlarin bazi yetersizlikleri giiniimiiz diinyasinin
mikrobiyal proteazlara olan ilgisini arttirmigtir. Mikroorganizmalarin biyoteknolojik
uygulamalar i¢in neredeyse tiim karakteristik 6zelliklerinin istenen yonde degistirilebilmesi
miimkiin oldugu i¢in mikrobiyal kaynakli proteazlar bitki vehayvansal kaynakli proteazlara
tercih edilmektedirler (Rao ve ark. 1998). Mikrobiyal proteazlar enzimolojinin gelisiminden
beri kapsamlica galigilan en 6nemli hidrolitik enzim grubudur (Gupta ve ark. 2002) ve diinya
enzim endiistrisinin % 401 olusturmaktadir (Anwar ve Saleemuddin 1998).

Viral proteazlar AIDS ve kanser gibi hastaliklara sebep olan virlis proteinlerinin
prosesiyle fonksiyonel olarak ilgili olduklarindan ¢ok onemlidirler. 20 yildan fazladir siiren

caligmalar gostermektedir ki bir ¢ok viriis bir veya daha fazla proteaz kodlamaktadir (Tong
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2002). Serin, aspartil, ve sistein peptidazlar gesitli viriislerde bulunmustur. Viriis kodlu tiim
peptidazlar endopeptidazdir, metalopeptidaz bulunmaz. Yapilan arastirmalarda viral
proteazlarin {i¢ boyutlu yapist ve sentetik inhibitorler ile etkilesimi odak noktasi olmustur
(Rao ve ark.1998).

Bakteri kaynakli mikrobiyal proteazlar, baglica notral ve alkali ticari proteazlarin cogu
Bacillus cinsi bakteriler tarafindan tiretilirler. Bakteriyel noétral proteazlar, pH 5-8 arasinda ve
diistik sicakliklarda aktiftirler ve bagil olarak diisiik termotoleransa sahiptirler. Hidrofobik
amino asit c¢iftlerine yiiksek afiniteleriyle karakterize edilirler. Bazi notral proteazlar
metalloproteazlar grubuna iiyedirler ve aktivite gosterebilmek ic¢in iki degerlikli metal
iyonlarma ihtiya¢ duyarlarken serin proteazlar selat yapici ajanlar tarafindan etkilenmezler

(Rao ve ark.1998).

2.8.5 Proteazlarin endiistriyel uygulama alanlar

Mikroorganizmalardan elde edilen proteolitik enzimler diinya c¢apinda deterjan
endiistrisinde en fazla kullanim alan1 bulan enzimlerdir. 2010 y1l1 i¢in endiistriyel enzimlerin
kiiresel piyasasi yaklagik 3,3 milyar dolar olarak tahmin edilmistir. Novozymes*in agikladigi
rapora gore bu satiglarin %32sini deterjan enzimleri olusturmustur (Anonim, Enzymes
Business, 2011 ve Anonim, Enzymes in Industrial Applications: Global Markets, 2011)

Alkali proteazlar genis pH ve sicaklik araliklarinda stabil kalabilmesi, diisiik
degerlerde bile (%0,4-0,8) etkili olabilmesi, oksitleme ve agartici ajanlarla birlikte
kullanilabilmesi ve raf 6mriiniin uzun olmasindan dolay:r deterjan endiistrisi i¢in ideal enzim
grubudur. Bir deterjan ¢ozeltisindeki proteazin en iyi performansinin anahtar parametresi
enzimin pl“sidir. Deterjan ¢ozeltisinin pH"s1 ile enzimin pl“s1 birbirine uyumlu ise proteazin
bu uygulama i¢in ¢ok uygun oldugu kabul edilir. Alkalofilik Bacillus spp. tarafindan tiretilen
Esperase ve Savinase T (Novo Endiistrisi) ¢ok yiiksek izoelektrik noktaya sahip (pl 11) iki
ticari proteazdir, dolayisiyla bu enzimler yiiksek pH degerlerine dayanabilirler (Rao ve
ark.1998).

Deterjan endiistrisinde kullanilan proteazlarin biiyiik c¢ogunlugunu subtilisinler
olusturmaktadir. Subtilisinler yiiksek sicakliklardaki kararliliklari, yiliksek substrat
ozgiilliikleri ve oldukga kisa siirede iiretilebilmelerinden dolay: her tiirlii camasir ve bulasik
deterjanlarinda kan, siit, yumurta gibi protein igerikli lekelerin giderilmesinde basariyla

kullanilmaktadir (Maurer 2004).
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Deri sanayisinde en zorunlu operasyon derinin killarindan arindirilmasidir. Bu islemin
kimyasal maddeler ile yapilmasi ciddi anlamda kirlenmeye ve is¢gilerde saglik sorununa neden
olmaktadir. Proteazlar, tiiy, deri ve boynuzlarin kullanilabilir biyokiitleye ¢cevrilmesi amaci ile
fibroz proteinlerin hidrolizlenmesinde kullanilmaktadir (Kazan ve ark. 2005). Derinin
killarindan arindirilmasinda proteazlarin kullanilmasi kirlenmeyi ve saglik sorunlarini da
azaltmaktadir (Nilegaonkar ve ark.2007).

Proteazlarin bir diger 6nemli kullanim alan1 atik fotograf filmlerindeki jelatini hidroliz
ederek i¢indeki glimiisii geri elde etmektir. Bu atik filmlerin jelatin tabakalari i¢inde yaklasik
%1,5-2 oraninda giimiis bulunmaktadir ve giimiisiin bu yolla geri kazanimi ¢ok onemlidir
(Singh ve ark., Kumar ve ark. 1999). Tiim bunlarin haricinde proteazlar, firin tiriinlerinde,
siit ve peynir Uretiminde, bira endistrisinde, kozmetik ve ilag sanayinde olduk¢a cok

kullanilmaktadir.

2.9 Elastaz Enziminin Genel Ozellikleri

Elastaz, molekiiler biyolojide proteinleri yikan proteazlar (peptidazlar) sinifindan bir
enzimdir. Elastazi, kollajen ile birlikte, bag dokusunun mekanik 6zelliklerini belirleyen bir
elastik 1if olan elastin ayirir. Hedef proteinlerin peptit baglarinin boliinmesi yoluyla
gerceklestirilir. Parcalanabilen spesifik peptit baglar1 drnegin glisin, alanin, valin gibi kiigiik,
hidrofobik amino asitlerin karboksil gruplar1 olanlardir. Elastaz aktivitesi alfa-1-antitripsin
tarafindan 6zgiin olarak baskilanir.

Elastaz amidleri ve esterleri hidrolize eden bir serin proteazdir. Bu enzim aktif
olmayan bir zimogen olarak pankreasta iiretilir ve tripsin ile on iki parmak bagirsakta aktif
hale gelir. Bu proteinin eksikligi bir dizi fizyolojik sorunlara neden olabilir. Elastaz, elastin ve
kollajeni parcalayan klasik bir metalloproteazdir. Elastiyolitik aktivite, olasilikla
enfeksiyonun baslangi¢ evresinde elastin i¢eren akciger dokusunun yapisinda bozulmaya ve

doku i¢i kanamaya neden olmaktadir.

2.9.1 Elastin ve Ozellikleri

Elastin ve diger proteinlerin daha basit molekiillere ayrilmasini katalize eden,
genellikle aminoasitlerin karbonil gruplarinin bulundugu baglardaki polipeptit zincirini kiran,
notrofiller, makrofajlar tarafindan salgilanan serin endopeptidazlarin bir grubudur.

Elastin organizmada ligaman, arter cidarlari, akciger plevrasi ve parankimi ve diger
esnek bag dokularinda elastik liflerin yapisini olusturan mezankimal kaynakli sari renkli

ultraviole 1s1kta mavimsi flueresans gosteren bir skleroproteindir. Sar1 bag dokusunda beyaz
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bag dokusuna gore daha yiiksek oranda bulunur. Tripsin ve kimotripsin gibi proteazlara, asit
ve alkalilere kars1 direngli olan; pH 2’ de pepsin ile yavas hidrolize ugrayan ve bir pankreas
enzimi olan elastaz ile sindirilen proteindir. Bilesiminde %70 den daha yiiksek oranda
hidrofobik aminoasidler, %27 oraninda glisin, %8-9 oraninda hidrofilik amino asidler
bulunur.

Elastinin hidroliz iirtinleri arasinda bulunan desmosin, izodesmozin, merodesmozin ve
lizinilnorlosin molekiildeki ¢apraz baglarin olusumunda goérevli olan amino asitlerdir

(Vlassara ve ark., 1984).

2.9.2 insandaki elastazin hastaliklardaki rolii
a-1l-antitripsin (A1AT)

Elastaz ,elastaz ve tripsinin aktif yerine geri doniisiimsiiz olarak bagli olan akut
fazdaki protein a-1-antitripsin (A1AT), tarafindan inhibe edilir. A1AT, normal olarak serum
icinde karaciger hiicreleri tarafindan salgilanir. o-l-antitripsin eksikligi (A1AT) elastaz

tarafindan elastik lifin yikimina yol acar.
Dongiisel hematopoez

Nadir bir hastalik olan dongiisel hematopoez (ayn1 zamanda "siklik nétropeni" denir)
21 giinliik periyotlar boyunca dalgali nétrofil graniilosit sayilari ile karakterize edilen
otozomal dominant bir genetik bozuklugudur. Notropeni sirasinda hastalar enfeksiyon i¢in

risk altindadir. 1999 yilinda, bu hastalik ELA-2 / Elane gen bozukluklarina baglanmaistir.
Hastaliklarda bakteriyel elastaz rolii

Elastaz, siki baglantilar1 bozdugu, dokuya proteolitik hasara neden oldugu, sitokinler
ve alfa proteinaz inhibitoriinii yiktig1, immiinglobiilin A ve G (IgA, IgG) ayirdigi, fagositozda
yer alan bagka bir tamamlayic1 molekiil i¢in notrofiller bir reseptor oldugu gozlenmistir. 1gA,
IgG, C3bi ve CRI1 boliinme fagositoz ile bakterileri 6ldiirmek icin nétrofillerin yeteneginin

azalmasina katkida bulunur. Biitlin bu faktorler, insan patolojisine katkida bulunur.

2.10 Glukoz Oksidaz (EC 1.1.3.4) Enziminin Genel Ozellikleri

Ik olarak 1928 yilinda Muller tarafindan kesfedilen glukoz oksidaz enzimi (GOD)
(beta-D-glukoz oksijen—1-oksidorediiktaz, EC1.1.3.4) beta-D-glukozun D-glukonolaktona ve
hidrojen peroksite yiikseltgenmesini katalizler (Kleppet, 1966; Wilson ve Turner, 1992).
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Olusan D-Glukonolakton ve H,0,, laktonaz ve katalaz enzimleri tarafindan glukonik asit ve

H,0’ya donistiiriiliirler.

GOX .
p-D-glukoz ~ O; *  D-Glukonolakton + H;O;
2 H,O, m 2H,O + 0O
D-Glukonolakton + 2 H.O Laktonaz » Glukonik asit

Glukoz oksidaz enzimi her biri identik olarak 80 kDa olan iki altbirimden ve kovalent
olarak bagli olmayan iki flavin adenin diniikleotid (FAD) biriminden olusur. Buradaki
koenzim FAD, bir elektron tasiyicisi olarak is goriir (Wilson ve Turner 1992). Aspergillus
niger kaynakli glukoz oksidaz enziminin agirhiginin yaklasik olarak % 20’sini aminogekerler
ve % 16-19’u karbohidratlar olusturmaktadir. Bu karbohidratlarin % 80’ini N- veya O-
glikozidik bagiyla baglanmis mannoz birimleri olusturmaktadir (Swooboda ve Massey 1965;
Nakamura and Fujiki; 1968: Tsunge ve ark. 1975). glukoz oksidazin ii¢ boyutlu yapisi
sekil 2.13°de gosterilmistir.

Sekil 2.13. Glukoz okidazin {i¢ boyutlu yapisi. Kahverengi: a-heliks; mavi p katlanmalar;
yesil: FAD (www.ebi.ac.uk/msd-srv/msdlite/atlas/summary/1cf3.html)

Glukoz oksidazin katalitik merkezinde glutamat (Glu412), Glutamin (GIn329) Histidin
(His 559 ve His 516) aminoasitleri ve bunlarin yakinlarinda bir FAD molekiili
bulunmaktadir. Enzim glukozu yiikseltgerken glukoz iizerindeki elektronlar aktif merkez

aminoasitleri tarafindan FAD iizerine tasinirlar ve boylelikle FAD indirgenir.
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2.11 Karbon Nanotiip ve Genel Ozellikleri

Karbon nanotiipler, nanoteknolojinin uygulama asamasinda dnemli bir yol katedilmis
alt dallarindan biridir. Kendilerine 6zgili yapilar1 ve iistiin 6zelliklerinden dolay1 nanotiipler,
bilim adamlar1 ve arastirmacilarin olduke¢a iizerlerinde durdugu nano yapilardir. Nanotiipler
tizerinde yapilan aragtirmalar, nanotiiplerin sentezlenmeleri, olusum mekanizmalari, yapilari,
ozelliklerini etkileyen unsurlar {izerinde yogunlasirken, bu arastirmalardan saglanan verilerle
birlikte 6zellikleri gelistirilmis ve kontrol edilebilen, ucuz ve seri iiretilebilen nanotiipler ve
bir¢ok alanda kullanilmak istenmektedir. Karbon nanotiiplerin iiretimi giinlimiizde pahaliya
mal olmakta; fakat giin gegtikce daha seri sentezlenmesiyle ilgili ¢alismalar ve firmalar
cogalmakta ve maliyet de diismektedir.

Karbon nanotiipler bilimin bazen istemeyerek tesadiifen lrettigi ama Oniimiizdeki
yiizyihn teknolojik manzarasinda devrim yaratacak olan inanilmaz nesneler arasinda yer
almaktadir.

Toplumumuz nanotiiplerden Onemli derece de etkilenmektedir ve nanotiip
uygulamalart ile tipki silikon bazli teknolojilerin giiniimiizde hala hayatimizi
sekillendirmesi gibi her agidan sekillenmistir. Diinya en gii¢lii kablolar ile baglanmis uzay
asansorleri, hidrojen tahrikli araglar, suni kaslar vs. gibi olgular1 hayal etmeye basladi bile,
tim bu olgular karbon nanotiip biliminin ortaya ¢ikmasi ile gergeklesebilecektir. Karbon
nanotiipler daha iyi bir hayat agisindan beklentilerimizi yerine getirmemize yardimci olabilir
ve bu diinya olduk¢a umut verici gériinmektedir.

Bir karbon nanotiipler grafinin silindirik olarak sarilmasidir. Bir karbon nanotiipiin
cap1, nanometre Olgegindedir, uzunlugu ise 1 mikro metreden fazla olabilir. Nanotiip ¢ap
biiyiikliigii, bugiine kadar elde edilmis en gelismis yari iletken aletten daha kiigiiktiir.
Karbon nanotiiplerin bu elverisli yapisit ¢ok kii¢iik boyutu ve karbon atomunu essiz elektronik
ozelliklerinden dolayr yari iletken fizigi lizerinde biiyiik bir etkiye sahip olabilir. Kilarite
(chirality) olarak bilinen olas1 ¢ok ¢esitli sarmal geometri nedeniyle karbon nanotiiplerin gok
degisik cap ve kilaritede elde edilmesi miimkiindiir.

Karbon nanotiipiin en onemli fiziksel ozelliklerinden biriside sadece geometrik
yapisina bagh olan elektronik &zelligidir. Ozellikle tek katmanli metal veya yariiletken olan
karbon nanotiipiin elektronik 6zelligi herhangi bir katki gerektirmeden ¢ap1 ve kilaritesine
baglidir. Boylece karbon nanotiip tabanli en kiigiik yar1 iletken cihazi hayal edebiliriz
(Yetim, 2011).
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3. MATERYAL ve METODLAR

3.1 Materyal

Deneyde kullanilan tiim reaktifler, Elastaz enzimi Sigma—Aldrich (St. Louis, MO,
USA)’ den alinmistir. Tiim seyreltme islemleri pH 7° de 50 mM olarak hazirlanan fosfat
tampon ile yapildi. Elastaz enzimi belli konsantrasyonlarda porsiyonlama yaparak -20°C’ de
muhafaza edilmistir. Calisma elektrotu olarak camsi karbon elektrot (GCE), referans elektrot
olarak KCI ile doygunlasmis 3 M Ag/AgCl elektrot ve yardimci elektrot olarak ise 10 mm
uzunlugunda platin tel kullanilmistir. Tiim elektrotlar iBAS, Warwickshire, UK firmasindan
getirtilmistir. Olciimler ise dongiisel voltametri, kronoamperometri ve elektrokimyasal
impedans spektroskopi yazilimi olan Echem Analyst i¢eren (Gamry Instruments, Warminster,
USA) bir bilgisayara bagli Gamry Potentiostate/Galvanostate, Reference 1000 (Gamry

Instruments, Warminster, USA) cihazinda alinmistir.

3.2 Elektrokimyasal Olgiimler

GCE elektrota uygulanan biitlin immobilizasyon islemlerinin karakterizasyonunu
olgmek i¢in dongiisel voltametriden (CV), kronoamperometriden, elektrokimyasal impedans
spektroskopisinden (EIS) yararlanilmistir. CV igin potansiyel araligi -0,5 — 1 V arasinda
secilmis olup (adim biiytikliigii: 20 mV, tarama hizi: 50 mV/s) 6l¢timler 0.1 M KCI igeren ve
Olglim i¢in redoks probu sunan 5 mM Kj;[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] (1:1) ¢ozeltisi i¢inde
gerceklestirilmistir. Elektrokimyasal impedans oOl¢limleri ise 10 mV alternatif akimda
gerceklestirilmistir. Olciimde kullanilan redoks ¢ifti, dongiisel voltametredeki ile aynidir.
Impedans spektrumlar: 10.000 — 0.05 Hz araligindadir. Kronoamperometri olgiimlerinde
potansiyeli 0,4 V (600 saniye) secilmis olup Ol¢iimler 50 mM sitrat monohidrat igeren ve

6l¢lim igin redoks probu sunan 25 mM KsFe(CN)g ¢ozeltisi igerisinde gergeklestirilmistir.

3.3 Olciim Prosediirleri

Enzim hidrolizi temelli biyosensoriin hazirlanmasi i¢in kullanilan ¢alisma elektrodu
camsi karbon elektrottur. Elastaz enziminin konsantrasyonu sabit potansiyelde sistemden
gecen akim miktarindaki degisimlerle dogru orantilidir ve camsi karbon ¢alisma elektrodu ile
akim degisimlerini belirlemek miimkiindiir. Ilk olarak CV ve EIS dl¢iimleriyle cams1 karbon
elektrodun temiz 6l¢iimleri alindi. Daha sonra camsi karbon calisma elektrodu yiizeyi jelatin
+ glukoz oksidaz (GOD) + karbonanaotiip (CNT) karisimiyla kaplandi ve sonra gluteraldehit
ile capraz baglama gerceklestirildi. Calisma prensibi Sekil 3.1 de gosterilmistir.
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Enzim hidrolizi temelli biyosensoriin hazirlanmasinda izlenen yol elastaz biyosensorii

icin Tablo 3.1’de ayrintili olarak verilmistir. Tablolarda belirtilen degerler; ¢cok sayidaki 6n

denemeler ve optimizasyon c¢alismalar1 sonrasinda belirlenen en uygun degerlerdir.

Hazirlanan sensorler once destile su ile yikanmis ve dlgiimler arasinda ¢alisma sicaklifinda

caligma tamponu icerisinde bekletilmistir.

Tablo 3.1. Elastaz enziminin hidroliz temelli biyosensoriin hazirlanma prosediirii

ISLEM ISLEM
SIRASI

1 50ul fosfat tamponu+7,5mg jelatin karistirilip Syl alinip, 0,5mg CNT ve
10ul glukoz oksidaz (18unite) ile karistirildu.

2 Karisimin 10ul si camst karbon elektrodu izerine yayildi. Kuruyana kadar
bekletildi.

3 Bekleme siiresinin sonunda %1°lik 20ul gluteraldehit ¢ozeltisi elektrot
yiizeyine eklenerek 5 dk bekletildi.

4 Biyosensor saf su ile yikandi ve 0,4V potansiyelde 1M’lik 60pul glukoz
cozeltisi eklenerek kronoampermetrik 6l¢iim alindi.

5 Olgiimden sonra biyosensér, 0,0303 U/mL’lik elastaz ¢dzeltisi i¢inde (pH
8,5 ve 50mM NaHCOj3; tamponu)1 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin
sonunda 1M’lik 60ul glukoz eklenerek tekrar kronoamperometrik 6lgiim
alind1.

6 0,0425 U/ml’lik elastaz ¢ozeltisi i¢inde (pH 8,5 ve 50 mM NaHCOs;
tamponu)1 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda 1M’lik 60l
glukoz eklenerek tekrar kronoamperometrik 6l¢iim alindi.

7 0,0546 U/ml’lik elastaz ¢ozeltisi i¢inde (pH 8,5 ve 50 mM NaHCOs
tamponu)1 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda 1M’lik 60l
glukoz eklenerek tekrar kronoamperometrik 6l¢iim alindi.

8 0,0607 U/ml’lik elastaz ¢ozeltisi i¢inde (pH 8,5 ve 50 mM NaHCOs;
tamponu)1 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda 1M’lik 60ul
glukoz eklenerek tekrar kronoamperometrik 6l¢iim alindi.

9 0,0729 U/ml’lik elastaz ¢ozeltisi i¢inde (pH 8,5 ve 50 mM NaHCOs

tamponu)1 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda 1M’lik 60l
glukoz eklenerek tekrar kronoamperometrik 6lgiim alindi.
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Chronoamperometry Scan
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eJelatin + GOD + CNT e 0,0303 U/ml elastaz e 0,0425 U/ml elastaz
0,0546 U/ml elastaz e 0,0607 U/ml elastaz 0,0726 U/ml elastaz

Sekil 3.1. Elastaz biyosensoriin kronoamperometrik 6lgiim prensibi

3.4 Biyosensoriin Immobilizasyon Parametrelerinin Optimizasyonu

Yiiksek lisans tezinin bu asamasinda enzim hidroliz temelli biyosensorler i¢in en 1yi
biyosensor cevabinin elde edilebilecegi optimum immobilizasyon kosullarinin tespit edilmesi
amaclanmistir. Bu amagla jelatin miktarinin, elastaz inkiibasyon siiresinin, glukoz oksidaz
enziminin  konsantrasyonunun, karbonnanotliip miktarinin, uygulanan potansiyelin,
inkiibasyonun yapildigi tamponun pH’nin, sicakligin biyosensor cevabina etkileri
arastirilmistir. Her bir immobilizasyon parametresinin optimum miktarinin tayin edilmesi i¢in,
digerleri sabit tutularak optimizasyonu yapilacak parametre degistirilip biyosensorler

hazirlandi ve 6l¢iimler alindi.

3.4.1 Jelatin miktarimin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Enzim hidroliz temelli biyosensorler i¢in biyoaktif tabakalardaki jelatin miktarinin
biyosensor cevaplarina etkisinin belirlenmesi amaciyla; diger tim degerler sabit tutularak

farkli jelatin miktarlar1 kullanilmasiyla biyosensorler hazirlandi.
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Hazirlanan biyosensorlerle yapilan ol¢limlerden standart grafikler elde edildi. Bu
grafikler yardimiyla en uygun jelatin miktari tespit edildi. Bu amagla asagida belirtilen oranlar
kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Diislik jelatin miktarli elektrotlarda olgiimler sirasinda
elektrot ylizeyinde biyobilesenin diismesine neden oldu. Bu sorununun giderilmesi amaciyla
elastaz biyosensoriinde daha fazla miktarda jelatin kullanilarak biyobilesen elektrot yiizeyinde
saglamlastirildi. Olgiimler potansiyeli 0,4 V (600 saniye) se¢ilmis olup Sl¢iimler 50 mM sitrat
monohidrat igeren ve dl¢lim i¢in redoks probu sunan 25 mM K3Fe(CN)g ¢ozeltisi igerisinde

gergeklestirilmistir. 1M’lik 60ul glukoz eklenerek kronoamperometrik 6l¢tim alindi.

Elastaz bivosensoriin jelatin miktar: optimizasyonu icin hazirlanan sensorler

1- 2,5 mg jelatin + 18 unite glukoz oksidaz +1 mg CNT + %1 Gluteraldehit
2-5mg jelatin  + 18 unite glukoz oksidaz + 1 mg CNT + %1 Gluteraldehit
3- 7,5 mg jelatin + 18 unite glukoz oksidaz + 1 mg CNT + %1 Gluteraldehit

4- 10 mg jelatin + 18 unite glukoz oksidaz + 1 mg CNT + %1 Gluteraldehit

3.4.2 Elastaz inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabi iizerine etkisi

En uygun jelatin miktar1 belirlendikten sonra, elastaz inkiibasyon siiresinin biyosensor
cevaplarina etkisinin belirlenmesi amaciyla; diger tiim degerler sabit tutularak biyosensor
farkli inkiibasyon siirelerinde bekletildi.

Hazirlanan biyosensorlerle yapilan Olglimlerden standart grafikler elde edildi. Bu
grafikler yardimiyla en uygun inkiibasyon siiresi tespit edildi. Bu amagla asagida belirtilen
oranlar kullanilarak biyosensérler hazirlandi. Olgiimler potansiyeli 0,4 V (600 saniye)
secilmis olup dl¢iimler 50 mM sitrat monohidrat igeren ve 6l¢iim i¢in redoks probu sunan 25
mM KsFe(CN)s ¢ozeltisi igerisinde gergeklestirilmistir. 1M’lik 60ul glukoz eklenerek

kronoamperometrik 6l¢iim alindi.

Elastaz bivosensoriin inkiibasyon siire optimizasyonu icin hazirlanan sensorler

1 - 7,5 mg jelatin + 18 unite glukoz oksidaz + 1 mg CNT + %1 Gluteraldehit — elastaz

inkiibasyon siiresi 10 dakika

2 - 7,5 mg jelatin + 18 unite glukoz oksidaz + 1 mg CNT + %1 Gluteraldehit — elastaz

inkiibasyon siiresi 20 dakika
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3 - 7,5 mg jelatin + 18 unite glukoz oksidaz + 1 mg CNT + %1 Gluteraldehit — elastaz

inkiibasyon siiresi 30 dakika

4 - 7,5 mg jelatin + 18 unite glukoz oksidaz + 1 mg CNT + %]1 Gluteraldehit — elastaz
inkiibasyon siiresi 40 dakika

5 - 7,5 mg jelatin + 18 unite glukoz oksidaz + 1 mg CNT + %]1 Gluteraldehit — elastaz

inkiibasyon siiresi 60 dakika

6 - 7,5 mg jelatin + 18 unite glukoz oksidaz + 1 mg CNT + %]1 Gluteraldehit — elastaz

inkiibasyon siiresi 90 dakika

3.4.3 Glukoz oksidaz konsantrasyonun biyosensor cevab iizerine etkisi

En uygun jelatin miktar1 ve elastaz igin inkiibasyon siiresi belirlendikten sonra, glukoz
oksidaz konsantrasyonuna biyosensor cevaplarina etkisinin belirlenmesi amaciyla; diger tiim
degerler sabit tutularak biyosensor farkli glukoz oksidaz konsantrasyonlari kullanilarak
biyosensor hazirlandi.

Hazirlanan biyosensorlerle yapilan Olgiimlerden standart grafikler elde edildi. Bu
grafikler yardimiyla en uygun glukoz oksidaz konsantrasyonu tespit edildi. Bu amagcla asagida
belirtilen oranlar kullanilarak biyosensérler hazirlandi. Olgiimler potansiyeli 0,4 V (600
saniye) secilmis olup olgiimler 50 mM sitrat monohidrat igeren ve dlgiim i¢in redoks probu
sunan 25 mM KsFe(CN)g ¢ozeltisi igerisinde gergeklestirilmistir. 1M’lik 60ul glukoz

eklenerek kronoamperometrik dl¢tim alindu.

Elastaz bivosensoriiniin glukoz oksidaz konsantrasyonu optimizasyonu icin hazirlanan

sensorler

1-7,5mg jelatin + 9 unite glukoz oksidaz + 1 mg CNT + %1 Gluteraldehit
2 - 7,5 mg jelatin + 18 unite glukoz oksidaz +1 mg CNT + %1 Gluteraldehit
3 - 7,5 mg jelatin + 36 unite glukoz oksidaz + 1 mg CNT + %1 Gluteraldehit
4 - 7,5 mg jelatin + 72 unite glukoz oksidaz + 1 mg CNT + %1 Gluteraldehit

5-7,5mg jelatin + 108 unite glukoz oksidaz + 1 mg CNT + %1 Gluteraldehit
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3.4.4 Karbonnanotiip miktarinin biyosensor cevabi iizerine etKisi

En uygun jelatin miktari, elastaz igin inkiibasyon siiresi, glukoz oksidaz
konsantrasyonu belirlendikten sonra, karbonnanotiip (CNT) miktarinin biyosensor cevaplarina
etkisinin belirlenmesi amaciyla; diger tiim degerler sabit tutularak biyosensor farkli
karbonanotlip miktarlar1 kullanilarak biyosensoér hazirlandi.

Hazirlanan biyosensorlerle yapilan olglimlerden standart grafikler elde edildi. Bu
grafikler yardimiyla en uygun karbonnanotiip (CNT) miktar1 tespit edildi. Bu amagla asagida
belirtilen oranlar kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Olgiimler potansiyeli 0,4 V (600
saniye) secilmis olup olgiimler 50 mM sitrat monohidrat igeren ve 6l¢liim icin redoks probu
sunan 25 mM KsFe(CN)g ¢ozeltisi igerisinde gerceklestirilmistir.  1M’lik 60ul glukoz

eklenerek kronoamperometrik dl¢tim alindi.

Elastaz bivosensoriiniin CNT miktar1 optimizasyonu icin hazirlanan sensorler

1-7,5mg jelatin + 9 unite glukoz oksidaz + 0,2 mg CNT + %1 Gluteraldehit
2 — 7,5 mg jelatin + 18 unite glukoz oksidaz + 0,5 mg CNT + %1 Gluteraldehit
3 — 7,5 mg jelatin + 36 unite glukoz oksidaz + 1 mg CNT + %1 Gluteraldehit
4 — 7,5 mg jelatin + 72 unite glukoz oksidaz + 2 mg CNT + %1 Gluteraldehit

3.4.5 Cahisma potansiyelinin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Bitki dokusu temelli biyosensorlerin optimum potansiyeli belirlenmesi i¢in 0.2 V, 0.4
V, 0.5 V, 0.75 V gibi potansiyeller uygulanarak kronoamperometrik Ol¢iimler alindi.
Olgiimler 50 mM sitrat monohidrat iceren ve o6l¢iim icin redoks probu sunan 25 mM
KsFe(CN)g c¢ozeltisi igerisinde gerceklestirilmistir.  1M’lik  60ul glukoz eklenerek

kronoamperometrik 6l¢iim alindi.

3.4.6 NaHCO3; tamponunun pH’1nin biyosensor cevabu iizerine etkisi

Enzim hidroliz temelli biyosensorlerin NaHCO3 tamponunun optimum pH’inin
belirlenmesi i¢in pH> 1 7.0, 7.4, 7.8, 8.3, 85 ve 8.8 olan 50 mM NaHCO3 tamponu
kullanilarak en 1yi biyosensor cevabmin hangi pH degerlerinde elde edildigi belirlendi.
Olgiimler elastaz biyosensorii i¢in 25 °C de 1 saat farkhh pH’li NaHCOj3 tamponunda

bekleterek olgiimler alindi.
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3.4.7 En uygun sicaklik degerinin belirlenmesi

Biyosensorlerin cevabi lizerine sicakligin etkisinin belirlenmesi amaciyla 4, 25, 35,
45°C°de diisiik sicakliktan yiiksek sicakliga dogru optimum pH tamponunda olgiimler
gerceklestirildi.

3.5 Biyosensoriin Karakterizasyonu

Enzim temelli biyosensorlerde kullanilmis olan biyobilesenlerin immobilizasyon
parametrelerinin ve ¢alisma kosullarinin optimizasyonlar1 yapildiktan sonra biyosensorlerin

karakterizasyonu ¢alismalarina gegildi.

3.5.1 Biyosensoriin lineer ol¢ciim arahklarn

Bu amagla; optimize edilen immobilizasyon parametrelerine gore hazirlanan
biyosensorlerle farkli elastaz konsantrasyonlarinda Olgiimler yapilarak, elastaz Olgiim

araliklar1 belirlendi. Olgiimler optimum kosullarda gerceklestirildi.

3.5.2 Biyosensor cevaplarinin tekrarlanabilirligi

Enzim  temelli  biyosensorlerin  Olglim  sonuglarinin  gilivenilirligi  ve
tekrarlanabilirliginin belirlenmesi amaciyla, pH 5,5 - 50 mM sitrat monohidrat igeren ve
Slgim i¢in redoks probu sunan 25 mM KsFe(CN)s cozeltisi icerisinde 25°C° de
gerceklestirildi. Denemelerde, elastaz biyosensorii ile 1 M’lik 60 pl glukoz eklenerek arka
arkaya ara vermeksizin aym sensorle dlgiimler yapildi. Olgiimlere iliskin R? lerine gore

degerlendirme yapildi.

3.5.3 Biyosensor cevaplarmin tekrar iiretilebilirligi

Enzim temelli biyosensoriin 6l¢iim sonuglarinin tekrar tiretilebilirliginin belirlenmesi
amaciyla, pH 5,5 - 50 mM sitrat monohidrat iceren ve 6l¢lim i¢in redoks probu sunan 25 mM
KsFe(CN)g ¢ozeltisi igerisinde 25°C* de gerceklestirildi. Her deneme igin farkli elektrot
hazirlandi. Elastaz biyosensorii ile 1 M’lik 60 pl glukoz eklenerek ara vermeksizin 6lgiimler

alind1. Olgiimlere iliskin R? lerine gore degerlendirme yapildi.
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3.5.4 Elektrokimyasal impedans karakterizasyonu

Elektokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), sistemlerin kompleks elektriksel
direnglerini, yiizey hassasiyetlerini ve miktarlarindaki degisimleri analiz etmede kullanilan

cok etkili ve kullanisli bir metottur.

3.5.5 Biyosensoriin gercek orneklere uygulanabilirliginin incelenmesi

Elastaz biyosensoriiniin ger¢ek orneklere uygulanabilirligi, iki farkli yontemle gercek
serum Ornegine uygulandi. Gelistirilen yeni biyosensér gercek serum orneklerinde elastaz
tayini icin uygulandi. Bu calismalar iki sekilde uygulandi. iki calismada da kan Ornegi
santrifiij yapilarak serumu alindi.

Ik ¢alismada her bir konsantrasyon icin 0,0303U/ml, 0,0425U/ml, 0,0546U/ml,
0,0607U/ml, 0,0729U/ml’lik elastaz ¢ozeltisi ve 100ul serum iginde (pH 8,5, ve 50 mM
NaHCOj3; tamponu)l saat inkiibasyona birakildi. Her bir siirenin sonunda 1M’lik 60ul glukoz
eklenerek tekrar kronoamperometrik 6l¢iim alindi.

Ikinci ¢aligmada ise sadece serum 6rnegi kullamldi. Serum &rneginden 100pl, 140pl,
180pl, 200ul, 240ul alinarak (pH 8,5, ve 50 mM NaHCO; tamponu)l saat inkiibasyona
birakildi. Her bir siirenin sonunda 1M’lik 60ul glukoz eklenerek tekrar kronoamperometrik

Ol¢lim alindi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1 Biyosensorlerin Hazirlanma Kosullarinin Optimizasyonuna Ait Bulgular

4.1.1 Jelatin miktarinin biyosensor cevaplari iizerine etkisi

Calismanin bu kisminda immobilizasyon ig¢in kullanilan jelatin miktarlarinin
biyosensorlerin cevabi iizerine etkisi incelendi. Biyosensdrlerin hazirlanmasinda kullanilan

jelatin miktarlari ile biyosensor cevaplari arasindaki iliski Sekil 4.1°de verildi.
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Sekil 4.1. Elastaz biyosensorii i¢in jelatin miktarinin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Tablo 4.1. Jelatin miktar optimizasyonunun grafiklerinin R?’ leri ve denklemleri

Jelatin miktar1 (mg) R? Denklem
10 mg 0,9601 y =-157,19x + 12,171
7,5mg 0,9923 y =-300,74x + 25,6
5 mg 0,8747 y =-193,83x + 16,732
2,5mg 0,3961 y =-69,296x + 15,541

Biyoaktif tabakadaki jelatin miktarimin artmasi biyoaktif tabaka yogunlugunu
arttirarak hem oksijen hem de substrat icin difiizyonu zorlastirir. Denemelerdeki
biyosensorlerde de jelatin miktarindaki artis ile biyosensor cevabinin diismesi beklenen bir
sonugtur. Tablo 4.1° de goriildiigii gibi R? ve denklemleri belirlendi. Jelatin miktarinin; elastaz
biyosensoriinde 5 mg’ dan 7,5 mg’ a yiikseltilmesiyle farkli elastaz konsantrasyonlarinda
biyosensor cevabinin da yliksek olmasi, biyoaktif tabakanin yeterli yogunlukta olmamasi

nedeniyle substrat ve oksijen kagislarinin olabilecegi goz oniine alindiginda olas1 bir sonugtur.
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Sekil 4.1°den de goriilebilecegi gibi dogrusal araligi en iyi olan biyosensor cevabi,
biyoaktif tabakada; elastaz biyosensorii icin 7,5 mg jelatin icerecek sekilde hazirlanmis olan

biyosensorler ile alindi.

4.1.2 Elastaz inkiibasyon siiresinin biyosensor cevab iizerine etkisi

Calismanin bu kisminda elastaz inkiibasyon siiresinin biyosensorin cevabi iizerine
etkisi incelendi. Biyosensoriin inkiibasyona birakilan siireler ile biyosensor cevaplari

arasindaki iliski Sekil 4.2.”de verildi.
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Sekil 4.2. Elastaz biyosensorii i¢in inkiibasyon siiresinin biyosensor cevabi tizerine etkisi

Tablo 4.2. Elastaz inkiibasyon siiresi optimizasyonu grafiklerinin R%leri ve denklemleri

Elastaz inkiibasyon siiresi (dk) R Denklem
60 dk 0,9939 | y=-11532x + 8,5318
40 dk 0,9388 | y=-64,329x + 14,584
30 dk 0,9859 |y=-31,589x +7,6913
20 dk 0,9342 | y=-110,73x + 10,725
10 dk 0,9324 | y=-38,849x + 5,9589

Elastaz inkiibasyon siireleri 60 dakikadan az oldugunda elastaz enzimi tam olarak
parcalama islemini gergeklestiremediginden akim farklarindaki azalma c¢ok az oldugu
gozleniyor. 60 dakikadan fazla 6rnegin 90 dakika inkiibasyona birakildiginda da iki 6l¢timden
sonra biyoaktif tabakanin diistiigii gozlendi. Tablo 4.2’ de goriildigii gibi R? ve denklemleri
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hesaplandi. Akim farklarina ve R? lerine bakilarak en uygun inkiibasyon siiresi 60 dakika

olarak belirlendi.

4.1.3 Glukoz oksidaz konsantrasyonunun biyosensor cevabu iizerine etkisi

Calismanin  bu kisminda immobilizasyon i¢in kullanilan glukoz oksidaz
konsantrasyonu  biyosensorlerin  cevab1  lizerine etkisi incelendi. Biyosensorlerin
hazirlanmasinda kullanilan glukoz oksidaz konsantrasyonlar1 ile biyosensdr cevaplari

arasindaki iliski Sekil 4.3’de verildi.
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Sekil 4.3. Elastaz biyosensorti i¢in glukoz oksidaz konsantrasyonunun biyosensor cevabi
iizerine etkisi

Tablo 4.3. Glukoz oksidaz konsantrasyon optimizasyon grafiklerinin R?’leri ve denklemleri

Glukoz oksidaz konst.(unite) R Denklem
9 unite 0,9788 y =-63,177x + 4,8641
18 unite 0,9848 y =-77,954x + 7,706
36 unite 0,7715 y = -43,551x + 4,9648
72 unite 0,3468 y =-80,214x + 9,0661
108 unite 0,1513 y =5,297x + 2,5289

Biyoaktif tabakadaki glukoz oksidaz konsantrasyonunun artmasi biyoaktif tabaka
yogunlugunu bozmaktadir. Tablo 4.3° de goriildiigii gibi R? ve denklemleri hesaplanda.

Denemelerdeki biyosensorde de glukoz oksidaz konsantrasyonun artmasi ile biyosensor
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ylizeyinin bozulup R% lerinin azalmasi beklenen bir sonuctur. 9 unite gibi diistik
konsantrasyonlarda da akim farklarinin az oldugu gozlendi.

Sekil 4.3.’den de goriilebilecegi gibi dogrusal araligi en iyi olan biyosensor cevabi,
biyoaktif tabakada; elastaz biyosensorii i¢in 18 unite glukoz oksidaz igerecek sekilde

hazirlanmis olan biyosensorler ile alindi.

4.1.4 Karbonnanotiip miktarinin biyosensor cevabu iizerine etkisi

Calismanin  bu kisminda immobilizasyon i¢in kullanilan glukoz oksidaz
konsantrasyonu  biyosensorlerin  cevab1  lizerine etkisi incelendi. Biyosensorlerin
hazirlanmasinda kullanilan glukoz oksidaz konsantrasyonlar1 ile biyosensér cevaplari

arasindaki iliski Sekil 4.4’de verildi.
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Sekil 4.4. Elastaz biyosensorii i¢in karbonnanotiip miktarinin biyosensor cevabi tizerine etkisi

Tablo 4.4. Karbonnanotiip miktar1 optimizasyonu grafiklerinin R”leri ve denklemleri

Karbonnanotiip miktari(mg) R Denklem
2 mg 0,7590 | y=-94,896x + 9,0358
1mg 0,9848 | y=-77,954x + 7,706
0,5mg 0,9914 | y=-11151x + 11,228
0,2 mg 0,8980 | y=-122,07x + 10,952
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Biyoaktif tabakadaki karbonnanotiip miktarinin artmasi biyoaktif tabaka yogunlugunu
azaltarak hem oksijen hem de substrat i¢in diflizyonu arttirdigindan yiizeyinin bozulmasina
neden olur. Tablo 4.4’ de goriildiigii gibi R? ve denklemleri hesaplandi. R¥leri birbirine
yakin 1 mg ve 0,5 mg CNT iceren biyosensorler bakildiginda akim farki yiiksek olan
biyosensor secildi. Ayrica elektrokimyasal acidan karbonanaotiip miktar1 az olan1 se¢mek

daha dogru olur.

4.1.5 Calisma potansiyelin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Caligmanin bu kisminda hidroliz temelli biyosensoriin kronoamperometrik dl¢timler
de uygulanan potansiyele biyosonsoriin cevabi incelendi. Biyosensdre uygulanan potansiyel

ile biyosensor cevaplart arasindaki iliski Sekil 4.5.’de verildi.
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Sekil 4.5. Elastaz biyosensorii i¢in potansiyelin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Tablo 4.5. Potansiyel optimizasyon grafiklerinin R*’leri ve denklemleri

Potansiyel (V) R? Denklem
02V 0,5949 y =-42,933x + 5,1941
04V 0,9758 y =-198,64x + 16,074
05V 0,9614 y =-124,77x + 12,04
0,75V 0,8569 y =-114,93x + 10,852

Potansiyel optimizasyonunda kronoamperometri 6lgiimlerimde 0,2V, 0,4V, 0,5V ve

0,75V potansiyelleri uygulandi. Bu denemeler sonucunda diisiik potansiyel 0,2V ile yiiksek



potansiyel 0,75V potansiyelleri istedigimiz gibi sonug vermemistir. Tablo 4.5’ de goriildigii
gibi R? ve denklemleri hesaplandi. Buna gére 0,4V ve 0,5V potansiyelleri birbirine ok yakin
oldugundan R?leride birbirine ¢ok yakin ¢ikmustir. Bu nedenle yiiksek potansiyelde daha

fazla girisimler olabileceginden ¢alisma potansiyeli 0,4V olarak belirlendi.

4.1.6 NaHCO3; tamponunun pH degisiminin biyosensor cevabu iizerine etkisi

Calismanin bu kisminda biyosensoriin 1 saatlik inkiibasyona birakildigt NaHCOs3
tampon ¢Ozeltisinin pH’inin biyosensoriin cevabi iizerine etkisi incelendi. NaHCOj3;

tamponunun pH degisimi ile biyosensor cevaplar1 arasindaki iliski Sekil 4.6.’de verildi.
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Sekil 4.6. Elastaz biyosensorii i¢in inkiibasyonun gergeklestirildigi NaHCO3 tamponun
y Yy g g
pH’1min biyosensor cevabi ilizerine etkisi

Tablo 4.6. NaHCOj3 igin pH optmizasyon grafiklerin R?” leri ve denklemleri

NaHiZ;ll:: pH R? Denklem
pH 7 0,7057 | y=-177,69x + 16,087
pH 7.4 0,0086 | y = -231,21x + 17,132
pH 7,8 0,9618 | y=-115,6x + 8,2134
pH 8,3 0,9805 | y=-196,7x + 15,93
pH 8,5 0,9906 | y=-181,98x + 14,58
pH 8,8 0,6654 | y=-157,65x + 16,096
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Elastaz enzimi bazik pH’ da ¢alisan bir enzimdir. Literatiirlerde elastazin pH 7-8,8’de
aktivitelerinin daha yiiksek oldugunu sdylenmektedir. Bu nedenle denemelerde 7-7,4-7,8-8,3-
8,5-8,8 pH’larda NaHCO; ¢ozeltisi kullanilmistir. Tablo 4.6 da gorildigi gibi R® ve
denklemleri hesaplandi. R?lerine bakildiginda pH 8,3 ve pH 8,5’in daha yiliksek oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle elastaz enziminin en aktif oldugunu diistindiigiimiiz pH 8,5 segilip,

diger optimizasyonlar da bu deger degistirilerek calismalar gergeklestirildi.

4.1.7 Sicakhigin biyosensor cevabi iizerine etKisi

Biyosensorlerin performanslarinin ve kararliliklarinin sicakliga bagimliliklari ¢ok iyi
bilinmektedir. Bundan dolay1 en uygun calisma sicakliginin belirlenmesi kisa ve uzun vadede
hem biyosensoriin performansinin hem de kararliliklarinin korunmasi agisindan c¢ok biiyiik
onem arz etmektedir. Buradaki sistemde ¢alisma sicakliginin belirlenmesi, iki enzimle birlikte
calisilmasi nedeniyle ayr1 bir 6nem tasimaktadir. Aktivitesi tayin edilecek olan elastaz ve
biyosensdrde immobilize edilmis olan GOD i¢in ortak uygun bir ¢alisma sicakligi saptamak
cok onemlidir. Bu amag i¢in gerceklestirilen deneme sonuglar1 Sekil 4.7°de verilmistir.

Optimum sicakliginin belirlenmesine yonelik olarak ¢izilen grafikten de goriildiigii
iizere biyosensor cevabr belli bir sicakliga kadar artig gostermistir. 25°C” den sonra ise
diismeye baslamistir.

Ciinkii geleneksel bir biyosensor sistemiyle c¢alisildiginda bu diislis ¢ogu zaman
substratin yiiksek sicaklikta bozunabilecegi durumlar haricinde biyosensdrde immobilize
halde olan enzimin optimum sicakliktan uzaklasilmasindan kaynaklanacaktir. Ayrica enzim
iceren sistemlerde yiiksek sicakliklarda ¢alismak yar1 6miirleri oldukga diisiirebildiginden pek
tercih edilmez. Bu yiizden oncelikle hangi enzimde aktivite kaybi olabilecegini bulmak i¢in
hem elastaz enzimi hem de GOD temelli biyosensorler farkli sicakliklarda inkiibasyona tabi

tutularak olgtimler gerceklestirildi.

41



10

Al (A)

O T T
0,025 0,045 0,065

elastaz konsantrasyon(U/ml)
®4 W25 35 ®45

Sekil 4.7. Elastaz biyosensoriiniin sicakliga karsi biyosensor cevabi iizerine etkisi

Tablo 4.7. Sicaklik optimizasyon grafiklerinin R* leri ve denklemleri

Sicaklik degerleri (°C) R? Denklem
4°C 0,1582 | y=-5,668x +6,3993
25°C 0,9755 | y=-146,62x + 12,235
35°C 0,6675 | y=-130,17x + 12,755
45°C 0,6792 | y=-208,92x + 13,776

Elde edilen bulgular sonucunda sicaklik artirildikga biyosensoriin  biyoaktif
tabakasinda bozunmalar oldugu goriilmiistir. 45°C’ de biyoaktif tabaka ikinci 6l¢iimden sonra
diistiigli i¢in diger dl¢limler alinamadi. 35°C” de ise enzim aktivitesinin kayboldugu gozlendi.
Tablo 4.7’ de goriildiigi gibi R? ve denklemleri hesaplandi. Bu nedenle elastaz biyosensorii

icin tabloda da goriildigii gibi R?’ si en yiiksek olan en uygun sicaklik 25°C olarak belirlendi.

4.2 Biyosensor Karekterizasyonu

4.2.1 Biyosensoriin lineer ol¢iim arahklar

Bu amagla; optimize edilen immobilizasyon parametrelerine gore hazirlanan
biyosensorlerle farkli elastaz konsantrasyonlarinda olglimler yapilarak, elastaz Ol¢tim
araliklar1 belirlendi. Olgiimler optimum kosullarda gerceklestirildi. Olciim sonuclarindan
R?lerine gore enzimin 0,0303U/ml — 0,0729U/ml konsantrasyonu araliginda kalibrasyon

grafigi belirlendi.
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Sekil 4.8. Kalibrasyon grafigi
4.2.2 Biyosensoriin tekrarlanabilirligi
Biyosensoriin  en Onemli karakterizasyon ¢aligmalarindan bir tanesi de

tekrarlanabilirlik denemeleridir. Bir biyosensorden beklenen en Onemli performans
kriterlerinden birisi onun tekrarlanabilir sonuglar veriyor olmasidir. Tekrarlanabilirlik en
genel anlamiyla Olglim sonuglarinin birbirine yakmligimin bir ifadesidir. Gelistirilen
biyosensoriin {i¢ farkli elastaz konsantrasyonu i¢in standart sapmasi ve varyasyon katsayisi
hesaplandi. Bu veriler asagidaki tabloda gosterilmistir. (Tablo 4.8.) R¥lerde gériildiigii gibi
elde edilen bulgular, gelistirilen biyosensoriin elastaz aktivitesinin tayini igin, olduk¢a uygun
bir yontem olabilecegini gostermistir. Ayrica standart sapma yardimiyla istatistik t degeri

kullanilarak giiven araligida hesaplandi.

Tablo 4.8. Elastazin ii¢ farkli konsantrasyonu i¢in hesaplanan ortalama deger, standart sapma,

varyasyon katsay1 ve giiven aralig1 degerleri

Elastaz Ortalama Deger | Standart Sapma| Varyasyon t.s/ AN
Konsantrasyonu | (Xi) (Ss) Katsayis1 ( C.V)
0,0303 0,0374 U/mL +0,00272 U/mL % 7,27 +0,0019
0,0541 0,0594 U/mL, 40,0043 U/mL % 7,23 +0,0030
0,0728 0,0864 U/mL | 40,0042 U/mL % 4,86 10,0030
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4.2.3 Biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi

Biyosensorlerinin rutin analizlerde kullanilabilirliklerinin miimkiin kilinabilmesi
onlarin dogru, giivenilir ve ayni standartta tekrar tekrar iretilip iretilemedikleriyle
iligkilidir. Dolayisiyla yeni bir biyosensor gelistirildikten sonra incelenmesi gereken en
onemli karakteristik 6zelliklerden bir tanesi de o biyosensoriin tekrar iiretilebilirliginin ne

diizeyde standart olabildigidir. Bu amaca yonelik yapilan c¢aligmanin sonuclar1 Sekil 4.9’

de gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Biyosensoriin tekrar tiretilebilirligi

Tablo 4.9. Biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi grafiklerinin R leri ve denklemleri

Tekrar iiretilebilirlik R? Denklem
1 0,9901 y = -202,77x + 15,839
2 0,9881 y = -158,92x + 15,897
3 0,9942 y =-182,17x + 15,799
4 0,9926 y = -120,38x + 13,698
5 0,9906 y = -181,98x + 14,58
6 0,9754 y = -118,43x + 12,376
7 0,9904 y = -80,537x + 9,6609
8 0,9744 y = -126,44x + 12,13
9 0,9706 y =-135,83x + 12,516
10 0,9891 y = -153,32x + 12,022
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Sekil 4.9.’da gorildiigii gibi her bir biyosensor i¢in elde edilen elastaz aktivitesine
iliskin standart grafikler hem tayin alt sinir degerleri hem de dogrusal tayin araliklari
bakimindan birbirine oldukga benzer ¢ikmustir. Tablo 4.9’ da gorildigi gibi R? ve
denklemleri hesaplandi. Bu tabloya gore her birinin R? degerleri de hem ¢ok iyi hem de
birbirine c¢ok yakindir. Bu sonuglar biyosensoriin tekrar iiretilebilirliginin oldukg¢a 1yi

oldugunu gostermektedir.

4.2.4 Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi Karakterizasyonu

Gelistirilen biyosensér ayni Ol¢im sirasiyla hazirlanarak kronoamperometrik
olciimlerin sonrasinda Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi uygulanmustir. Uretilen
biyosensor sistemi Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi ve kronoamperometride tutarl
sonuclar vermistir. Kronoamperometrik oOl¢limde elastaz yiizeyi bozdugundan sinyal
azalmaktadir. Bu nedenle Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisinde de redoks probunun
diflizyonunu bozdugu i¢in elektrotransfer direncinde sinyallerde artis goriilmektedir. (Sekil
4.10). Sekil 4.11° de goriildiigii gibi yapilan EIS uygulamalarindaki R? degerlerinde birbirine
yakindir.

400,0 ohm

300,0 ohm

Zimag (ohm)

£ 200,0 ohm

100,0 ohm

0,000 ohm
0,000 ohm 200,0 ohm 400,0 ohm 600,0 ohm 800,0 ohm 1,000 kohm 1,200 kohm 1,400 kohm 1,600 kohm

Zreal (ohm)

jelatintGOD+CNT @0,0303 U/ml elastaz ©0,0425 U/ml elastaz 0,0546 U/ml
elastaz #0,0607 U/ml elastaz 0,0729 U/ml elastaz

Sekil 4.10. Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi
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Sekil 4.11. EIS’nin R?leri ve denklemleri

4.2.5 Biyosensoriin gercek orneklere uygulanabilirliginin incelenmesi

Tez calismasinin son kismini elastaz aktivitesinin tayinine yonelik gelistirilen
biyosensorle, gercek serum Orneklerinde elastaz aktivitesinin belirlenmesini olusturmaktadir.
Gelistirilen yeni biyosensdr gercek serum orneklerinde elastaz tayini i¢in uygulandi. Bu
calismalar iki sekilde gerceklestirildi. Iki calismada da kan 6rnegi santriifiij yapilarak serumu
alindi.

Ilk calismada her bir konsantrasyon icin 0,0303U/ml, 0,0425U/ml, 0,0546U/ml,
0,0607U/ml, 0,0729U/mlI’lik elastaz ¢ozeltisi ve 100ul serum iginde (pH 8,5, ve 50 mM
NaHCO; tamponu)1 saat inkiibasyona birakildi. Her bir siirenin sonunda 1M’lik 60ul glukoz
eklenerek tekrar kronoamperometrik 6l¢iim alindi.

Ikinci ¢alismada ise sadece serum 6rnegi kullanildi. Serum &rneginden 100ul, 140ul,
180ul, 200ul, 240ul alinarak (pH 8,5, ve 50 mM NaHCOj; tamponu)l saat inkiibasyona
birakildi. Her bir siirenin sonunda 1M’lik 60ul glukoz eklenerek tekrar kronoamperometrik
Ol¢tim alindi.

Gergek serum oOrneklerinin standart grafikleri ¢izilerek (Sekil 4.12), R? degerleri ve
denklemleri hesapland1 (Tablo 4.10). Gergek serum 6rnek uygulamalarinda elastaz enziminin

kanda aktif olarak bulundugunu gézlemlendi.
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Sekil 4.12. Gelistirilen biyosensoriin gercek serum orneklerinde uygulanabilirligini
inceleme (a) elastaz + serum ornegi (b) serum drnegi

Tablo 4.10. Gergek 6rnek denemelerinin R? degerleri ve denklem sistemi

Gergek ornek R’ Denklem
Elastaz + serum 0,9449 y =-52,789x + 7,7164
Serum 0,9646 y =-0,0079x + 5,7356
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5. SONUCLAR

Proteinlerin doniisiimiinii, sentezini ve aktivasyonunu kontrol ederek fizyolojik
stireclerin en 6nemli diizenleyicisi olan proteazlar; gebeligin baslamasi, dogum, sindirim,
gelisme, olgunlasma, yaslanma ve hatta tim organizmalarin oOlimiinde ¢ok Onemli
diizenleyici rol oynarlar. Proteazlara lizozomlarda protein yikimindan hiicre boliinmesine
kadar cesitli biyolojik sistemlerde rastlanmistir. Ayrica proteazlar viriisler ve omurgalilar gibi
cesitli organizmalarda bulunmaktadir. Proteaz mekanizmalari, 10 kDa’luk monomerlerden
multimerik komplekslere kadar olan peptidlerin ve proteinlerin amid baglarinin kirilmasini
katalizlemektedir. Bu 06zelikleri proteazlarin biyolojik katalizérler olarak Onemini zaten
aciklamaktadir. Proteazlar; protein katabolizmasi, kanin pihtilasmasi, hiicre biiylimesi ve
go¢ii, doku diizenlenmesi ve zimojenlerin aktivasyonu, onciil proteinlerden hormonlarin ve
farmakolojik olarak aktif peptidlerin ayrilmasi, proteinlerin membranlardan gegisini
saglanmasi gibi birgok fizyolojik ve patolojik proseste ¢ok 6nemli rol oynamaktadir.

Elastaz ve tripsinin aktif yerine geri doniisiimsiiz olarak bagl olan akut fazdaki protein
a-l-antitripsin (A1AT), tarafindan inhibe edilir. A1AT, normal olarak serum i¢inde karaciger
hiicreleri tarafindan salgilanir. al-antitryspin eksikligi (A1AD) elastaz tarafindan elastik lifin
yikimina yol agar.

Sonug olarak, elastaz enziminin yetersiz sentezlenmesi, metabolizma agisindan ciddi
rahatsizliklara neden olmaktadir. Bu hataliklarin her asamasinda c¢ok detayli bir sekilde
incelenip aydinliga kavusturulabilmesi ve etkili tedavi yollarinin bulunabilmesi icin ilgili
enzimin Oncelikle bulunduklar1 ortamdaki aktivitelerinin dogru ve hassas bir sekilde tayin
edilmesi 6nem tagimaktadir.

Bu calismada enzim elektrotlar1 yoluyla enzim aktivitesi tayinine yonelik biyosensor
gelistirilmesi hedeflenmesi agisindan biyosensor teknolojilerine yeni ve orijinal bir a¢ilim
sunmast yoniiyle de ayrica 6nem tasimaktadir.

Bu tez calismasinda da elastaz akitivitesi tayini i¢in spesifik, ekonomik ve duyarli yeni
bir biyosensor gelistirildi. Elaztaz, glukoz oksidazin biyo aktif tabakasini hidrolizleyerek
enzimin aktivitesiyle dogru orantili bir aktivite kayb1 gergeklestirmistir.

Yapilan optimizasyonlarda da jelatin miktar1 7,5 mg, elastaz inkiibasyon siiresi 60 dk,
glukoz oksidaz konsantrasyonu 18 unite, karbonnanotiip miktar1 0,5 mg, elastaz inkiibasyonun
yapildigt NaHCOj3 tamponunun pH’1 8,5, ¢alisma potansiyeli 0,4 V ve optimum sicaklikta

25°C olarak belirlenmistir.
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Kronoamperometrik g¢alismalarin yani sira, biyosensoriin elektrokimyasal impedans
spektroskopisi karakterizasyonu da yapildi ve calisma neticesinde {iretttigimiz biyosensor
sistemi gercek Orneklere uygulandi. Elde edilen sonuglar, kullanilan biyosensor sisteminin
tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirliginin mevcut oldugunu ve ileriki ¢alismalarda bu
0zelliginin kullanilabilecegini gostermektedir.

Uretilen  biyosensdr sistemi  Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi ve
kronoamperometride tutarli sonuglar vermistir. Kronoamperometrik dl¢imde elastaz yiizeyi
bozdugundan sinyal azalmaktadir. Bu nedenle Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisinde
de redoks probunun diflizyonunu bozdugu i¢in elektrotransfer rezisdansinda sinyallerde artis
goriilmektedir.

Elastaz aktivitesi tayinine yoOnelik olarak gelistirilen biyosensoriin  yiiksek
tekrarlanabilir cevaplar vermesi bu anlamda ¢ok 6nemli bir avantaj olusturmaktadir. Bunun
yani sira her bir biyosensoriin tekrar iiretilebilirlikleri de ¢ok iyidir. Bu avantaj biyosensoriin
fabrikasyonu acisindan ¢ok biiyiik onem tasimaktadir. Kolay hazirlanabilmesi ve ol¢iim
alinabilmesi de s6z konusu biyosensorlerin rutin analizlerde kullanim pratikligini

artirmaktadir. Onemli noktalardan bir tanesi de biyosensdriin maliyetinin diisiik olmasidir.
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