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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BiYOSENSORLERE FARKLI BIR BAKIS ACISI : ENZIM AKTIVITESI TAYINLERINE
YONELIK SISTEMLER

Belfin ISIK

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstittusu

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Tripsin ¢ogu omurgalinin sindirim sisteminde bulunan proteinleri pargalayici 6zellige
sahip bir sindirim enzimidir. Pankreastan in aktif bir proenzim olan tripsinojen seklinde
iiretilir ve ince bagirsaga ulastiginda enteropeptidaz tarafindan aktif hale getirilir. Bu yiiksek
lisans caligmasinda tripsin aktivite tayini ig¢in amperometrik biyosensor gelistirildi.
Gelistirilen biyosensoriin ¢aligma prensibi, tripsinin GOD biyoaktif tabakasini hidrolizleyerek
sinyal diisiisiiniin izlenmesine dayanmaktadir. GOD ve jelatin, camsi karbon elektrot yiizeyine
tutturularak ve glutaraldehit ile ¢apraz baglama yapilarak immobilize edildi. Olusturulan
biyosensoriin optimizasyonu amaciyla jelatin miktari, enzim inkiibasyon siiresi, optimum
sicaklik, GOD derisimi, ¢alisma potansiyeli ve NaHCO3; tamponu pH ‘1 gibi parametreler i¢in
deneysel calismalar  yapildi.  Biyosensoriin  karakterizasyon ¢alismalarinda  ise
tekrarlanabilirlik, tekrar tretilebilirlik, kalibrasyon grafikleri, amperometrik ve EIS

yontemleri kullanilarak gercek 6rnek ile de ¢aligilda.

Anahtar kelimeler: Enzim aktivitesi, tripsin, GCE, biyosensor
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ABSTRACT

MSc. Thesis

A DIFFERENT PERSPECTIVE OF BIOSENSORS:
SYSTEMS FOR DETERMINATION OF ENZYME ACTVITY

Belfin ISIK

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa Kemal SEZGINTURK

Trypsin is a digestive enzyme most of found in digestive system of vertebrates.
Pancreatic trypsinogen, which is produced as an inactive proenzyme and reaches the small
intestine can be activated by enteropeptidase. In this thesis an amperometric biosensor was
developed for the determation of tyripsin activity. Principle of this new biosensor system is
based on the hydrolysis of GOD’s bioactive layer by trypsin and consequently decrease in the
amperometric signal. Glucose oxidase and gelatin mixture was layered onto the surface of the
glassy carbon electrodes. Glucose oxidase was crosslinked by glutaraldehyde that was used as
a crosslinking agent. On the purpose of optimize biosensor, some parameters such as
optimum temperature, concentration of gelatin, incubation time of elastase, concentration of
glucose oxidase, optimum working potential, and pH for NaHCO3 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: Enzyme activity, trypsin, GCE, biosensor
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1. GIRIS

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

Bilim ve teknolojideki hizli gelismeler biyosensor kavram ve tanimlarinda da 6nemli
genigslemelere yol agmustir. Canli yagaminin 6nemli unsurlarindan olan gdérme, isitme,
koklama, tat alma, dokunma gibi algilama mekanizmalar1 dogal ve en miikemmel
biyosensorik sistemler olarak diisiiniildiikleri i¢in biyosensor ¢alismalarmna giizel ornekler
olusturmaktadirlar. Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyebilen
sensorler hazirlanabilirken, sisteme biyomateryalin de katilmasiyla diger bir¢cok maddenin
tayini miimkiin hale gelmistir (Telefoncu 1999).

Bundan dolayr yasamin kendisi, birlesmis enzimatik reaksiyonlar serisi, bazi
hastaliklar ise normal metabolik modeldeki diizenin bozulmasi olarak ele alimmaktadir
(Burtis ve Ashwood 2007).

Proteazlar, (proteolitik enzimler olarak da bilinir) peptit baglarini1 hidrolizleyerek
proteinlerin par¢alanmasmi katalizleyen enzim grubudur. Insan ve fare genomlarmin
bioinformatik analizleri kullanilarak en az 500-600 proteaz (genomlarm yaklasik %2“si)
tanimlanmistir ve bunlarin ¢ogu ortologdur. Proteazlar, proteinleri pargalayarak hiicre
dongiisii, hiicre ¢ogalmasi, hiicre 6liimii, DNA replikasyonu, doku yenilenmesi, hemostasis
(koagiilasyon), yara iyilesmesi ve immiin yanit gibi bir ¢ok fizyolojik siirecin kontroliinde
anahtar rol oynamaktadirlar ( Turk 2006).

Bu yiiksek lisans ¢alismasinin amaci; enzim aktivite tayinine yonelik kolay, ucuz,
pratik uygulamaya olanak saglayan, giivenilir ve hassas amperometrik esasli biyosensorlerin
olugturulmasi, enzim temelli biyosensorlerin karakterizasyonu, optimizasyonu ve

uygulanabilirliginin incelenmesidir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1.Biyosensor

Bir biyosensoriin amaci, bir veya bir grup analitin miktar1 ile orantili olarak stirekli
sayisal elektrik sinyali tiretmektir (Sekil 2.1).Tayin edilmek istenen analite kars1 spesifik, hizli
bilgi veren, kullanimi1 basit oldugu i¢in kalifiye operatdr gerektirmeyen, tasinabilir, kolayca
iiretilebilen ve numunenin minimum diizeyde 6nislemini gerektiren cihazlar olduklari i¢in tan1

teknolojilerinde yeni bir akimin onciileridirler.

Elektriksel Sinyal

Fizikokimyassl [/
D v = kf s,

N\

Bivosensor

Sekil 2.1. Biyosensor elemanlari

Biyosensor kavrami ilk olarak 1962 yilinda Clark ve Lyons®“un enzim igeren
membranlar ile iire ve glukozun pH veya oksijen elektrotlar1 ile algilanabilecek {iriinlere
donistiiriilebilecegi fikrinden ortaya ¢ikmistir (Cahn 1993).

Gelistirilen biyosensorler arasinda viicut sivilarinda bulunan saglik agisindan takibi
onemli kreatinin, glukoz, kolesterol, bilirubin, galaktoz, laktat gibi kimyasallar1 izlemeye
yonelik olanlar oldugu gibi asetominofen, teofilin, klorpromazin ve salisilat gibi ilaclar1 tespit
edebilenler de vardir (Wang 1999).

Ideal bir biyosensdr asagidaki 6zelliklere sahip olmalidir:
1.Biyokatalizor analizin amacma yonelik olarak ¢ok hassas ve spesifik olmali, normal

saklama kosullarinda kararli olmali ve belirli analiz sayis1 boyunca kararliligmi korumalidir.
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2.Reaksiyon karistirma, pH ve sicaklik gibi bazi parametrelerden bagimsiz olmalidir.

Numunelerin 6nislem gereksimi en az seviyede olmalidir.
3.Biyosensor cevabi tekrarlanabilir, hatasiz ve hassas olmalidir.

4. Klinik analizlerde kullanim olasiligina karsi biyosensoriin probu kii¢iik ve biyo uyumlu
olmalidir. Ayrica toksik ya da antijenik etki gostermemelidir. Eger fermentorlerde

kullanilacaksa steril edilebilir olmalidir.

5. Tamamlanmig biyosensor ucuz, kiiciik, portatif ve yari-nitelikli operatorler tarafindan

kullanilabilir olmalidir.

2.1.1. Biyosensor Tiirleri

Biyolojik olarak aktif ajanda analit ile reaksiyon sonucu meydana gelen
fizikokimyasal degisimlerin uygun bir ¢evirici (transducer) yardimiyla elektriksel sinyale
cevrilmesi gereklidir. Bunun icin reaksiyon entalpisi (kalorimetri), kiitle degisimi
(piezoelektrik kristal) veya katman kalinhigi (reflaktometri) gibi spesifik olmayan genel
parametreleri belirleyen ceviriciler kullanilabilmektedir. Diger bir yandan H", OH", CO,, NH;
ya da H,0, gibi tiirlerin tespiti i¢in potansiyometrik ve amperometrik elektrotlar, fotometrik
ya da fliorimetrik ceviriciler ile spesifik tayin gerceklestirilebilmektedir. Asagida farkl
fiziksel 6zelliklerin tayini i¢in gelistirilmis ¢eviriciler kullanilarak tasarlanan biyosensorlerden
belirtilmistir (Scheller ve Florian 1992).

I.  Amperometrik Biyosensorler
II.  Potansiyometrik Biyosensorler
I1l.  Kondiiktometrik Biyosensorler
IV.  Optoelektronik Biyosensorler
V. Kalorimetrik Biyosensorler

VI.  Piezoelektronik Biyosensorler

Bu yiiksek lisans tezi ¢alismalarinda amperometrik biyosensor kullanilarak arastirma
yapilmistir. Amperometrik biyosensorler, analit veya reaktantin, genellikle sabit potansiyel
altinda yiikseltgenmesi ya da indirgenmesi sonucu olusan akimi Glgerler. Amperometrik
sensorlerin fonksiyonel bir bicimde ¢alismasinda en énemli faktor cogunlukla oksidaz ya da
dehidrojenaz tabanli katalitik biyomolekiil ile elektrot ylizeyi arasindaki elektron transferidir.
Elektron transferinde en ¢ok kullanilan mekanizmalar arasinda medyatdrlii elektron transferi

vardir ve elektrot yiizey modifikasyonlarinda iletken polimerler 6nemli rol oynamaktadir.



Elektrokimyasal yontemlerle ylizeyde olusturulan iletken polimer filmlerin elektron transfer
mekanizmasi lizerindeki etkisi heniiz tam olarak anlasilamamis ve ac¢iklanamamis olmasina
ragmen enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan bazi iletken polimer filmler sensor

cevabindaki duyarliligi belirli tiirler igin 6nemli 6l¢tide arttirmaktadir (Gerard ve ark. 2002).

2.1.2 Enzim immobilizasyonu

Enzimler aktivasyon enerjisini diisiirerek kendileri reaksiyon iiriinlerine dahil olmadan
biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran biyolojik olarak aktif ve oldukca spesifik
katalizorlerdir. Katlanmig amino asit zincirlerin meydana getirdigi tersiyer ve kuaterner
(oligomerik enzim) yapilar enzimde katalitik veya aktif bolge olarak adlandirilan reaksiyon
merkezini olustururlar. Ancak bu katlanmig yapt amino asit zincirlerini bir arada tutan
kovalent baglarin aksine genellikle kovalent olmayan etkilesimler ile bir arada tutulmaktadir.
Bu etkilesimler iyonik kopriiler, hidrojen baglari, hidrofilik ve hidrofobik etkilesimlerden
olusmaktadir.

Yiiksek sicaklik, yiiksek veya diisiik pH, organik solventlerin varligi hatta uygun
kataliz kosullar1 gibi durumlarda dahi enzimlerin katalitik aktivitesini siirdiirebilmesi i¢in
gerekli olan molekiiler yapmin pargalanmasi olasidir. Bu nedenle bunu engellemek ve
biyolojik katalizoriin dmriinii uzatmak amaciyla enzimin destek yiizeyler iizerine veya matriks
icerisine immobilizasyonu 6nemli bir yontemdir.

Islevsel bir biyosensdr tasariminda enzimin reaksiyon katmanina uygun bigimde
immobilizasyonu ¢ok 6nemlidir. Enzim katmaninin analitik performansi immobilize enzimin
islevselligini devam ettirmek ve analit molekiillere erisilebilirligi saglamak iizere enzimi
matriks i¢inde alikoymak i¢in seg¢ilen immobilizasyon yontemine baghdir.

Enzimin hareket kabiliyeti (mobility) kimyasal veya fiziksel araglarla kisitlandigi
zaman enzim “immobilize” olarak adlandirilir. Immobilize enzimin &zellikleri destek
materyalin asagida belirtilen 6zelliklerinden etkilenebilinir (Norouzian 2003).

[Jgenis ylizey alani
Opargacik biiyukligi
[gecirgenlik
(hidrofiliklik/hidrofobiklik
[¢odziinmezlik

Ukimyasal/mekanik kararlilik



Oytiksek biikiilmezlik

Urejenere olabilme

Basarili  biyosensorlerin gelistirilmesinde ¢ok ¢esitli immobilizasyon yontemleri
kullanilmistir. Bu farkli yaklasimlar baslica dort ana immobilizasyon teknigi altinda
kategorize edilebilmektedir: tutuklama, adsorpsiyon, kovalent baglama ve ¢apraz baglama.
Son yillarda basit immobilizasyon yontemlerinde karsilasilan problemlerin asilmasinda

kombine immobilizasyon yontemlerinin kullanilmas1 basar1 saglamustir.

2.1.2.1 Enzim Immobilizasyonu Yontemleri

Enzimlerin immobilizasyon isleminden sonra istenilen aktiviteyi ve karakteristikleri
gosterebilmeleri i¢in enzime uygun bir tasiyicinin ve immobilizasyon yonteminin se¢ilmesi
gereklidir. Enzimlerin immobilizasyon yontemleri asagidaki gibi smiflandirilmaktadir.

I.  Hapsetme yontemi
[1.  Adsorpsiyon
I1l.  Kovalent baglama
IV.  Capraz baglama

Bu yiiksek lisans tez g¢alismasinda c¢apraz baglama yontemi kullanilmistir.Birgok
durumda capraz-baglama prosediirii enzimin immobilizasyon matriksine tutturulmasina
yardim etmede kullanilmaktadir. Bu yOntem enzimin molekiillerinin molekiil i¢i ya da
molekiiller arasi birbirine veya tasiyici matriksteki fonksiyonel gruplara ¢apraz baglanmasi ile
biiyiik enzim molekiilii matriksleri olusmasi ile gergeklestirilmektedir. Sekil 2.2°de enzimlerin
capraz baglama ag orgilistindeki diizenlemesi goriilmektedir. Capraz baglama ajanlarindan
bazilar1 asagida verilmistir.

(1 Glutaraldehit

[J Hekzandiamin

[J Hekzametilen diizosiyanat

[0 Fenol-2,4-disulfonik asit

(] 1,5-Difloro-2,4-dinitrobenzen

[ Bisdiazobenzidin-2,2*-disiilfonik asit



Sekil 2.2. Enzimlerin birbirine ve kat1 destege ¢apraz baglanmasi

Bu reaktiflerden glutaraldehit (GA) tasityicinin organik hidroksil gruplariyla ve
enzimdeki lisin aminoasit molekiiliiniin agikta kalan fonksiyonel grubuyla reaksiyona

girebilmektedir. Sekil 2.3’te glutaraldehitin vermis oldugu reaksiyon goriilmektedir.

Glutaraldehit Oligoglutaraidehit
HC—¢ HC—0 HC —0 HC——0

H Hz H2 H H") H2 H H- H2
CH, =——(—(—(C—C—C=C—C(—C—C=C—0C—¢C
CH» HoN—— enzim

’ ™
/enzrn

CH, /
| HC—0 HC==NH HC—0
HC==0 H | H, H H Ho Hy H Hy H

—C—CH—C—(C—C=C—C—C—C=C—C—C

HN—— enzim

Sekil 2.3. Glutaraldehit ile enzimlerin amino gruplarinin ¢apraz baglanmasi

Capraz baglayici fiziksel immobilizasyonla karsilastirildiginda enzimin kati destege
daha ¢ok baglanmasini saglayan fonksiyonel gruplar arz ve bdylece ihmal edilebilir enzim
sizintisina neden olmaktadir.

Bundan baska molekiiller arasi ¢apraz baglama boyutsal olarak katlanmig protein
molekiillerinin stres durumunda agilmasini &nleyerek stabilize etmektedir. Ilave enzim

molekiilleri halihazirda yilizeye kovalent baglanmig enzim katmani iizerine kiimelestirilerek



enzim yiiklemesi arttirilabilmektedir. Ancak ¢apraz baglama enzimin aktif merkezinde
konformasyonel degisimlere yol agabildiginden aktivite kaybma yol acabilmektedir.

Olusan siki c¢apraz baglanmigs ag Orgiisii ayrica enzim kinetiklerini ve substrat
diflizyonunu etkilemektedir. Matriks igerisinde reaksiyon {iiriinleri olugsmasi sonucu enzimin
yerel ortaminda zarar verici degisimler ortaya c¢ikabilmektedir. Bu nedenle biyomolekiil

immobilizasyonunda aktivite ve uygun diflizyon igin optimizasyon gereklidir (Ling 2008).
2.1.2.2 Glutaraldehit

Virlis ve bakterilere karsi tipta sikca kullanilan renksiz, sivi bir dezenfektan ve
sterilizasyon kimyasalidir. Ayn1 zamanda elektron mikroskoplarinda doku belirleyici olarak
da kullanilmaktadir (HSDB. 1996, Thomas ve Russell 1974). Glutaraldehit 6zellikle
enzimlerin kovalent immobilizasyonunda yaygimn olarak kullanilan homo bifonksiyonel bir
kimyasaldir.

Homo bifonksiyonel maddeler, proteindeki lizin kalintisimin amino gruplar1 gibi
primer aminlerle segici olarak etkilesime girerler. Suda ve benzen, alkol gibi susuz ortamlarda
kararl ve ¢oziinebilir olmas1 nedeniyle kullanimlar1 ¢ok yaygindir (Kapoor 1996).

Glutaraldehit, igerdigi iki aktif aldehit grubu ile biyosensor gelistirilmesinde kullanilan
enzim, mikroorganizma ve doku kesitleri gibi biyolojik bilesenlerin, kitosan, kolajen, jelatin
ve karragenan gibi biyolojik matriks molekiillerinin polimerleri tizerindeki —NH2 gibi
gruplarla H2O ¢ikararak birlesir ve iki polimer zincirini birbirine capraz baglar. Bu esasa
dayali immobilizasyon yontemi oldukca sik kullanilmaktadir. Yontem kolay uygulanabilir
olup genellikle sistemin termal, islem ve depo kararhiliklarini da arttirmaktadir. Sekil 2.4’te

glutaraldehitin formiilii gériilmektedir.

Sekil 2.4. Glutaraldehitin formiilii
(http://www.sigmaaldrich.com/medium/structureimages/25/mfcd00007025.png)


http://www.sigmaaldrich.com/medium/structureimages/25/mfcd00007025.png

2.1.2.3 Jelatin

Jelatin, s1g1r, domuz, koyun gibi hayvanlarin kemik, deri ve tendonlarindaki kollajenin
hidroliziyle elde edilen bir proteindir. Jelatinin karakteristik 6zelligi, prolin, glisin ve
hidroksiprolin aminoasitlerini yapisinda ¢ok bulundurmasidir. Yapis1 genel olarak tekrarlanan
glisin-X-Y triplet yapisimi igerir ve genellikle X prolin, Y ise hidroksiprolindir. Bu
aminoasitler, jelatinin {icli bir heliks yap1 olusturmasinda ve jellesme 6zelligi kazanmasinda
etkilidirler. Jelatin oda sicakliginda katidir, tamponda ¢oOziiliip 1sitildiktan sonra oda
sicakligma getirildiginde jel kivamimi alir. Bu 6zelliginden dolay1 iyi ve kolay kullanilabilir
bir immobilizasyon malzemesidir (Rose ve ark. 1987).

Jelatin eger biyomalzeme olarak kullanilmak isteniyorsa c¢apraz bagli olmak
zorundadir. Son zamanlarda jelatin filminin g¢apraz baglar1 fiziksel olarak termal 1s1 ve
ultraviyole 1smlar yardimiyla olusturulmakta, kimyasal olarak ise formaldehit, glutaraldehit,
suda ¢6ziinen karbodiimid, diepoksi bilesenleri ve diizosiyanatlar gibi ¢apraz baglayici ajanlar
kullanilarak elde edilmektedir. Biyosensor ¢aligmalarinda ise termal ve mekanik kararhiliginin
arttirilmasi amaciyla immobilizasyonda genellikle capraz baglayici glutaraldehit ile birlikte
kullanilir (Sezgintiirk ve ark. 2005, Odaci ve ark. 2004, Espesito ve ark. 1995). Sekil

2.5’te jelatinin yapis1 goriilmektedir.

Q=g
g

‘L

)|

I

i

I

?
-
" A—1
=
-
'
§

=
s g8 g
—2

_,._._
-
>
-

-

Sekil 2.5. Jelatinin yapis1 (http://www.lIsbu.ac.uk/water/hygel.html)


http://www.lsbu.ac.uk/water/hygel.html

2.2 Enzimler

Proteinler, tiim hiicrelerde ve hiicrelerin tiim boliimlerinde en ¢ok bulunan biyolojik
makro molekiillerdir. Proteinler genetik bilginin tanimlandigi molekiiler araglardir. Cok farkli
cesitte bulunabilecekleri gibi biiyiikliikleri de ufak peptitlerden milyonlarca molekiiler
agirliktaki biiyiik polimerlere kadar degisebilmektedir. Ayrica proteinler, biyolojik islev
manasinda da asir1 ¢esitlilik gosterirler (Nelson ve ark. 2005).

Enzimler kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen biyolojik polimerlerdir. Enzimler
olmasaydi1 bildigimiz sekliyle yasam olanaksiz olacakti. Yiirliyen 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).

Biyokimya tarihinin genelinde enzim arastirmalarina rastlamak miimkiin. Biyolojik
kataliz ilk olarak 1700'lerin sonunda midenin salgilariyla etin sindirimi iizerine yapilan
calismalarda kesfedilmis ve daha sonra tiikriikk ve ¢esitli bitki Oziitleriyle nisastanin sekere
dontistimii caligmalariyla 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 saglandigmi kesfetmistir. Frederic W.Kiihne ise bu molekiilleri “enzimler” olarak
adlandirmistir (Nelson ve ark. 2005).

Enzimlerin belirli bilesik gruplariyla reaksiyon verip, baska bilesiklerde etkili
olmamasina enzim spesifikligi denir. Bazi enzimler dar bir spesifiklige sahipken bazi
enzimler bu anlamda daha genistirler. Ureyi, karbondioksit ve amonyaga parcalayan iireaz
enzimi dar bir spesifite gosterir, bununla birlikte bir ince bagirsak proteazi olan kimotripsin
ise substratina kars1 daha az spesifiktir (Montgomery ve Conway 2000).

Grup aktarma ve diger tepkimeleri katalizleyen bir ¢ok enzim, substratlarma ek olarak
koenzim ad1 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 i¢in gereken, sicaga direngli, kiigiik 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 yapismin biitiinligiine

baglidir. Dolayisiyla yapidaki herhangi bir bozulma aktivite kaybi ile beraberdir, bu siireg



denatiirasyon olarak bilinir. Eger denatiirasyon ¢ok ilerlememisse, denatiire edici etkenin
uzaklagtirilmasi ile aktivite geriye doner. Bununla beraber uzamis veya ileri derecedeki
denatiire edici kosullar aktivitede geri doniisiimsiiz bir kayba sebep olur (Burtis ve Ashwood
2007).

Enzimler sicaklikla g¢ogunlukla denatiire olurken, kofaktorler 1siya dayaniklidir.
Katalitik bakimdan etkin olan enzim-kofaktor kompleksine “haloenzim” adi verilir. Kofaktorii
kendisinden ayrilan enzim, aktivitesini kaybeder (Onat ve Emerk 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).

1. Oksidorediiktazlar; elektronlarin transferini,

2. Transferazlar; Grup-transfer tepkimelerini,

3. Hidrolazlar; hidroliz tepkimelerini,

4. Liyazlar; cift baglara gruplarin ilavesi ve gruplarin yer degismesiyle ¢ift baglarin
olusmasini,

5. Izomerazlar; izomerik formlar1 olusturmak iizere molekiiller iginde gruplarin
transferini,

6. Ligazlar; ATP'nin ayrilmasiyla eslesmis kondensasyon tepkimeleriyle C-C, C-S, C-O,

ve C-N baglarinin olugsmasini katalizler (Nelson ve Cox 2005).

2.2.1 Glukoz Oksidaz Etki Mekanizmasi

Glukoz oksidaz, sekil 2.6’da goriildiigii gibi elektron alicis1 olarak molekiiler oksijeni
kullanarak B-D-glukozun D-glukanolakton ve hidrojen peroksite (H.0,) oksidasyonunu
katalizler. Oncelikle elektronlar FAD kofaktoriine transfer edilerek FADH, sentezlenir. Daha
sonra FADH; ye molekiiler oksijen baglanir ver son adimda da H,O, FADH, den ayrilarak
FAD rejenerasyonu gergeklesir. Glukoz oksidasyonunun baslangi¢ {iriinii D-glukano-1,5-
lakton dur. D-glukano-1,5-lakton glukoz oksidazin zayif bir kompetitif inhibitoriidiir. Daha
sonra bu molekiil glukonik aside hidrolizlenir. Bu hidroliz i¢in hiz sabiti pH bagimhidir
(www.chem.ch.huji.ac.il ). Sekil 2.6’da B-D-glukozun GOD enzimiyle oksidasyonu

goriilmektedir.
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Sekil 2.6. B-D-glukozun GOD enzimiyle oksidasyonu (www.chem.ch.huji.ac.il)
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Sekil 2.7. Dogal elektron alicis1 tarafindan FADH, oksidasyonunun mekanizmasi.
(www.chem.ch.huji.ac.il)

Sekil 2.7.°de dogal elektron alicis1 tarafindan FADH; oksidasyonunun mekanizmasi
goriilmektedir. GOD enziminin Michaelis sabiti literatiir degerleri glukoz i¢in 20 mM ve O,
icin 0,25 mM dir. Radyo aktif olarak isaretlenmis dioksijen (O2) ve su kullanilarak yapilan
denemede, reaksiyon sonucu lretilen hidrojen peroksit igerisindeki oksijenin sudan ¢ok

¢oziinmils oksijenden ileri gelmis oldugunu gostermistir. Enzim 2-deoksi-D-glukoz, D-
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mannoz ve D-fruktozu da oksitler ama B-D-glukoz icin ¢ok yliksek bir spesifiklige sahiptir.

(www.chem.ch.huji.ac.il )

2.2.2 Proteazlar, fizyolojik ozellikleri ve siniflandirilmalar

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 2.8). Proteazlar sadece sindirim yolunda

degil her hiicre igerisinde bulunurlar (Koolman ve Roehm 2005).

peptit bagi
0 0
/ /
NHy'=—(Ra), N—(Rg),—C = NHy —(Ry), + NHyt—(Rg)—C
Ll N SR
H
polippeptit peptit I peptit II

Sekil 2.8. Proteazlarin genel mekanizmasi

Proteolitik enzimler tiim canli organizmalarda biiylime ve farklilasmay1 ve hiicresel
bilesenlerin ihtiya¢ duydugu i¢ dengeyi (homeostasiyi) saglar. Organizmada sentezlenen
proteinlerin kompozisyonunun, biiyiikliigiiniin, bigiminin ve dongiisiiniin kontroliinde elzem
olan bu enzimler kanin pihtilasmasi, kontrollii hiicre 6limii, doku farklilasmasi, gen
ekspresyonu gibi yasam igin 6nemli biyolojik siireglerde de rol oynar (Harem 2005, Rao ve
ark. 1998).

Bu fonksiyonlarinin direkt bir sonucu olarak proteazlar; DNA replikasyonuna ve
transkripsiyonuna, doku morfojenizine ve yeniden sekillenmesine, hiicre cogalmasi ve
farklilagmasia, 1s1 sok protein yanitina, damar genislemesi (anjiyogeneze), sinir dokusu
olusumu (ndrojeneze), oviilasyona, fertilizasyona, yara iyilesmesine, kok hiicre
mobilizasyonuna, inflamasyona, bagisikliga, otofajiye (otoliz) yaslanmaya, nekroz, ve
apoptoz etkir.

Proteazlarin hiicresel davraniglarda ve organizmanm yasamla Olim arasindaki

dengesinde bu kadar etkin olmasi; proteolitik sistemlerdeki bir bozulmanin, kanser,
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ndrodejenerasyon, inflamatuvar ve kardiyovaskular hastaliklarin temelinin olusmasina sebep
olabilir. Bu sebepten 6tiirii, ilag endiistrisi igin proteazlar, teshis igin tasarlanan hedef ilaglarin
temel noktasidir. Proteazlar bitkilerde de; olgunlagsma ve yikim siireclerinin gelisiminde ve
degisen ¢evresel kosullara uyum gibi noktalarda kilit rol oynar. Ayni sekilde bir c¢ok
infeksiyoz mikroorganizma replikasyon igin proteazlara gereksinir veya AIDS gibi insan
hayatiyla dogrudan iligkili hastaliklarin proteaz hedefli tedavisinin gelisiminde proteazi
zehirlilik (viryiilans) faktori olarak kullanir (Otin ve Bond 2008).

Proteolitik enzimler, hiicresel metabolik siireclerde 6nemli rol oynamalarmin haricinde
endiistriyel c¢evrelerin de oldukca dikkatini ¢ekmektedir. Endiistrinin c¢esitli alanlarinda
kullanilan enzimlerin diinya genelindeki toplam satisinin 1 milyar dolarin tizerinde oldugu
tahmin edilmektedir. Proteazlar ise endiistride en cok kullanilan ii¢ enzimin igerisinde
yaklasik %60lik pazar payiyla basi ¢ekmektedir (Rao ve ark. 1998). Proteazlar endiistrinin
deterjan, protein, bira, fotograf, deri ve siit alanlarinda olduk¢a ¢ok kullanilmaktadir (Anwar
ve Saleemuddin 1998).

Proteazlar etki bolgelerine gore kabaca ikiye ayrilabilirler; ekzopeptidazlar ve
endopeptidazlar. Ekzopeptidazlar; peptit baglarini substratin amino (- NH; ) veya karboksil (-
COOH ) ucuna yakm bir yerden pargalarken endopeptidazlar ise uzak bir noktadan parcalar.
Aktif bolgesindeki fonksiyonel grubun varligma ve katalitik mekanizmasma gore proteazlar
icin 6 farkl gruplandirma daha yapmak miimkiindiir; aspartik, glutamik, ve metalloproteazlar,
sistein, serin, ve treonin proteazlar. Glutamik proteazlar, memelilerde heniiz bulunamamistir
(Otin ve Bond 2008).

Proteazlar aktivite gosterdikleri pH araligina gore de, asidik, notral ve alkali protezlar
olarak simiflandirilmiglardir. Sekil 2.9.°da katalizledikleri reaksiyona gore proteazlarin

smiflandirilmasi goriilmektedir (Rawlings 2007).
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Sekil 2.9. Katalizledikleri reaksiyona gére proteazlarin siniflandirilmasi (Rawlings ve ark.
2007).

Farkli yapidaki proteazlar i¢in amino asit dizilimlerinin kiyaslanmasiyla ileri bir
gruplandirma yapilabilir ve bu gruplar 3 boyutlu yapilarin benzerligi ¢ergevesinde bir araya
getirilebilir (Rao ve ark. 1998, Otin ve Bond 2008)

2.2.2.1 Ekzopeptidazlar

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

hidrolizleyen ekzopeptidazlar karboksipeptidazlar olarak adlandirilir.

2.2.2.2 Endopeptidazlar

Endopeptidazlar, peptit baglarma N veya C ucundan uzakta, i¢ kisimlarda etkirler.
Serbest amino veya karboksil gruplarmmn 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 siniflandirilir (Rao ve ark. 1998).
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Sistein (tiyol) Proteazlar (EC.3.4.23)

Sistein proteazlar hem dkoryatlarda hem de prokaryotlarda bulunur. Yaklasik 20 tane
sistein proteaz ailesi tanimlanmustir. Sistein proteazlarin katalitik aktivitesi sistein ve histidin
kalintilar1 bulundurmasina baglidir. Bu sistein ve histidin yapilarinin diizenlenmesi her ailede
farklilik gostermektedir. Genellikle sistein proteazlar sadece HCN veya sistein varliginda
aktiftirler. Yan zincirlerinin spesifitesine gore 4 ana gruba ayrilirlar;

() papazin benzeri

(i) tripsin benzeri olanlar

(iii)  glutamik asite 6zgii olanlar ve
(iv)  digerleri.

Papain en ¢ok bilinen sistein proteazdir. Sistein proteazlar genellikle notral pH'ya
sahip olmalarma ragmen, lizozomal proteazlar asidik pH*ta aktiftir. PCMB gibi siilthidril
ajanlara karsi hassastirlar ama DFP ve metal selatlastirici ajanlardan etkilenmezler (Rao ve
ark. 1998, Powers ve ark. 2002).

Sistein proteazlar agil-tiyol ara tirliniiniin hidrolizlendigi genel asit-baz olusumunu
gerektiren iki yer degistirme reaksiyonunun gergeklestigi hidroliz mekanizmasi ile karboksilik
asit tlirevlerini hidrolizlerler. Agil tiyol ara iirliniiniin olusumundan dolay1 tiyol proteazlar
olarak da adlandirilirlar. Mekanizmalar1 serin proteazlarn  mekanizmalarma ¢ok
benzemektedir. Katalitik prosesin ilk basamagi serbest enzim ile substratin kompleks formda
nonkovalent baglanmasini gerektirir. Bu basamagi enzimin agilasyonu izler ve ilk {iriin R*-
NH2 olusur ve ayrilir. Takip eden deagilasyon basamaginda agil-enzim kompleksi su
molekiilii ile tepkir ve ikinci tiriin ayrilir serbest enzimin rejenerasyonu gergeklesir (Rao ve
ark. 1998).

Sistein proteazlara daha ¢ok papaya, ananas, incir ve kivi gibi meyvelerde sikca
rastlanir. Meyvenin olgun olmayan halinde proteaz orani daha fazladwr. Sistein proteazlar,
fizyolojik manada ¢ok fazla role sahiptir, 6rnegin bitkilerin biiylime ve gelisiminde, kontrollii
hiicre 6liimiinde, ¢ekirdeklerdeki depo proteinin birikimi ve mobilizasyonunda gorev alirlar.
Ayrica, metabolik yollarm uyariminda, biyotik ve abiyotik strese yanitla da dogrudan

ilgilidirler (Grudkowska ve Zagdanska 2004).

15



Sekil 2.10 Dort endoproteaz tiiriine ait mekanizmalarin genel 6zeti ( @) serin proteaz, b)
sistein proteaz, c) aspartil proteaz ve d) metaloproteaz ) (Internet:
“Endoproteases” 2011)

2.2.2.3 Proteaz enziminin kaynaklarn

Yasayan biitiin organizmalar proteazlara fizyolojik olarak gerek duyduklar1 i¢in, bu
enzim bitkiler hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi kaynaklardan elde edilebilmektedir.
Bundan dolay1 proteazlar kaynagina gore, bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal olmak {izere ii¢

farkli grupta incelenir.

Bitkisel Kaynaklar

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

Bilinen en giiglii bitkisel proteaz kaynaklari; papaya (Carica papaya), ananas (Anana
sativa), baz1 Ficus turleri (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
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salgilanan ve proteinleri par¢alayan enzim olan pepsine benzerligi nedeni ile bitkisel pepsin
ad1 da verilir (http://en.wikipedia.org/wiki/Tripsin 2011).

Papain bir sistein proteazdir ve enzimin performansi, yetistirildigi iklimsel kosullara,
bitki kaynagina, saflastirilmasi ve ekstraksiyonu i¢in kullanilan metotlara baghdir. Enzim pH
5-9 arasinda aktiftir ve substrat varliginda 80 ya da 90°C'nin lizerindeki sicakliklarda

kararlidir (Rao ve ark. 1998, Gurdkowska ve Zagdanska 2004).

Hayvansal Kaynaklar

Proteazlarin bir diger ve belki de ¢ok oncelerden beri bilinen kaynagi1 hayvanlardir. En
cok bilinen hayvansal kaynakli proteazlar, pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin ve renindir.

Tripsin (EC 3.4.21.4), pankreastan salgilanan, ince bagirsakta proteinlerin
sindiriminden sorumlu olan ana enzimdir. Tripsin bir serin proteazdir ve peptit baglarini lizin
ve arginin kalintilarindan sonra gelen karboksil gruplarindan hidrolizler. Tripsin &ncelikle
pankreasta inaktif formu olan tripsinojen (zimojen) halinde {iretilir sonra ince bagirsaga
salgilanir. Orada enteropeptidazlar proteolitik par¢alanma yardimiyla tripsinin aktivasyonunu
baglatir. Bu aktivasyon mekanizmasi pankreasin kendi kendini sindirmemesi i¢in elzemdir ve
cogu serin proteazlar i¢in geneldir. Tripsinin optimum pH's1 yaklasik 8 ve optimum sicakligi
da yaklagik 37°C'dir. Boceklerin bagirsaklarindaki enzimler, enzim inhibitorleri tarafindan
inhibe edilebileceginden tripsin enzimi zararl hasaratin biyokontroliinde dikkatleri {izerine
toplamaktadir (Rao ve ark. 1998, wikipedia tripsin 2011).

Kimotripsin, (EC 3.4.21.1) hayvansal pankreatik ekstraktlarinda bulunan sindirim
enzimidir. Bir serin proteazdir ve peptid baglarmi fenilalanin, tirozin ve triptofan
kalintilarindan sonraki karboksil gruplarindan hidrolizler. Pepsin, (EC 3.4.23.1) gida
proteinlerini parcalamak i¢cin hemen hemen tiim omurgalilarin midelerinde ana hiicreler
tarafindan salgilanan asidik proteazdir.

Kesfedilen ilk hayvansal enzimdir, ayrica kristalize edilen ilk enzimler arasindadir.
Aktif enzim, zimojen formu olan pepsinojenden HCI varliginda salinir. Pepsin bir aspartil
proteazdir ve midenin pH'st 2-4 arasindayken enzim pH 1-2 arasinda optimum aktivite
gosterir, pH 6'nin ilizerinde inaktive olur ve iki hidrofobik amino asit arasindaki peptid

baglarmin hidrolizini katalizler (Rao ve ark. 1998, wikipedia pepsin 2011).
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Mikrobiyal Kaynaklar

Bitkisel ve hayvansal kaynakli proteazlarin bazi yetersizlikleri giiniimiiz diinyasinin
mikrobiyal proteazlara olan ilgisini arttirmustir. Mikroorganizmalarin  biyoteknolojik
uygulamalar i¢in neredeyse tiim karakteristik 6zelliklerinin istenen yonde degistirilebilmesi
miimkiin oldugu i¢in mikrobiyal kaynakli proteazlar bitki ve hayvansal kaynakl proteazlara
tercih edilmektedirler (Rao ve ark. 1998).

Mikrobiyal proteazlar enzimolojinin gelisiminden beri kapsamlica ¢alisilan en 6nemli
hidrolitik enzim grubudur (Gupta ve ark. 2002) ve diinya enzim endiistrisinin % 40'mn1
olusturmaktadir. Fungal proteazlar pH 4-11 gibi genis bir pH araliginda aktivite gosterirler.
Bakteriyel kaynakli enzimler ile karsilastirildiklarinda daha diisiik reaksiyon hizi ve daha
diisiik bir sicaklik toleransina sahiptirler (Anwar ve Saleemuddin 1998).

Fungal enzimler kat1 hal fermentasyon prosesi ile iiretilirler. Fungal asit proteazlar pH
4-4,5 arasinda optimuma sahiptirler, pH 2.5-6 arasinda kararhdirlar. Dar pH ve sicaklik
spesifisitelerinden dolay1 6zellikle peynir yapimi endiistrisinde kullanilirlar. Fungal nétral
proteazlar ya da metaloproteazlar, pH 7'de aktiftirler ve selatlayici ajanlar tarafindan inhibe
olurlar. Peptidaz aktiviteleri ve hidrofobik amino asit baglarmin hidrolizindeki spesifik
fonksiyonlarindan dolay1 besin protein hidrolizatlarinin aciliginin azaltilmasinda kullanilirlar.
Fungal alkali proteazlar ise gida proteinlerinin modifikasyonunda kullanilirlar (Rao ve ark.
1998).

Viral proteazlar AIDS ve kanser gibi hastaliklara sebep olan viriis proteinlerinin
prosesiyle fonksiyonel olarak ilgili olduklarindan ¢ok 6nemlidirler. 20 yildan fazladir siiren
caligmalar gostermektedir ki bir ¢ok viriis bir veya daha fazla proteaz kodlamaktadir (Tong
2002).

Serin, aspartil, ve sistein peptidazlar cesitli viriislerde bulunmustur. Viriis kodlu tim
peptidazlar endopeptidazdir, metalopeptidaz bulunmaz. Yapilan arastirmalarda viral
proteazlarin {i¢ boyutlu yapisi ve sentetik inhibitorler ile etkilesimi odak noktasi olmustur
(Rao ve ark. 1998). Bakteri kaynakli mikrobiyal proteazlar, basglica notral ve alkali ticari
proteazlarm ¢ogu Bacillus cinsi bakteriler tarafindan tiretilirler. Bakteriyel notral proteazlar,
Ph 5-8 arasinda ve disiik sicakliklarda aktiftirler ve bagil olarak diisiik termotoleransa
sahiptirler. Hidrofobik amino asit ¢iftlerine yiiksek afiniteleriyle karakterize edilirler.

Bazi notral proteazlar metalloproteazlar grubuna iiyedirler ve aktivite gosterebilmek
icin iki degerlikli metal iyonlarma ihtiya¢ duyarlarken serin proteazlar selat yapici ajanlar

tarafindan etkilenmezler (Rao ve ark. 1998).

18



Ekstremofiller, volkanlarin yiiksek sicakliklarinda, kutuplarin diisiik sicakliklarinda,
cok diisiikk ve ¢ok yiiksek pH degerlerinde (pH 0-3 veya pH 10-12) veya c¢ok yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda (%5-30) yasamak igin adapte olmus organizmalardir. Ekstremofiller
ekstrem g¢evre kosullarina gore; termofiller, asidofiller, alkalofiller, psikrofiller, barofiller,
halofiller ve digerleri olarak siniflandirilir. Sonu¢ olarak, bu mikroorganizmalar 6zellikle
endiistriyel proseslerin gelisiminde kullanilabilen ekstrem kosullara dayanikli biyokatalizorler
retirler (Demirjian ve ark. 2001, Niehaus ve ark. 1999).

Alkalofilik  mikroorganizmalar  yiiksek  alkali  kosullara  adapte  olmus
mikroorganizmalardir ve alkalofiller ve alkalotolerantlar olarak iki ana gruba ayrilirlar.
Alkalofiller terimi pH 10 ve iizerinde yasayabilen optimal biiyiimesi pH 9 civarinda olan ve
pH 7 ve altinda bliyliyemeyen organizmalar i¢in kullanilir.

Alkalotolerantlar ise pH 10'nun ¢ok iizerinde biiyliyebilirler ama optimal biiylime
pH'ar1 notralite civarindadir. Alkalofilik mikroorganizmalarin ¢ogu alkali proteaz iiretir ve
endiistrinin ¢esitli alanlarinda uygulama imkani bulunur (Kumar ve Takagi 1999). Bununla
birlikte Bacillus tiirleri yiiksek aktivitede ¢ok biiyiik oranlarda enzim saklama yetenegine
sahiptirler ve ¢ok ¢esitli ortamlardan izolasyonlar1 nispeten kolaydir (Ito ve ark. 1998).

Bakteriyel alkali proteazlar, genis substrat spesifisitesi ve alkali pH'daki yiiksek
aktivitesiyle karakterize edilirler. Optimum sicakligi 60°C civarindadir ve pH 10“da
optimuma sahiptirler. Bakteriyel alkali proteazlarin bu 6zellikleri onlar1 deterjan endiistrisinde

kullanmak i¢in uygun kilar (Rao ve ark. 1998).
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3.MATERYAL ve METOD

3.1.Materyal

Deneyde kullanilan Tripsin enzimi Sigma-Aldrich (St. Louis, MO USA)’den
alinmigtir. Tim seyreltme islemleri pH 7’de 50 mM olarak hazirlanan fosfat tampon ile
yapildi. Tripsin enzimi belli konsantrasyonlarda porsiyonlama yaparak -20°C ‘de muhafaza
edilmistir. Calisma elektrodu olarak GCE, referans elektrot olarak KCI ile doygunlasmig 3M
Ag/AgCI elektrot ve yardimci elektrot olarak ise 10mm uzunlugunda platin tel kullanilmagtir.
Tiim elektrotlar IBAS, Warwickshire, UK firmasindan getirilmistir. Olgiimler ise dongiisel
voltametri ve kronoamperometri yazilimi olan Ivium Soft ile elektrokimyasal impedans
spektroskopi yazilimi olan Echem Analyst igeren bir bilgisayara baghh Gamry

Potentiostate/Galvanostate, Reference 1000 cihazinda alinmustir.

3.2 Elektrokimyasal Ol¢iimler

GCE elektrota uygulanan biitiin immobilizasyon islemlerinin karakterizasyonunu 6lgmek
icin dongiisel voltametriden (CV), kronoamperometriden, elektrokimyasal impedans
spektroskopisinden (EIS) yararlanilmistir. CV icin potansiyel aralig1 -0,5 — 1 V arasinda se¢ilmis
olup (adim biiyiikliigii: 20 mV, tarama hizi: 50 mV/s) 6lgtimler 0.1 M KCl igeren ve 6lgiim igin
redoks probu sunan 5 mM Kjs[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)s] (1:1) ¢ozeltisi i¢inde gergeklestirilmistir.
Elektrokimyasal impedans dlgiimleri ise 10 mV alternatif akimda gerceklestirilmistir. Olgiimde
kullanilan redoks ¢ifti, dongiisel voltametredeki ile aymdir. Impedans spektrumlar1 10.000 — 0.05
Hz araligindadir. Kronoamperometri 6l¢timlerinde potansiyeli 0,5 V (600 saniye) se¢ilmis olup
Olgtimler 50 mM sitrat monohidrat igeren ve 6l¢iim i¢in redoks probu sunan 25 mM KzFe(CN)g

cozeltisi igerisinde gerceklestirilmistir.

3.3 Ol¢iim Prosediirleri

Enzim hidrolizi temelli biyosensoriin hazirlanmasi i¢in kullanilan c¢alisma elektrodu
camsi karbon elektrottur. Tripsin enziminin konsantrasyonu sabit potansiyelde sistemden gegen
akim miktaridaki degisimlerle dogru orantilidir ve cams1 karbon ¢alisma elektrodu ile akim
degisimlerini belirlemek miimkiindiir. Bu sistemin olusturulmas1 amaciyla camsi karbon ¢alisma
elektrodu yiizeyi jelatin + glukoz oksidaz (GOD) karigimiyla kaplandi ve sonra glutaraldehit ile
capraz baglama gergeklestirildi.

Enzim hidrolizi temelli biyosensoriin hazirlanmasinda izlenen yol tripsin biyosensorii i¢in

metod kisminda ayrintili olarak verilmistir. Belirtilen degerler; ¢ok sayidaki 6n denemeler ve
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optimizasyon c¢aligmalar1 sonrasinda belirlenen en uygun degerlerdir. Hazirlanan sensorler dnce
destile su ile yikanmis ve Olglimler arasinda ¢alisma sicakliginda ¢aligma tamponu igerisinde

bekletilmistir.
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3.4. Glukoz oksidaz biyosensoriiniin hazirlanmasi ve 6l¢ciim asamalar

Tablo 3.1. GOD biyosensoriiniin hazirlanmasi ve 6lglim asamalari

Islem

sirasi Y ontem

1 Uygun aktiviteye sahip 1mg GOD 100ul pH 7 Pi tamponunda ¢oziildii 10u1 olacak
sekilde porsiyonlama yapildi.

2 50ul pH 7,50Mm Pi tamponu daha dnce tartilmis olan 7,5mg jelatin {izerine mikro
pipetle eklenerek 38°C’lik su banyosunda ¢oziinmesi saglandi.

3 10ul olarak porsiyonlanmis olan glukoz oksidaz enzimi tizerine hazirlanmis jelatin
¢ozeltisinden mikro pipetle Sul eklenir ve su banyosunda karigmasi saglanir.

4 Hazirlanan karisimdan 10ul alinarak belirli kosullarda temizlenmis olan GCE
iizerine uygulanip yayild.

5 Hazirlanan biyosensor 30dk +4°C de bekletildi.

6 30dk sonunda %1°lik 20ul glutaraldehit (pH:7 50Mm Pi tamponunda) ile 5 dk
muamele edildi.5dk sonunda biyosensor ultra saf suya 5 kez daldirildi.

7 Ekleme yapilmak {iizere glukoz ¢o6zeltisi hazirlandi.(0,189g glukoz Iml sitrat
tamponunda ¢6ziildii. Her kronoamperometrik 6l¢iim asamasinda 60ul ekleme
yapildi.)

8 Hazirlanan biyosensoriin  pH 5,5 sitrat tamponunda oda sicakliginda
kronoamperometrik Olglimii alindi(sitrat tamponu her defasinda 5dk argon
gazindan gegirildi.)

9 Img tripsin 100ul NaHCO3; pH 8 tamponunda ¢oziildii. Bu ¢ozeltiden 10ul
almarak 990ul tampon tekrar ilave edildi ve ¢ozelti stok kabul edildi.

10 Hazirlanan biyosensor, ilk olarak icerisinde Sul tripsin ¢6z+995ul tampon bulunan
steril siselerde magnet yardimiyla Isaat karistirici iizerinde bekletildi.1saat
sonunda ultra saf suya daldirilip pH:5.5sitrat tamponunda karistiric1 yardimiyla
kronoamperometrik 6lgtimii alindi.

11 Bundan sonraki tiim adimlar enzim miktarlar1 degistirilerek ayni sartlarda

gerceklestirildi. Toplamda 5 enzimli 1 enzimsiz olmak iizere 6 6lgiim alindi.
Enzim miktarlar1 sirasiyla; Spl-10pul-15p1-20u1-25pu1 ve her defasinda toplam
hacim 1ml olacak sekilde tamponla tamamlandu.( sitrat tamponu her defasinda 5dk

argon gazindan geg¢irildi.)
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Sekil 3.1.Kronoamperometrik 6l¢iim hazirlanan tripsin ¢ozeltisinden (a) Sul tripsin (b) 10ul
tripsin (c) 15ul tripsin (d) 20ul tripsin (e) 25ul tripsin eklenerek alinmistir.

GOD biyosensoriiniin 6lglim asamalar1 tablo 3.1°de gosterilmistir. Sekil 3.1°de hazirlanan
biyosensoriin 6lglim araliklar1 goriilmektedir. Eklenen tripsin miktarmma bagh olarak sinyal
miktar1 azalmaktadir. Hazirlanan tripsin ¢ozeltisinden sirasiyla Spl-10pl-15ul-20ul-25ul
alinarak ve tamami 1000ul olacak sekilde tamamlanarak biyosensor bekletilmeye

brrakilmistir. Her bekleme stiresi sonunda kronoamperometrik 6l¢iim alinmastir.

3.5. Glikoz oksidaz biyosensoriiniin optimizasyon ¢calismalari

Enzim aktivitesi tayinine yonelik olarak gelistirilen glukoz oksidaz temelli
biyosensoriin, en iist diizeyde performansla ¢alismasmi saglamak amaciyla oncelikle biyoaktif

tabakasini olusturan bilesenlerin optimizasyonlar1 gergeklestirildi.
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3.5.1. Jelatin miktarmin belirlenmesi

En uygun jelatin miktarinin belirlenebilmesi igin farkli jelatin miktarlar1 kullanilarak
biyosensorler hazirlandi. Hazirlanan biyosensorlerin diger tiim optimizasyon sartlar1 sabit
tutularak sadece jelatin miktarlar1 degistirildi. Asagida hazirlanan biyosensorlerin bilesimleri
verilmistir. Inkiibasyon adimi 1saat, 24°C ve NaHCOj3 tamponunda gergeklestirildi.

Jelatin miktari optimizasvonu icin hazirlanan sensorler

e 2,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
e 5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
e 7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
e 10mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit

Bu biyosensorler i¢in elde edilen tripsin aktivitesi standart grafikleri karsilastirilarak
en uygun jelatin miktarina karar verildi (Calisma kosullar;;25Mm K3Fe(CN)g igeren pH 5,5
50mM sitrat tamponu T:24°C ve 0.5V potansiyelde ).

3.5.2. Tripsin enziminin inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Tripsin enziminin aktivitesini en iyi gosterdigi siireyi belirlemek amaciyla farkl
zaman araliklarinda hazirlanan biyosensorler bekletildi. Zamanlamanm farkli oldugu
biyosensorlerde diger optimizasyon sartlar1 esit tutularak denemeler yapildi. Inkiibasyon
adimi 24°C ve NaHCOg3; tamponunda ger¢eklestirildi. Hazirlanan biyosensorlerin biyoaktif
bilesenleri asagidaki gibidir;

Inkiibasyon siire optimizasyonu icin hazirlanan sensorler

e 10dk inkiibasyon — 7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
e 20dk inkiibasyon —7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
e 30dk inkiibasyon — 7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
e 40dk inkiibasyon — 7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
e 50dk inkiibasyon — 7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
e 60dk inkiibasyon — 7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit

Bu biyosensorler igin elde edilen tripsin aktivite siireleri standart grafikleri
karsilagtirilarak en uygun siire i¢in karar verildi (Calisma kosullar;;25Mm K3Fe(CN)g igeren,
pH 5,5 50mM sitrat tamponu T:24°C, 0,5V potansiyelde).
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3.5.3. Glukoz oksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Glukoz oksidaz aktivitesinin biyosensor tiizerindeki etkisini incelemek amaciyla
glukoz oksidaz aktivitesi degistirilerek hazirlanan biyosensdrlerde belirlenen optimizasyon
sartlar1 sabit tutulmustur. Inkiibasyon adimmi lsaat, 24°C ve NaHCO; tamponunda
gergeklestirildi. Hazirlanan biyosensorlerin biyoaktif bilesenleri asagidaki gibidir;

Glukoz oksidaz konsantrasyonu optimizasyonu icin hazirlanan sensorler

% 9 unite GOD + 7,5mg jelatin + 40dk + %1 glutaraldehit
% 18 unite GOD + 7,5mg jelatin + 40dk + %1 glutaraldehit
% 36 unite GOD + 7,5mg jelatin + 40dk + %1 glutaraldehit
% 72 unite GOD + 7,5mg jelatin + 40dk + %1 glutaraldehit

Yukarida belirtilen bilesimlerde biyosensoérler hazirlanarak tripsine iliskin standart
grafikler olusturuldu. Olusturulan standart grafikler karsilastirilip yorumlanarak elde edilen
verilerden en uygun GOD aktivitesi miktar1 belirlendi (Calisma kosullari;25Mm KsFe(CN)g
iceren, pH 5,5 50mM sitrat tamponu, T:24°C, 0,5V potansiyelde ).

3.5.4. En uygun ¢alisma potansiyelin belirlenmesi

Uygun potansiyelin segilebilmesi i¢in, farkli potansiyel degerleri denenerek belirlenen
optimizasyon sartlarinda uygulama yapilmistir. Inkiibasyon adim 40dk, 24°C ve NaHCO3
tamponunda gerceklestirildi. Hazirlanan biyosensorlerin biyoaktif bilesenleri asagidaki

gibidir;

» 0,2V +7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
» 0,4V +7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
» 0,5V +7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
» 0,75V + 7,56mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit

Yukarida belirtilen bilesimlerde biyosensorler hazirlanarak potansiyele iligkin standart
grafikler olusturuldu. Olusturulan standart grafikler karsilastirilip yorumlanarak elde edilen
verilerden en uygun potansiyel segildi (Calisma kosullar;;25Mm K3Fe(CN)g iceren pH 5,5
50mM sitrat tamponu T:24°C ).
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3.5.5. Tripsin enziminin aktivitesine yonelik uygun tampon pH’simin belirlenmesi

Bu galismada uygun pH’nin bulunabilmesi igin NaHCO3; tamponunu aktiviteleri
degistirilerek ve diger optimizasyon sartlar1 sabit tutularak uygulamalar gergeklestirilmistir.
Inkiibasyon admmi 40dk, 24°C ve NaHCOj; tamponunda gerceklestirildi. Asagida biyoaktif

bilesenlerin degerleri belirtilmistir:

pH6,4 + 7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
pH6,8 + 7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
pH7 +7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
pH7,4 + 7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
pH8 +7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
pH8,5 + 7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit

Bu biyosensorler i¢in elde edilen pH’larin standart grafikleri karsilastirilarak en uygun
pH‘ya karar verildi (Caligma kosullari;;25Mm KsFe(CN)g iceren, pH 5,5 50mM sitrat tamponu
T:24°C, 0,5V).

3.5.6. Tripsin enziminin aktivitesine yonelik uygun sicakhigin belirlenmesi

Biyosensor sisteminin gelistirilmesine yonelik tripsin enzim aktivitesi tayini igin
belirli sicaklik derecelerinde Slciimler alinmustir. Inkiibasyon adimi 40dk, ve NaHCOs;
tamponunda gergeklestirildi. Bu dlgtimler asagidaki gibidir:

o 4°C +7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
o 24°C + 7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
o 35°C + 7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit
o 45°C + 7,5mg jelatin + 18U GOD + %1 glutaraldehit

Tim bu yapilan ¢aligmalar sonucunda tripsin aktivitesinin tayini i¢in gelistirilen

biyosensoriin en uygun ¢alisma sicakligia karar verildi (Calisma kosullari;25Mm K3Fe(CN)g
iceren, pH 5,5 50mM sitrat tamponu T:24°C, 0,5V ).
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3.6. Glukoz oksidaz biyosensoériiniin karakterizasyon ¢calismalari

Tripsin aktivitesinin tayinine yonelik olarak gelistirilen biyosensor i¢in gergeklestirilen
detayli optimizasyon c¢alismalarindan sonra belirlenen optimum kosullarda karakterizasyon

calismalar1 gergeklestirildi. Bu ¢aligmalar asagida agikga belirtilmistir.
3.6.1 Biyosensoriin lineer 6l¢iim arahiklar

Bu amacgla; optimize edilen immobilizasyon parametrelerine gore hazirlanan
biyosensorlerle farkli tripsin konsantrasyonlarinda dlgtimler yapilarak, tripsin 6lg¢tim araliklari

belirlendi. Ol¢iimler optimum kosullarda gerceklestirildi.

3.6.2. Tekrarlanabilirlik

Bu biyosensor sisteminin tripsin enziminin aktivitesine karsilik verdigi yanitlarinin
tekrarlanabilir olup olmadigimin anlasilmasi i¢in belirlenen optimum kosullarda 10 6l¢iim
gergeklestirildi. Bu Olclimlerden elde edilen veriler 1s1ginda R? degerleri hesaplanarak

yorumlandu.

3.6.3. Tekrar uretilebilirlik

GOD biyosensoriiniin  farkli hazirlanma asamalarinda, elde edilen yanitlarin bir
birinden ne kadar saptigmin belirlenmesi i¢in biyosensoriin tekrar iiretilebilirlik denemeleri
gergeklestirildi. Buna yonelik olarak ayni optimum hazirlanma sartlarinda ve ayni bilesimde
10 biyosensor hazirlanilarak tripsin aktivite standart grafikleri olusturuldu. Bu standart

grafiklere iliskin dogrusal tayin araliklar1 ve R? degerleri kiyaslanarak yorumlandu.

3.6.4. Elektrokimyasal impedans karakterizasyonu

Elektokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), sistemlerin kompleks elektriksel
direnglerini, ylizey hassasiyetlerini ve miktarlarindaki degisimleri analiz etmede kullanilan
cok etkili ve kullanish bir metottur.Bu tez ¢calismasinda tripsin miktarina bagl olarak elektrot

yiizeyinde meydana gelen elektriksel degisim incelenmistir.

3.6.5. Ger¢ek 6rnek denemesi

Gergek serum orneginde de uygun bulunan tiim optimizasyon sartlar1 saglanarak tayin

islemi yapildi ve duyarhiligi tespit edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Glukoz oksidaz biyosensoriiniin optimizasyon calismalarina iliskin bulgular

4.1.1 Jelatin miktarinin belirlenmesi

Biyosensor hazirlanmasinda kullanilan jelatin miktarinin tripsin aktivite tayinini nasil
etkiledigi arastirilmistir. Farklt miktarlardaki jelatin ile hazirlanan biyosensorlere iliskin
tripsin standart grafikleri Sekil4.1’de gosterilerek birbirleriyle kiyaslanmustir.

Uygun jelatin miktarinin bulunmasma yonelik yapilan ¢alismalar sonucunda 4 farkl
jelatin miktar1 denenerek hazirlanan biyosensorlerin R? degerlerinin birbirinden farkli ¢iktig1
gozlenmistir. Tablo 4.1°de jelatin miktar1 optimizasyonunun R? ve denklem sistemi

goriilmektedir.

12

Al (A)

é

|2}

r 5 10 15 20 25 30 3

Tripsin konsantrasyonu (U/ml)
4 10mg jelatin @5mg jelatin A 2,5mg jelatin X 7,5mg jelatin

Sekil 4.1.GOD biyosensoriiniin jelatin miktarmin optimizasyonu (GOD aktivitesi  ve
glutaraldehit yiizdesi sirayla 18U GOD ve %] olarak sabit tutulmustur. Calisma
kosullar1 50mM pH 5,5 sitrat tamponu T=24°C).
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Tablo 4.1 Jelatin miktar1 optimizasyonunun R? degerleri ve denklem sistemi

Jelatin miktar1 (mg) R’ Denklem
2,5mg 0,9446 y =-0,3517x + 6,8387
5mg 0,8698 y =-0,2565x + 8,2844
7,5mg 0,9758 y =-0,352x + 12,449
10mg 0,9204 y =-0,1203x + 4,6016

Yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde 2,5mg, 5Smg ve 10mg jelatin ile ¢alisildiginda
istenilen uygunluga erisilemedigi goriilmiistiir. 10mg jelatin ile hazirlanan biyosensoriin
istenilen diizeyde olmamasinin sebebi jelatin miktarinin arttirilmasina paralel olarak ortaya
cikacak olan diflizyon problemidir. 5Smg jelatin ile hazirlanan biyosensorde biyoaktif
tabakanin jellesme zamani ¢ok uzun slrmiistiir. 2,5mg jelatinle hazirlanan biyosensorde
jelatin ile jellesme tam olarak meydana gelememistir. 7,5mg jelatinle hazirlanmis olan
biyosensoriin daha genis bir dogrusal tayin araligi sagladigi goriilmiistiir. Sonug¢ olarak
dogrusal tayin araligi, biyosensoriin hazirlanma kolaylig1 ve alinan sinyallerin biiyiikliigiinden

dolay1 en uygun jelatin miktarmin 7,5mg olmasina karar verilmistir.

4.1.2 Tripsin enziminin inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Bu tarz enzim ¢ozeltisi ¢caligmalarinda hazirlanan biyosensoriin biyoaktif tabakasinin
cozelti icerisinde bekletilme siiresinin 6nemi goz ardi edilmemelidir. Proteaz siifi enzimlerin
parcalayici etkisinin olmasi nedeniyle uzun siire biyosensoriin bekletilme kosulunda biyoaktif
tabakanin bozundugu ve uygun siirenin ge¢ilmesi ile son 6l¢liimlerin alinamadigi gozlenmistir.
Uygun inkiibasyon siiresinin bulunmasi amaciyla 4 farkli sensor hazirlanmis olup ayni
kosullarda 6l¢iim almmistir.. Bu dlclimlerin grafikleri ve ortam kosullar1 sekil 4.2.°de
belirtilmistir. Grafikler sonucu elde edilen R? degerleri ve denklem sistemi tablo 4.2.°de

verilmistir.
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Tripsin konsantrasyonu (U/ml)
4 10dk m20dk A 60dk < 40dk X 30dk ® 50dk

Sekil 4.2. GOD biyosensoriiniin tripsin enziminin inkiibasyon siiresinin optimizasyonu
(GOD aktivitesi glutaraldehit yiizdesi ve jelatin miktari sirayla 18U, %1 ve 7,5mg
olarak sabit tutulmustur. Calisma kosullar1 50mM pH 5,5 sitrat tamponu T=24°C).

Tablo 4.2. Tripsin inkiibasyon siiresinin R® degerleri ve denlem sistemi

Inkiibasyon siiresi (dK) R’ Denklem
10dk 0,9869 y =-0,068x + 6,5773
20dk 0,9024 y =-0,0431x + 4,9334
30dk 0,9455 y =-0,0482x + 2,3444
40dk 0,9865 y =-0,0953x + 4,6473
50dk 0,9995 y =-0,0391x + 3,698
60dk 0,9727 y =-0,0849x + 3,0408

Yapilan siire denemelerinde en uygun siire 40dk olarak belirlenmistir. Bu degerin
altindaki sartlarda(10dk+20dk+30dk) istenilen diizeye ulasilamamis yeterli bozunma
gerceklestirilememistir. Ust degerlerde ise (50dk+60dk) uygun degerler gikmasina karsin
siireyi daha 1yi kullanmak ve akim farklarmin daha iyi gozlenmesi nedeniyle 40dk tercih

edilmistir.
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4.1.3 Glukoz oksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Calismanin bu kisminda tripsin enziminin aktivitesinin tayinine yonelik olarak
gelistirilen glukoz oksidaz biyosensoriiniin, biyoaktif tabakasindaki glukoz oksidaz
aktivitesinin optimizasyonu gergeklestirilmistir. Buna yonelik 4 farkli aktivitelerde (U) glukoz
oksidaz kullanilarak hazirlanan biyosensorlerle tripsine iliskin standart grafikler olusturulmus

ve karsilastirilmigtir. Bu standart grafik Sekil 4.3’te gosterilmistir.

18
16 <
14 m e
12
2:‘10
28
6
! M‘
2 —8
0
0 5 10 15 20 25 30 35
Tripsin konsantrasyonu (U/ml)
49U N 18U A 36U X72U

Sekil 4.3.GOD biyosensoriiniin  GOD konsantrasyonunun optimizasyonu (Glutaraldehit

yiizdesi, jelatin miktar1 sirayla %1 ve 7,5mg olarak sabit tutulmustur. Calisma
kosullar1 50mM pH 5,5 sitrat tamponu T=24°C ve 40dk inkiibasyon).

Tablo 4.3 GOD konsantrayon optimizasyonunun R? degerleri ve denklem sistemi

GOD konsantrasyon (U) R’ DENKLEM
9uU 0,9868 y = -0,0805x + 4,4501
18U 0,9887 y = -0,034x + 3,817
36U 0,843 y = 0,0659x + 11,304
72U 0,5594 y =0,0772x + 12,281

Yapilan etkilesimler incelendiginde GOD aktivitesinin arttirilmas1 dogrusal tayin

araliginim daralmasma neden olmustur. Bununla birlikte GOD aktivitesinin azaltilmas: belli
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bir degere kadar tayin derecesini etkilememistir. 9U GOD ile hazirlanan biyosensorde
gozlemlenen GOD aktivitesinin ¢ok diisiik aktivitelerde tripsin tarafindan agiga ¢ikarilan
glukozu yeterince doniisiime ugratacak diizeyde olmamasidir. 18U’lik GOD ile biyosensor
hazirlandiginda tripsin icin cizilen grafikte daha iyi R? elde edilmistir. 36U ve 72U ile
hazirlanan biyosensorlerde biyoaktif tabakanin olumsuz etkilenerek istenilen verimi
vermemesi bu degerlerin uygun olmadigini gstermistir. GOD optimizasyonunun R? degerleri
ve denklem sitemi tablo 4.3.’te verilmistir. Bu c¢alisma sonucunda 18U’lik GOD

konsantrasyonuyla devam edilmistir.

4.1.4 Uygun calisma potansiyelin belirlenmesi

Kullanilan cihaz sartlarmin uygunlugu da bu tarz calismalarda 6nem tasimaktadir.
Uygun potansiyelin belirlenebilmesi i¢in dort farkli potansiyel uygulamasi yapildi. Yapilan
optimizasyon sartlarida degerlendirilerek ve biyoaktif tabakaninda bozunma durumu goz
Oniine alinarak agsamalar gerceklestirildi. Denenen potansiyel degerleri ve biyoaktif tabakaya

etkisi sekil4.4’te gosterilmistir.
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Tripsin konsantrasyonu (U/ml)
€02V W04V 05V  X0,75V

Sekil 4.4.GOD biyosensoriiniin potansiyel optimizasyonu (Glutaraldehit yiizdesi, jelatin
miktar1 ve GOD konsantrasyonu sirayla %1, 7,5mg ve 18U olarak sabit
tutulmustur. Calisma kosullar1 50mM pH 5,5 sitrat tamponu T=24°C).
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Tablo 4.4 Calisma potansiyeli optimizasyonunun R?degerleri ve denklem sistemi

Potansiyel (V) R? Denklem
0,2 0,7022 y =-0,0477x - 4,6013
0,4 0,6545 y =-0,0272x + 1,4486
0,5 0,9865 y =-0,0953x + 4,6473
0,75 0,8599 y =-0,0318x + 2,0216

Tablo 4.4’te potansiyel optimizasyonunun R degerleri ve denklem sistemi verilmistir.
Yapilan uygulamalar sonucunda en i1yi potansiyel ¢aligmasinin 0,5 oldugu goézlendi. Daha
diisiik degerde eksi akimlara ge¢ildigi ve yiizeyin olumsuz etkilendigi daha yliksek degerde

ise akim farkinda istenilen diizeye ulasilamadig1 gdzlenmistir.

4.1.5 Enzim aktivitesi icin uygun tampon pH’mnin belirlenmesi

Biyosensoriin performansinin iki farkli enzimle baglantili olmasi bir optimum pH
calismasini gerekli kilmistir. GOD i¢in optimum pH 5,1 tripsin i¢in optimum pH 7,8 olarak
karstmiza ¢ikmaktadir. Calisma tamponunun nitelikleri, Ol¢iim sistemi ve benzeri

parametrelerdeki degisiklikler nedeniyle onemli bir sebep haline gelmektedir.
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Tripsin konsantrasyonu (U/ml)
¢pH7MpH 7,4ApH8XpH 8,5XpH 6,4®pH 6

Sekil 4.5.GOD biyosensoriiniin enzim tamponu pH optimizasyonu (Glutaraldehit yiizdesi,
jelatin miktar1 ve GOD konsantrasyonu sirayla %1, 7,5mg ve 18U olarak sabit
tutulmustur. Calisma kosullar1 50mM pH 5,5 sitrat tamponu T=24°C).
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Tablo 4.5 NaHCO3 tampon pH optimizasyonu R? degerleri ve denklem sistemi

Enzim tamponu (pH) R’ Denklem
6 0,746 y = -0,0635x + 14,004
6,4 0,9666 y =-0,5422x + 20,021
7 0,9898 y =-0,0772x + 4,0742
7,4 0,8218 y =-0,0385x + 2,9713
8 0,9729 y =-0,0545x + 3,8923
8,5 0,8927 y = -0,0114x + 3.8172

Uygun pH’nin belirlenmesi i¢in yapilan bu calismalarm grafikleri sekil 4.5°te
verilmistir. Bu grafikler sonucunda elde edilen R? degerleri ve denklem sistemi tablo 4.5’te
goriilmektedir. En iyi biyosensor cevabi pH 7 olan tamponla elde edilmistir. Bu asamaya
kadar yapilan ¢alismalarda pH 8 NaHCO;3; tamponu kullanilmisti. pH degisimine bagl olarak
aktivitedeki degisimin nedeni, uygun pH’dan daha asidik veya daha bazik degerlere dogru
gidildikge GOD’nin optimum pH'sina yaklasirken tripsinin optimum pH’indan uzaklagmasi

veya tam tersi durumdur. Bu durum ciddi anlamda aktivite kaybina sebep olmaktadir.

4.1.6. Enzim aktivitesi icin uygun sicaklin belirlenmesi

Yapilan bu tarz calismalarda biyosensorlerin performanslarinin ve kararhliklarinin
sicaklikla nasil etkilenebilecegi iyi bilinmektedir. Bu sebepten en uygun calisma sicakliginin
belirlenmesi kisa ve uzun vadede hem biyosensoriin performansinin hem de kararliliklarinin
korunmasi agisindan biiyilk 6nem arz etmektedir. Bu ¢aligmada sicakligin belirlenmesi, iki
enzimle birlikte ¢alisilmasi nedeniyle ayr1 bir 6nem tasimaktadir. Aktivitesi tayin edilecek
olan tripsin ve biyosensérde immobilize edilmis olan GOD ig¢in ortak uygun bir ¢alisma

sicaklig1 saptamak cok onemlidir.
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Tripsin konsantrasyonu (U/ml)
®4 W24 A 37 X45

Sekil 4.6.GOD biyosensoriiniin sicaklik optimizasyonu (Glutaraldehit yiizdesi, jelatin miktari
ve GOD konsantrasyonu sirayla %1, 7,5mg ve 18U olarak sabit tutulmustur.
Calisma kosullar1 50mM pH 5,5 sitrat tamponu).

Tablo 4.6. Sicaklik optimizasyonu R? degerleri ve denklem sistemi

Sicaklik (°C) R? Denklem
4°C 0,6378 y = 0,0406x + 11,378
24°C 0,8767 y = -0,0591x + 8,5122
37°C 0,8267 y = -0,3358x + 9,9273
45°C 0,6684 y = -0,1631x + 13,663
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Sekil 4.7 Biyosensoriin optimum sicakligi

Sekil 4.6°da sicaklik optimizasyonu i¢in elde edilen degerlerin grafigi goriilmektedir.
Tablo 4.6’da bu grafiklerin R? degerleri ve denklem sistemi belirtilmistir. Sekil 4.7 ‘de
goriildiigii gibi biyosensor cevabi belli bir sicaklifa kadar artig gostermektedir. 37°C’den
sonra diismeye baslamistir. Bunun sebebi substratin yiiksek sicaklikta bozunabilecegi
durumlar haricinde biyosensérde immobilize halde olan enzimin optimum sicakliktan
uzaklagsmasindan kaynaklanmaktadir. Enzim igeren sistemlerde 37°C istii yiiksek

sicakliklarda ¢alismak yar1 dmiirleri oldukga diistirebileceginden tercih edilmez.
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4.2. Glukoz oksidaz biyosensoriiniin karakterizasyon cahsmalari

4.2.1 GCE-GOD biyosensoriiniin lineer kalibrasyon grafigi

Bu amacgla; optimize edilen immobilizasyon parametrelerine gore hazirlanan
biyosensorlerle farkli tripsin konsantrasyonlarinda 6lgtimler yapilarak, tripsin 6lgtim araliklari
belirlendi. Olgiimler optimum kosullarda gerceklestirildi. Olgiim sonuglarina bakilarak R?
degerlerine gore enzimin 6,65 U/ml — 33,25 U/ml konsantrasyon araliginda lineer grafigi sekil
4.8’de belirtilmistir.

4,5 N

NN

Zs
< y=-0,084x +5,2056
3 R2=0,9978
2,5 N
2
0 5 10 15 20 25 30 35

Tripsin konsantrasyonu (U/ml)

Sekil 4.8.GCE-GOD biyosensdriiniin kalibrasyon grafigi

4.2.2. GCE-GOD biyosensoriiniin tekrarlanabilirlik ¢cahismalar

Biitiin basamaklarin optimizasyon kosullar1 saglandiktan sonra uygun konsantrasyonlar
ve zamanlarda tekrarlanabilirlik sonuglar1 alindi. Sonuglara gore biyosensoriin tekrarlanabilir bir
sistem oldugu anlasilmaktadir. Gelistirilen biyosensoriin ii¢ farkli tripsin konsantrasyonu icin
standart sapmasi ve varyasyon katsayisi hesaplandi ve tablo 4.7’de verilmistir. Elde edilen
bulgular, gelistirilen biyosensoriin tripsin aktivitesinin tayini igin, olduk¢a uygun bir yontem

olabilecegini gostermistir.
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Tablo 4.7. Tripsinin {i¢ farkli konsantrasyonu i¢in hesaplanan ortalama deger, standart sapma

ve varyasyon katsay1 degerleri

Tripsin Ortalama Standart Varyasyon
Konsantrasyonu Deger (Xi) Sapma (Ss) Katsayisi ( C.V)

(U/ml) (U/ml) (U/ml) (%)

6,65 U/mL 6,99 U/mL +0,58 U/mL % 8,29

19,95 U/mL 21,55 U/mL +1,78 U/mL % 8,25

33,25 U/mL 31,1 U/mL +2,65 U/mL % 8,52

4.2.3. GCE-GOD biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirligi

Biyosensorde sahip olunmasi istenen en onemli 6zelliklerden biride onun tekrar ayni
dogrulukta oOlglimlere olanak verecek sekilde hazirlanabiliyor olmasidir. Biyosensoriin
tekrarlanabilirliginin kabul edilebilir olmasi onun tekrar iretilebilirligininde miimkiin
oldugunun bir 6l¢iisii degildir. Bu calismada gelistirilen biyosensoriin her hazirlanista ne
kadar birbirine yakin sonuclar alinabilecegi incelenmistir.Yapilan dlciimlerin grafigi sekil
4.9°da verilmistir.Grafiklerden alman degerlerin R* ve denklem sistemi tablo 4.8°de

belirtilmistir.
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Sekil 4.9.Tekrar tiretilebilirlik ¢alismasi i¢in hazirlanmis olan 10 biyosensoriin grafigi
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Tablo 4.8.Tekrar iiretilebilirlik ¢alismasinin R? degerleri ve denklem sistemi

Tekrar iiretilebilirlik R’ Denklem
1 0,9978 y =-0,084x + 5,2056
2 0,9828 y =-0,0295x + 2,7914
3 0,9635 y =-0,0771x + 4,1037
4 0,9684 y =-0,0476x + 3,213
5 0,9678 y =-0,0862x + 5,1298
6 0,98 y =-0,0627x + 5,2142
7 0,9874 y =-0,0483x + 3,7909
8 0,9804 y =-0,108x + 7,8055
9 0,9771 y =-0,068x + 2,9773
10 0,9751 y =-0,0567x + 4,3697

4.2.4. impedans denemeleri

Impedans spektroskopisi, yiizeyi modifiye edilmis elektrotlarin elektriksel
Ozelliklerinin 6l¢iilmesi i¢in etkin bir yontemdir. Ancak genis bir frekans araliginda biitiin
impedans spektrumunun taranmasi zaman alicidir. Bundan dolay1 impidimetrik teknikler,

enzim temelli bir biyosensoriin karakterizasyonu i¢in kullanilmaktadir.
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Sekil 4.10. EIS 6l¢iimii , hazirlanan tripsin ¢ozeltisinden (a) Sul tripsin (b) 10pl tripsin (c)
15ul tripsin (d) 20ul tripsin (e) 25pul tripsin eklenerek alinmistir.
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Sekil 4.10°da tripsin miktarma bagl olarak sinyalin arttigini1 gézlemliyoruz. Bunun sebebi
yiizey bozulmasma karsi diflizyonun etkisidir. Sekil 4.11°de iki sensoriin EIS grafigi
goriilmektedir. Bu grafige gore elde edilen R? degerleri ve denklem sistemi tablo 4.9°da

belirtilmistir.

[§8)
(%2}

I) 5 10 15 20 25 30

Tripsin konsantrasyonu (U/ml)
¢1m2

Sekil 4.11. Iki ayn1 biyosensorde impedans denemelerinin grafigi

Tablo 4.9. impedans denemelerinin R? degerleri ve denklem sistemi

Impedans sirasi R’ Denklem
1 0,9724 y =0,5239x - 0,7619
2 0,9778 y = 0,0305x - 0,1562
4.2.5 Gerg¢ek ornek

Bu yiiksek lisans tezinin son kismini tripsin aktivitesinin tayinine yonelik gelistirilen
biyosensoriin ger¢ek ornekte tripsin aktivitesinin belirlenmesi olusturmaktadir.

Bu asamada biyosensor iki ¢ozeltide bekletilerek hazirlanmistir:
1.biyosensér = Serum + Tripsin ¢ozeltisi
2.biyosensér = Serum + Tampon ¢bzeltisi igerisinde uygun optimizasyon sartlar1 saglanarak

ayni sekilde olgtimler alinip karsilastirma yapildi.
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Sekil 4.12. Gergek orneklerle yapilan denemelerin grafigi

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

Gergcek ornek R? Denklem
Tripsin + serum 0,9938 y =-0,044x + 9,6049
Serum 0,8119 y =-0,0289x + 10,298

Birinci ¢alismada bes tripsin ¢ozeltisi konsantrasyonu ig¢in 100ul serum iginde toplam hacim
Iml olacak sekilde (pH 8,5, ve 50 mM NaHCO; tamponu) 40dk inkiibasyona birakildi. Her bir
stirenin sonunda 1M’lik 60ul glukoz eklenerek tekrar kronoamperometrik 6l¢tim alindi.

Ikinci ¢alismada ise sadece serum 6rnegi kullanildi. Serum 6rneginden 100pul, 200pl, 300pl,
400ul, 500ul almarak (pH 8,5, ve 50 mM NaHCOj3 tamponu) toplam hacim 1ml olacak sekilde
40dk inkiibasyona birakildi. Her bir siirenin sonunda 1M’lik 60ul glukoz eklenerek tekrar
kronoamperometrik Olglim alindi.  Sekil 4.12°de gercek Ornek denemelerinin grafigi
goriilmektedir. Bu grafiklerden yararlanarak hesaplanan R? degerleri ve denklem sistemi Tablo
4.10°da belirtilmistir. Ger¢ek serum Orneklerinde yapilan ¢alismalarda tripsin enziminin kanda

aktif olarak bulundugu gézlemlendi.
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5.SONUC

Biyosensorler, analiz edilecek maddenin biyosensor yiizeyindeki biyokomponentle
etkilesime girmesi sonucu transduser yiizeyinde analit miktariyla orantil1 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 doniigiimii
sonucunda olusan elektrokimyasal, optik ya da gravimetrik sinyali elektriksel sinyale ¢eviren
uygun bir doniistiiriicii se¢ilmelidir. Biyosensor sistemlerinde en biiyiik sorunlardan biri
biyolojik materyali en uygun sekilde immobilize etmeyi basarmaktir. Immobilizasyon adimi1
biyolojik materyalin yasam ve kullanim siiresini akibetinde biyosensoriin kullanim ve yasam
omriinii belirler. Ideal bir immobilizasyon sisteminin se¢imi ile hazirlanan biyosensor
sistemlerinden son yillarda ticari alanda da genis ¢apta yararlanilmaktadir.

Yasayan biitiin organizmalar proteazlara fizyolojik olarak gerek duyduklar1 i¢in, bu
enzim bitkiler hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi kaynaklardan elde edilebilmektedir.
Tripsin, pankreastan salgilanan, ince bagirsakta proteinlerin sindiriminden sorumlu olan ana
enzimdir. Tripsin bir serin proteazdir ve peptit baglarin lizin ve arginin kalintilarindan sonra
gelen karboksil gruplarindan hidrolizler.

Tez ¢alismam sonucunda tripsin aktivitesi tayini ig¢in spesifik ekonomik ve duyarli bir
biyosensor gelistirildi. Tripsin GOD biyoaktif tabakasini hidrolizleyerek enzim aktivitesiyle
dogru orantil1 aktivite kaybina neden olmustur.

Gesiltirilen biyosensor EIS ve kronoamperometride olumlu sonuglar olusturmustur.
Kronoamperometrik 6lgiimde tripsin yiizeyi bozdugundan sinyal azalmaktadir. Bu sebeple
EIS de yilizey bozulmasi diflizyona neden oldugundan sinyallerde artig gostermektedir.

Gelistirdigimiz enzim temelli biyosensorde, GOD jelatin ve glutaraldehit ile GCE
yiizeyine immobilize edildi. Gelistirdigimiz biyosensoriin biyoaktif tabakasimnin ve ¢aligma
kosullarinin optimizasyon ¢aligmalar1 yapildi. Bu ¢aligmalar sonunda;

I.  Uygun jelatin miktar1:7,5mg
[l.  Biyosensoriin inkiibasyon siiresi:40dk
I1l.  GOD konsantrasyonu:18U
IV.  Cihazin uygun potansiyel miktari: 0,5V
V.  Bekletilecek enzim ¢6zeltisinin pH 7 (NaHCO3)
VI.  Ortam sicaklig:37°C olarak uygun goriilmiistiir.
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Yapilan karakterizasyon calismalar sonucunda gelistirdigimiz biyosensoriin hem
tekrarlanabilir ve tekrar {iretilebilir sonuglar verdigi hem de duyarliliginin iyi oldugu

gozlenmistir.
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