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OZET

ALTIN NANOPARTIKUL-BILAYER TiYOL MODIFIYE DiAMIN
OKSIDAZ-PEROKSIDAZ CIFTLi ENZIM SISTEMINE DAYALI YENI

BiR BiYOSENSOR SISTEMIi

GUVENC, Cansu

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dal1
Tez Damismani: Prof. Dr. Erol AKYILMAZ

Mayis 2015, 61 sayfa

Bu tez c¢alismasinda biyosensor teknolojisine yeni ve orijinal bir
bakis agisi getiren serotonin tayinine yonelik, altin nanopartikiil-bilayer tiyol
modifiye diamin oksidaz-peroksidaz ¢iftli enzim sistemine dayali biyosensor
gelistirilmesi amaclanmistir. Gelistirilen biyosensor sisteminde oncelikle altin
elektrod (Au) yiizeyine fonksiyonel tiyol grubu igeren 1,6-hekzanditiyoliin
baglanmast ve kendiliginden olusan tek tabakalarin (SAM) olusumu
gergeklestirildi. Ditiyoliin elektrod yiizeyine baglanmasi sonrasi diger reaktif (-
SH) ucuna altin nanopartikiil baglanmas1 saglandi. Ardindan altin nanopartikiil
(AuNP) 3- merkaptopropiyonik asit ile etkilesime sokuldu. Modifiye elektrot
ylizeyine diamin oksidaz ve peroksidaz ilavesi sonrasi lizerine glutaraldehit

damlatilarak kovalent immobilizasyonu saglandi.

Tasarlanan biyosensor sistemiyle serotonin olgiimleri 0,2 V’ta
amperometrik metod kullanilarak yapilmigtir. Serotonin konsantrasyonuyla dogru

orantili olarak artan akim degerlerinden ¢ikilarak tayin yapilmistir.



viii

Hazirlanan  biyosensoriin ~ biyoaktif ~ tabakasimin  optimizasyonu
calismalarinda Oncelikle tek tabaka olusum siiresi, diamin oksidaz-peroksidaz
aktiviteleri, glutaraldehit konsantrasyonu gibi parametreler c¢alisildi. Calisma
kosullarinin optimizasyonunda pH optimizasyonu gergeklestirildi. Biyosensoriin
karakterizasyon ¢alismalarinda  serotonin igin dogrusal tayin araligl,
tekrarlanabilirlik, substrat spesifikligi, girisim etkisi, depo kararliligi ve Ornek

analizi gibi parametreler arastirilmustir.

Optimizasyon g¢alismalar1 sonucunda serotonin biyosensorii i¢in en uygun
tek tabaka olusum siiresi, enzim aktivitesi (diamin oksidaz- peroksidaz) ve
glutaraldehit konsantrasyonu sirasiyla 20 saat, 0,11 Unit/ml — 113 Unit/ml ve %
2,5 olarak bulunmustur. Calisma kosullarinin optimizasyonu amaciyla yapilan
denemelerde serotonin biyosensorii i¢in ¢alisma tamponu olarak 50 mM pH 7,0
fosfat tamponu ve calisma sicakligi olarak 30 °C bulunmustur. Gelistirilen
biyosensor igin yapilan karakterizasyon ¢alismalarinda ise serotonin igin 1 — 10
uM araliginda dogrusal sonuglarin alindigi belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik
denemelerinde (n=6) 5 puM serotonin konsantrasyonunda ortalama deger (%) ,
standart sapma (S.S) ve % varyasyon katsayist (%V.K) sirasiyla 4,97 uM, + 0,241

ve % 4,84 olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler : 1,6-hekzanditiyol, altin nanopartikiil, diamin oksidaz,

peroksidaz, serotonin, biyosensor



ABSTRACT

A NOVEL BIOSENSOR SYSTEM BASED ON GOLD
NANOPARTICLES-BILAYER THIOL MODIFIED DIAMINE OXIDASE-

PEROXIDASE COUPLED ENZYME SYSTEM

GUVENC, Cansu

MSC Thesis, Biochemistry Department
Supervisor: Prof. Dr. Erol AKYILMAZ

May 2015, 61 pages

In this thesis, a biosensor system based on a gold nanoparticles(AuNP)-
bilayer thiol modified diamine oxidase-peroxidase coupled enzyme system was
intended to be developed to determine serotonin which brings a new and original
perspective to biosensor technology. Primarily, in this developed biosensor
system, binding of 1,6-hexanedithiol, having functional thiol group, were
performed to the gold electrode (Au) surface and self assembled monolayers
(SAM) formation was carried out. After the binding of dithiol to the electrode
surface, the gold nanoparticles were allowed to bind to the other reagent (-SH)
terminal. After that, the gold nanoparticles (AuNP) were reacted with 3-
mercaptopropionic acid. After the addition of diamine oxidase-peroxidase on to
the modified electrode surface, covalent immobilization was provided by

dropping of glutaraldehyde on to the electrode surface.



The serotonin measurements were made using 0,2 VV amperometric method
with the designed biosensor system. The determination was made on the basis of

increasing current values in direct proportion with serotonin concentration.

In the optimization studies of the biosensor firstly bioactive layer
components such as SAM formation time, diamine oxidase-peroxidase activity
and glutaraldehyde concentration were carried out. In the optimization of working
conditions; optimum pH was also investigated. Afterwards, in the characterization
studies of the biosensor some paramaters such as linearity, reproducibility, storage

stability were determined.

From the result of the optimization studies optimum 1,6-hexanedithiol
amount , optimum diamine oxidase — peroxidase activitiy and optimum
glutaraldehyde concentration were determined to be 20 hour, 0.11 Units/ml- 113
Units/ml and 2.5 % respectively. From the experiments the phosphate buffer (50
mM, pH 7.0) and 30 °C were chosen to be optimum working conditions for the
biosensor. It was determined from the characterization studies of the biosensor
that linear curves were obtained serotonin concentration between the ranges of 1
uM to 10 uM. At the repeatability experiments (n=6), the average value (%),
standard deviation, (SD) and coefficent of variation (CV %) were calculated to be

4.97 uM mM, £ 0.241 and 4.84 % for 5 uM serotonin concentration, respectively.

Keywords : 1,6- hexanedithiol, gold nanoparticles, diamine oxidase,

peroxidase, serotonin, biosensor
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1.GIRiS
1.1. Biyosensorler

Canlilarin ¢evrelerindeki degisiklikleri algilama ve yanit verme
mekanizmalari, biyosensorlerin gelistirilmesinde temel olusturmustur
(Arshak et al.,2008). Biyonsorler; siklikla biyolojik analizler igin
kullanilan bir ¢esit 6zel sensorlerdir ve " International Union of Pure and
Applied Chemistry " (IUPAC) tarafindan, " kimyasal bir bilesige karsi
verilen biyolojik yaniti optik, termal ya da elektriksel sinyallere

doniistiiren cihazlar " olarak tanimlanmaktadir (Rasooly, 2005).

5t
ELEKTRON
IYONLAR

GAZ

1;1): [ s r S /’?\

*GLUKOZ

*PEROKSIT _}
"0
*ANTLIEN

ASIT

M'I*’i“'{ _ BIVOKOMPONENT ~ TRANSDUSER SINYAL ELEKTROANALITIK
I}EDIAD ECEER DONUSTORDCT  SINYAL
- SISTEM

Sekil 1.1. Biyosensor bilesenlerinin gematik gosterimi (Newman et al., 2001).

Biyosensdrlerin cogu basit olarak; biyoreseptor olarak adlandirilan,
hedef molekiiliin yakalandigi biyolojik baglanma bdlgesi bu baglanma
sonucu olusan degisimi ileten iletici(transduser) ve sinyal doniistiiriicii
kisimlardan olusur. Biyoreseptor olarak bir¢cok biyomolekiil (enzimler,
antikorlar, mikroorganizmalar) kullanilabilmektedir. Biyoreseptdr ve

doniistiirliciiniin tipi biyosensoriin sinifin1 belirlemektedir.



1.2. Biyoreseptor Molekiiller

Biyoreseptér molekiiller olarak, antikor, enzim, protein, niikleik
asitler gibi biyolojik molekiiller ya da hiicre, doku ve mikroorganizmalar
gibi canli biyolojik sistemler kullanilabilir. Biyoreseptér olarak
kullanilacak molekiillerin en dnemli 6zelligi tespit edilmesi istenen hedef
molekiile kars1 yliksek afinite ve secicilik gostermeleridir (Rasooly, 2005).
Biyomolekiil olarak en ¢ok kullanilan enzimler hedef molekiile karsi

oldukea 6zgiil olmasindan dolay: tercih edilir (Chambers et al., 2008).

Enzimler kimyasal tepkimelere katildiklarinda proton, elektron, 151k
ve 1s1 gibi birgok dlgtilebilir reaksiyon iiriinii meydana getirdiklerinden,
biyoreseptor olarak siklikla kullanilan biyomolekiillerdir (Chambers et al.,
2008). Ozellikle birden fazla alt iiniteye sahip olan allosterik enzimler,
dogalar1 geregi biyoreseptor olarak yiiksek potansiyele sahiptirler. Bu tip
enzimlerin substratlarina olan ilgileri, aktif bolgeleri digina baglanacak
efektor (modiilatér) molekiiller tarafindan degistirilebilir (O’Connell and
Guilbault, 2001).

Antikorlar 1950'i yillardan itibaren tanida kullanilmaya baslanmais,
yiksek duyarliiga ve oOzgillige sahip biyoreseptor molekiillerdir.
Antikorlar tiim bir mikroorganizmay: taniyabilecekleri gibi onlara ait
toksinleri, pilileri, sporlari, enzimleri hatta peptid parcalarini taniyabilirler
(Proske et al., 2005). Antikorlar ile tasarlanmis biyosensérlerin en 6nemli
avantaji immunojen olmalaridir. Bunun en Onemli faydasi, hedef
molekiiliin saptama Oncesinde saflagtirilmasina ihtiya¢ duyulmamasidir.

(Chambers et al., 2008).

Biyoreseptor olarak kullanilan bir¢cok biyolojik molekiiliin ¢ikis
noktast mikroorganizmalardir. Mikroorganizmalarin  kendileri de
biyoreseptor olarak kullanilabilirler . Cogunlukla inorganik veya organik
toksik kimyasal maddelerin tespitinde kullanilirlar ve diger biyoreseptor
molekiillere goére daha c¢ok c¢esitlilikte kimyasal yapi saptayabilirler.

Genetik  modifikasyonlara uyumlu olmalari, farkli pH ve farkli



sicakliklarda islev gorebilmeleri mikroorganizmalari ideal

biyoreseptorlerden yapmaktadir (D'Souza, 2001; Lei et al., 2006).

1.3. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

1.3.1. Analizlenecek madde biyoaktif bilesen iliskisine gore biyosensorlerin

siniflandirilmasi

Biyosensorler farkli bir bakis acgisiyla analizlenecek madde- biyoaktif bilesen
iligkisine 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.)

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

siniflandirilmasi

Biyosensorler dl¢lim prensiplerine ve transduser tiiriine gore asagidaki gibi
siiflandirilir:

a) Elektrokimyasal esasli biyosensorler (Amperometri, Potansiyometri)

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

c) Piezoelektrik esasli biyosensorler (Kuartz kristal mikrobalans,

Mikrokantileverlar)

d) Kalorimetri esasli biyosensorler (termistorler)

1.3.3. Biyoaktif tabakada kullanilan biyokomponent tiiriine gore

biyosensorlerin siniflandirilmasi

Biyosensorler biyoaktif tabakalarinda gorev alan biyokomponentin tiiriine
gore:

1. Enzim temelli biyosensorler



2. Hiicre temelli biyosensdrler
3. DNA temelli biyosensorler

4. Antikor/Antijen temelli biyosensdrler (immiinobiyosensorler)

1.4. Enzim Temelli Biyosensorlerde Immobilizasyon Yontemleri

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

Immobilizasyon i¢in kullanilan temel yontemler soyledir:

I. Adsorpsiyon (kovalent olmayan baglama)

II. Kovalent Baglama

I11. Tutuklama

IV. Capraz Baglama

Bu immobilizasyon yontemleri sematik olarak Sekil 1.2°de gosterilmistir.
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Sekil 1.2. immobilizasyon yontemlerinin sematik gosterimi.
(www.engr.usask.ca/classes/CHE/461/notes/lecture%2016/lecture%20notes-enzyme-

immobilization%200f%20enzyme.ppt)

Biyosensoriin dmrii immobilizasyon islemiyle biyokomponentin transduser
yiizeyinde ne kadar siire tutulabildigine bagl oldugundan, biyokomponentin uzun
siire yiizeyden ayrilmasini engellemelidir. Enzimlerin immobilizasyonunda enzim
aktif merkezi immobilizasyon esnasinda zarar goérmemeli ya da enzim

aktivitesinde sterik engel nedeniyle diislis olmamasina dikkat edilmelidir.



1.4.1. Adsorbsiyon

Immobilizasyon icin kullanilan en basit yOntemlerden 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 basica
adsorbanlar; seliiloz, silikajel, cam, hidroksiapatit, kollajen, kil, polimerik

aromatik recinelerdir.

1.4.2. Tutuklama

Yiiksek molekiil kiitleli biyomolekiiller sentetik veya dogal jel matrikslerde,
yar1 gegirgen 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 klortir, polivinil alkoldiir.

1.4.3. Capraz Baglama

Capraz baglama; kiiclik molekiillii bi ya da multi-fonksiyonel gruplar iceren
kimyasal reaktifler kullanarak biyokomponent ile adsorban arasinda ¢éziinmeyen
kompleksler olusturma prensibine dayanir. En ¢ok kullanilan ¢apraz baglama
ajan1  glutaraldehittir. ~ Glutaraldehit disinda hekzametilen diizosiyanat,2-
izosiyanato-4-izotiyasiyanato-toluen, 1,5-difloro-2,4-dinitrobenzen,
bisdiazobenzidin-2,2- disiilfonikasit gibi kimyasallarda ¢apraz baglamada

kullanilabilir.

1.4.4. Kovalent Bag

Kovalent baglamanin gerceklesmesi i¢in baglanma ylizeyinde ve/veya
biyomolekiil tizerinde tiyol (-SH), hidroksil (-OH), amin (-NH2), karbonil (-C=0),
karboksil (-COOH) gibi reaktif gruplarin olmasi gerekmektedir. Bu reaktif gruplar

olmadig: takdirde c¢esitli 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 kars1 direng saglar ve biyosensoriin dmriinli uzatir

ancak biyoaktif tabakada bir miktar aktivite kaybina sebep olabilir.

1.4.4.1. Enzimlerin Kendilisginden Olusan Tek Tabaka (SAM)

Yontemivle immobilizasvonu

Kendiliginden olusan tek tabaka (self-assembled monolayers, SAM)
olusumu metal yiizey ve secilen organik molekiiliin bas grubu arasinda meydana
gelen giiclii kemisorbsiyon ile olusmaktadir (Ulman, 1991; Bain ve Whitesides
1989). Alkil zincirler arasindaki hidrofobik ve van der Walls etkilesimler
sonucunda ¢ok iyi organize olmus ve elektrot yiizeyine ¢ok siki paketlenmis bir
tek tabaka elde edilir. Elektrot yiizeyindeki SAM, ¢ozelti igindeki elektro aktif
tiirler ve elektrot yiizeyi arasindaki elektron transferi i¢in kinetik bir bariyer olarak
tanimlanir. SAM yoOnteminin diger metotlara gore avantajlarinin basinda uygun
molekiillerin secilerek tabaka kalinliginin kolaylikla kontrol edilebilmesidir
(Wink et al., 1997). Kendiliginden olusan tek tabakalar ve bu tabakalarin bazi
ozellikleri Sekil 1.3’ te sematik olarak gosterilmistir. Tek tabakanin olusumunu ve
paketlenme yogunlugunu; substratin dogasi, piirlizsiizliigii, ¢6zgen, adsorbatin
(tutunan) dogasi, absorbatin tutunma siiresi, sicaklik ve adsorbat konsantrasyonu

gibi pek ¢ok parametre etkiler (Vijayamohanan et al., 2002).

gruplar sayesinde yiizey

Organik Interfaz (1-3nm)
*iyi tamumlanmus incelik saglar
*fiziksel bir hariyer olusturur

Metal Silfir Arayiizeyi
*yiizey atomlarm stabilize eder

Sekil 1.3. Kendiliginden olusan tek tabakanin (SAM) sematik gosterimi (Chen and
Jinghong, 2006)



SAM olusumunda nispeten piirlizsiiz metal yiizeylerinde (altin, giimiis,
bakir, platin ve nikel) tiyolat veya siilfiir molekiilleri; metal oksit yiizeylerinde
(Al/Al;O3, SiO,, PtO,TiO, ve ZrO; ) alkan silan molekiilleri kullanilir (Chen ve
Jinghong, 2006). Sekil 1.4’ te farkli ylizeylerdeki tek tabaka olusumlari
gosterilmistir.
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Sekil 1.4. Degisik yiizeylerdeki SAM yapilari (A) Altin yiizeye alkan tiyollerin olusturdugu
ve (B) hidroksillenmis yiizeyde alkil siloksan ile elde edilen SAM yapisinin modellemesi (Mrksich
and Whitesides, 1996).

SAM kullaniminin ¢ok Onemli avantajlari vardir: elektrot yiizeyine
biyomolekiillerin baglanmasi i¢in ya direkt kimyasal baglar kullanilir veya

polimerik destekler kullanilarak enkapsiilasyon yapilir.

1. Diizenli yapinin, igne deligi bosluklarin ve stabil tek tabakanin olusmasi

kolaydir.

2. SAM yiizey ile saglanan mikro g¢evre benzeri membran biyomolekiil

immobilizasyonu i¢in uygundur.

3. Cesitli fonksiyonel gruplar ile SAM’da ki bas gruplarin dizayninin

esnekligi istege gore hidrofobik ve hidrofilik yiizeylerin elde edilmesini saglar.

4. SAM fiizerinde immobilizasyon i¢in ¢ok az miktarda biyomolekiil (tek

tabaka olusturmak icin gerekli) gereklidir.

5. Cok olaganiistii durumlarda molekiiler diizeyde bilgi edinmek 6rnegin
protein adsorpsiyonu, DNA hibridizasyonu, antijen-antikor iliskisi vs. i¢in AFM

gibi yiizey duyarli teknikler kullanilir.



6. +0.8V ile -1.4V arasinda SCE’ ye kars1 uygulanan potansiyelde stabil
oldugunu gostermektedir ki bu durum onu pek cok elektrokimyasal enzim

elektrotu uygulamasi i¢in uyumlu hale getirir (Chaki and Vijayamohanan, 2002).

Bu avantajlarinin yani sira SAM olusturmay1 sinirlayan onemli etmenler de

vardir. Bunlar:

1. Bazi SAM tabakalarin kimyasal stabiliteleri ¢ok iyi olmadigindan
tabakanin deneme esnasinda izlenen yoldan etkilenerek kimyasal oksitlenmeye

ugramasi
2.Tek tabakanin elektriksel alaninin etkisi ve termal desorpsiyonu

3. Hidrofobik SAM yiizeyi yiiksek yiizey enerjisiyle ¢ok sayida
kontaminant1 yiizeyde biriktirdiginden istenmeyen safsizliklarin adsorplanmasidir
(Wink et al., 1997).

1.5. Elektrokimyasal Esashh Enzim Biyosensorleri

Enzim temelli biyosensorlerin pek ¢ogunda elektrokimyasal esash
transduserler kullanilir. Bu transduserler ile amperometri ve/veya potansiyometri
ilkelerine gore Ol¢iimler alinabildiginden genellikle oksidorediiktaz (elektron
aciga cikaran enzimler) smifi enzimler kullanilir (Bartlett, 1990). Bir enzim

biyosensorii sekil 1.5 te sematik olarak gdsterilmistir.
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Sekil 1.5. Enzim biyosensoriiniin genel ¢aligma ilkesi (Dingkaya, 1999)



(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, O.C.:
Olgiim ¢ozeltisi, B.T.: Biyoaktif tabaka, I: iletici)

Sekil 1.5 te goriildiigii gibi A substrati elektrot yiizeyine immobilize olmus
enzim tarafindan B koenziminin yardimiyla C ve F’ye doniistiiriiliir. Bu dontisiim
sonrasinda elektrot ylizeyindeki madde konsantrasyonlarindaki farklanma iletici

tarafindan sinyal olarak yansitilir.

1.5.1. Amperometrik Elektrokimyasal Sensorler

Elektrokimyasal biyosensorler icinde en yaygin kullanilan biyosensor
tipidir. Amperometrik biyosensorlerde 6l¢iim yapilacak tiiriin belli bir potansiyel
altinda yiikseltgenmesi ve indirgenmesi saglanir. Biyokimyasal reaksiyon sonucu

olusan akim analit konsantrasyonu ile dogru orantlilidir.

1.5.1.1. Amperometrik Bivosensorlerin Hazirlanmasi

Biyosensor teknolojisindeki gelismeler biyosensdr yapiminda ¢ok farkli
yaklagimlarin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur (Connolly et al., 1995, Vadgama
and Crumpl, 1992, Griffiths et al., 1993, Wring and Hart, 1992). Elektrot
yilizeyinin molekiiler yapisinin kontrolii biyosensdr yapiminda biiyiikk 6nem
tagimaktadir. Amperometrik biyosensor ¢aligmalarinda yiizey modifikasyonu i¢in
cok c¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yoOntemlerin listesi Sekil 1.3’de

verilmistir.
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Biyosensdrler

Goklu Tabaka
Monotabaka

3

Adsorbsiyon :

Kovalent
Baglams Buhar Fazda
Biriktirme
Déniigiimlii Geri
Déniisiimsiiz
. . Polimerler
Siyanurik 3 pon Silanizasyon
Klont Fonksonilasyonu r/,,r\l
Elektrokimyasal Yiizeye Kovalent

Polimerizasyon pamiatma Gapraz Baglama

iletken Redoks
Polimerler Polimerleri

Sekil 1.6. Amperometrik biyosensor yapiminda kullanilan yontemler.

1.5.1.2 Amperometrik Bivosensorlerin Calisma Prensibi

Amperometrik biyosensorler biyolojik bir materyal ve elektrokimyasal bir
algilayicidan olusur. Biyolojik materyal analit ile birleserek onun taninmasina
olanak saglar. Algilayic1 ise biyolojik materyal ile analit arasinda belli bir
potansiyel altinda reaksiyon sonucu sinyali Olger. Amperometrik biyosensoriin

caligma prensibi Sekil 1.7 de verilmistir.
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Sekil 1.7. Amperometrik biyosensoriin ¢alisma prensibi

Amperometrik biyosensorler i¢in gerekli olan ii¢ temel 6ge sunlardir:

- Substrat ile etkilesimi sonucunda uygun bir elektrot yiizeyinde

yiikseltgenebilecek veya indirgenebilecek bir tiir olusturan enzim

- Enzimin aktivitesini yitirmeden elektrot ylizeyinde immobilize olmasim

saglayacak immobilizasyon metodu

- Yiikseltgenme veya indirgenme sirasinda olusacak akimin Ol¢lilmesi ve

potansiyelin kontroliinii saglayacak bir elektronik sistem.

1.5.1.3. Amperometrik Enzim Biyosensorleri

Enzim ile modifiye edilmis elektrotlar amperometrik biyosensorlerin ve
biyoyakit hiicrelerinin temel parcalarindandir. Enzim elektrotlar1 elektrokimyasal

prosesi immobilize enzimin aktivitesi ile kombine eden minyatiir kimyasal iletici
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sistemlerdir (Dzyadevych et al., 2008). Bu sistemler enzimin biyolojik fonksiyonu
sayesinde biyolojik orijinli olan substrat molekiillerine karsi genellikle yiiksek
secimlilik gosterir. Bu nedenle, enzimlerin sahip oldugu bu oOzellik enzim
sensorleri olusturulmasinda avantaj saglar. Tipik olarak, enzim reaksiyonunun
kinetigi iiriin olusumunun ya da reaktantin eksilmesinin hiz1 olarak izlenir. Eger
uriin ya da reaktant elektroaktif ise reaksiyon direkt olarak amperometri ile
izlenebilir. Boylece bu tip elektrokimyasal reaksiyonlar amperometrik
biyosensorlerin olusturulmasinda kullanilabilir. Elektrokimyasal biyosensdrlerin
biiyiikk bir kism1 katalitik reaksiyon sirasinda elektronlar kullanan ya da iireten
oksidorediiktaz sinifi enzimleri igerir. Bu elektrokimyasal reaksiyonlar elektrot
yiizeyinde gerceklesir ve akim olusturmak i¢in kullanilir. Enzimatik oksidasyon
sonucu agiga ¢ikan elektronlar anoda transfer edilir. Burada, oksijen gibi yiiksek
bir elektron alicisina tasinir. Enzim elektrotlarinin degismez pargalari enzimler ve
elektrot materyalidir. Elektrot materyalinin se¢iminde 6nemli olan parametreler
elektriksel iletkenlik ve materyalin sertligidir. Bu nedenle, altin (folyo ya da
cubuk), platin (folyo ya da ¢ubuk) ya da karbon (kagit, cubuk, pasta, metallenmis
karbon, camimsi1 karbon, karbon fiber, nanotiip film) gibi kat1 destek elektrotlar
kullanilir. Enzim elektrotlarini olusturmak amaciyla kullanilan enzimler
analizlemek istegimiz analitin reaksiyon tipine bagli olarak secilir. Redoks
enzimleri (oksidorediiktazlar) en ¢ok kullanilan enzimlerdir. Ayrica lipazlar ve
esterazlar gibi hidrolaz simifi enzimler de redoks enzimleri ile beraber
kullanilabilmektedir. Tiim bu enzimlerin i¢inde glukoz oksidaz kan glukoz
tayininin 6neminden dolayr en ¢ok kullanilan enzimdir. Enzim elektrotlarinin en
onemli problemi ko-substrat olarak oksijene ihtiya¢ duymalar1 ve reaksiyonun
amperometrik yontemlerle izlenmesinin hidrojen perokside dayali olmasidir. Bu

problem mediyatorler kullanilarak asilmaya ¢alisilmaktadir (Sarma et al., 2009).

1.6. Voltammetri

Voltammetri, elektrokimyasal bir hiicre iginde bulunan ¢alisma elektrotu
tizerindeki akim-gerilim iligkilerinin ¢alismasidir. Voltammetri bize ilgili
tepkimenin mekanizmas1 hakkinda detayli bilgi saglayabilir. Calisma elektrodu
atimli, dogrusal dalga formlar1 kullanilarak potantiyostatik olarak kutuplanabilir.

Barker ve Jenkin (Barker and Jenkin, 1952), tarafindan bulunan atimh
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voltammetrik teknikler ¢aligma elektrodunun E1 potansiyelinden E2 potansiyeline
anlik kutuplagmasini igerir. Diger taraftan dogrusal taramali voltammetride
kutuplagma sabit bir potansiyel tarama hizinda, v, El potansiyelinden E2
potansiyeline  uygulanir.  DOnilisimlii ~ voltammetri, dogrusal taramali
voltammetrinin bir uzantisi olarak E2 den E1 e geri tarama yapmadan once El
den E2 ye tarama yapar. Adsorptif siyirma voltammetrisi, polorografi gibi
elektrokimyasal analizlerin birgogu dogrusal tarama ya da doniistimlii voltammetri
temeline dayanir. Ancak akis analizi gibi teknikler sabit potansiyel temeline

dayanir ve amperometriktirler.

1.6.1. Dongiisel voltammetri (CV)

Dongiisel voltammetride (CV), karistirilmayan bir ¢ozeltide kiigiik durgun
bir elektrodun akim cevab1 bir liggen dalga sekilli potansiyel ile uyarilir (Skoog et
al., 1997).

Potansivel

Sekil 1.8. ikizkenar iiggen dalgasi seklinde uygulanan potansiyel.

Dongiisel voltammetride belli bir potansiyel aralifinda dogrusal olarak
tarama yapilir sonra tarama yoni ters cevrilir ve potansiyel orijinal degerine
getirilir. Her iki yondeki tarama hizi aynidir. Bu uyarma g¢evrimi birkag¢ kez
tekrarlanir. Ters yondeki potansiyellere dondiirme potansiyelleri denir. Dondiirme
potansiyellerin araligi, bir veya daha fazla analitin diflizyon kontrollii bir

yiikseltgenme veya indirgenmenin meydana geldigi potansiyeldir. Baslangig
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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

1.9°deki gibi bir voltammogram elde edilir.

E]_:n:
20
=
=
=
10
= ]
=
=
=
-10
2 |
J
= " ¥
-=0 1 1 Ll 1 I
o.s5 0.6 0.4 o,z O - 0.2

Potansivel, W, DEE' a lars

Sekil 1.9. Ucgen dalga potansiyel uygulandiginda elde edilen voltammogram. (Skoog et. al.,
1997).

Bu egri soyle yorumlanir; gittikce artan bir katodik gerilim uygulandiginda
egrinin ABDF dali elde edilir. Indirgenme sebebiyle bir katodik akim gozlenir (B
noktasi ). B’den D’ye kadar ki bolgede indirgenebilen maddenin ylizey derisimi
gittikge kiiciiliirken, akimda hizli bir artis olur. Pik akimi iki bilesenden meydana
gelir. Biri, analitin yiizey derisimini Nernst esitligi ile verilen denge derigimine
esitlemek icin gerekli kapasitif akim artisidir. Ikincisi ise normal difiizyon
kontrollii akimdir. Sonra ilk akim, diflizyon tabakasi elektrot yiizeyinden
uzaklastik¢a hizla azalir (D noktasindan F noktasina). F’de uygulanan katodik

gerilim azalmaya bagslar. FH bolgesinde indirgenebilen maddenin indirgenmesi
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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 yilizey yakinlarinda biriken indirgenmis maddenin yeniden
yiikseltgenmesi sonucu olusur. Bu anodik akim pik yapar ve sonra biriken
indirgenmis maddenin anodik reaksiyon yoluyla kullanilmasiyla azalir (Skoog et

al., 1997).

1.6.2. Kronoamperometri

Kronoamperometride ¢alisma elektrodunun potansiyeli aniden degistirilir ve
durgun ortamda akim-zaman iliskisi gozlenir. Kronoamperometride ¢ozeltiye
daldirilan ¢alisma elektroduna uygulanan potansiyel-zaman grafigi Sekil 1.10°de
gosterildigi gibidir. Once calisma elektroduna herhangi bir indirgenmenin
olmadigi E1 potansiyeli uygulanir. Sonra potansiyel ani olarak E2’ye degistirilir.

E2 potansiyeli, indirgenme diflizyon kontrollii olacak sekilde segilir.

0 (=)

Sekil 1.10. Kronoamperometride elektroda uygulanan potansiyelin zamanla degisimi. (Skoog et
al., 1997).

1.6.3. Diferansiyel Puls ve Kare Dalga Voltammetri

1960’lardan sonra dogrusal taramali voltammetri metotlar1 6nemli bir metot
olmaktan ¢ikmis, yerine puls metotlar1 gelismeye baslamistir. Dogrusal taramali

voltammetrinin yavas olmasi, dedeksiyon limitinin diisiik olmasi ve pahali
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parcalar gerektirmesi gibi Ozellikleri nedeniyle diferansiyel puls ve kare dalga

voltammetri gibi 6nemli metotlar geligsmistir (Skoog and Leary, 1992).

SWYV ve DPV hem nitel hem de nicel analiz igin kullanilir. Bu yontemlerde
elektrota uygulanan gerilim sinyalinin zamanina bagl olarak iki noktada akim
sinyalleri 6lgiiliir. 1ki akim degeri arasindaki fark uygulanan DC potansiyelin
fonksiyonu olarak grafige gecirilir. Olusan pikler elektrokimyasal hiicredeki
tirlerin elektroaktifligini gosterir. Bu akim farkinin ana bileseni elektrot
ylizeyindeki indirgenme ve yiikseltgenmeye bagli olarak olusan akimdir. Bu
metotlarda sinyal/giiriiltii oran1 DC metotlara oranla daha yiiksektir. iki teknik
arasindaki fark uygulanan potansiyel puls dalgaformudur (Bard and Faulkner,
2001). Sekil 1.11a. ve 1.11b.’de kare dalga voltametri ve diferansiyel puls

voltametri dalgaformlar1 gosterilmektedir.

- o,
Fdim Yilkseklig i

Gerlk
ik, E .

- ]
Periyot

Sekil 1.11.a. Kare dalga voltametri dalgaformu Sekil 1.11.b. Diferansiyel voltametri

dalgaformu

1.7. Biyoaktif Tabaka Bilesenleri
1.7.1. immobilizasyonda kullanilan enzim diamin oksidaz

Diamin oksidaz (DAO, EC 1.4.3.6) [amin: O, oksidorediiktaz
(deaminasyon)] bir bakir igerikli amin oksidaz sinifinin bir liyesi olup histamin
ile diger biojenik aminlerin oksidatif deaminasyonunu katalize eder. Diamin

oksidaz; diamino oksihidraz, histaminaz, histamin deaminaz, histamin oksidaz,
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amin oksidaz, amin oksijen oksidorediiktaz, Cu-amin oksidaz, monoamin oksidaz

vb. gibi isimlerle de adlandirilir.

Mitokondride yer alan bu enzim, bir ¢ok monoaminin oksidatif
deaminasyonu sonucu aldehid, amonyak ve H,0, doniistimiinii Kkatalizler
(Wilflingseder et al., 2000)

RCHNH, + H,0 + 0, —2% RCHO +NH; + H,0,

Sekil 1.12. Diamin oksidaz enziminin reaksiyonu

Enzim aktivitesi genelde oksijenin harcanmasi ya da olusacak olan

hidrojen peroksit tiretimine bagl olarak 6lgtimektedir (Wimmerova et al., 1999).
1.7.2. immobilizasyonda kullanilan enzim peroksidaz

Peroksidazlar (E.C 1.11.1.7), hidrojen peroksit veya tlirevlerini kullanarak
cok sayida organik veya inorganik maddenin indirgenmesini katalizleyen,

demir(I1I) porfirinler sinifinda yer alan, oksidorediiktazlardir.

H0,  HO

HRP N /\ HRP-|

Sekil 1.13. Peroksidaz enziminin reaksiyonu

1.7.3. Nanopartikiiller

Teknolojide yasanan hizli gelismeler, nano teknolojinin dogmasina yol agti
ve ¢cagimizin en Oncelikli konularindan biri oldu. Nano pargaciklar, ince filmler

ve nanotiipler olarak elde edilen malzemeler, gosterdikleri c¢ok ilging fiziksel
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ozellikler ve ¢ok kiiclik boyutlart nedeniyle teknolojide 6nemli bir kullanim
alanina sahiptir. Nanoteknolojinin hayatimizda kullaniminin artmasiyla birlikte
nanomalzemeler tlizerine ¢alismalar artmistir. Nanometre boyutundaki farkl
nanopartikiillerin kontrol edilebilir elektronik ve katalitik Ozellikleri bu
partikiillerin elektrot fabrikasyonunda ve modifikasyonunda kullanilabilmesine
olanak saglamistir. Cok tabakali iletken nanopartikiillerle (Altin (Au) gibi metalik
nanopartikiiller) modifiye edilen elektrotlar gozenekli ve ylizey alani genis yapiya
kavusurlar. Ayrica metalik nanopartikiiller analitiksel 6neme sahip bazi
elektrokimyasal tepkimelerin asir1 potansiyelini diisiirerek metalik elektrotlarda

tersinmez olan redoks tepkimelerine de tersinirlik saglamaktadir.

Nanopartikiillerin kendi 6zel nitelikleri nedeniyle boyutu biiyiik 6lcekli
farkli uygulamalari miimkiindiir. Nanopartikiiller altin, demir ve protein gibi
cesitli metallerin albiimin ve jelatin ile kullanimi gibi medikal amaglar icin

kullanim1 mevcuttur.

Nanopartikiiller sinyal iletiminde lokalizasyon degistirerek ol¢iimiimiin
biyolojik bileseninde diizensizlik meydana getirirler ve Olciilebilen sinyalde bir
degisiklik yaparlar. Sinyal iletici olarak gorev yapan nanopartikiiller biyolojik

orneklerin isaretlenmesini elimine ederler ve tan1 yontemlerinde kullanilabilirler.

Metal olmayan nanopartikiiller arasinda, albiimin nanopartikiilleri anti-
tiimor ilaglarin bolgesel yonlendirilmesi ic¢in kullanilir. Tiimdriin oldugu bolgeye
dogru goc¢ gerceklesir. Benzer sekilde jelatin nanopartikiiller antijene karsi
hiicresel immiin yanit olarak hem hiicresel hem de humoral andjuvant olarak

kullanilmustir.

Metaller arasinda altin ve demir nanopartikiiller geleneksel ayurvedik
(ayuveda: Eski Hindu hekimlik ve uzun yasam sanati) ilag ve modern medikal
miidahalelerde kullanilir. Kolloidal altin tavsanlarda ramatoid arterite karsi
basarili bir terapi olarak kullanilmistir. Altin nanopartikiillerin proteinlerle

etkilesimini igeren ¢esitli ¢alismalar devam etmektedir.
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1.7.3.1. Altin Nanopartikiiller (AuNP)

Son yillarda nanopartikiillerin 6nemli O6zellikleri hakkindaki gelismeler
biyoduyarlik alanlarinda bu materyallerin uygulanabilirligi ve elektrokimyasal
davraniglar1 hakkindaki ilgiyi arttirmistir. Altin nanopartikiil (Au-np) proteinlerin
adsorpsiyon {izerinden biyolojik aktivitelerini muhafaza etmelerine yardim eden
bir ¢esit nanomateryaldir. Biiyiik yiizey alani, iyi elektronik 6zellikler ve redoks
proteinlerinin dogru elektron transferinin g¢alismasi i¢in kullanimi biyosensor

yapimindaki kullanighigint arttirmistir.

Altin nanopartikiil ile elektrot yilizeyinin modifikasyonu yerel sistemlerdeki
redoks proteinlerine benzer bir mikrogevre saglar ve altin nanokristallerin iletim
tiineli i¢inden dogru elektron transferi i¢in protein kabuklarinin yalitma etkisinin
indirgenmesi yoluyla oryantasyonda protein molekiillerine daha bir serbestlik

saglar.

Altin nanopartikiillerin yiizey morfolojisi, nanopartikiiller arasindaki
uzaklik ve elektrot yiizeyi, elektrot materyali ve redoks proteini arasindaki

elektriksel baglantinin meydana getirilmesinde rol oynayan 6nemli faktorlerdir.

Altin nanopartikiiller agregatlagabildikleri icin sistemde bir sinyal
degisimine yol acarlar. Ornegin antijen kaplandig1 zaman altin nanopartikiillerin
agregasyonu ile antikor konsantrasyonu tayin edilebilir. Immiinoglobulin 6lgiimi

icin agregasyon metoduyla nanoshell’ler kullanilabilir.

Yakin IR boélgede giiglii absorban 0Ozellikte olduklarindan asiri hiicre
1sinmasi ve hiicre hasarina sebep olabildiklerinden, nanokabuklra kanser

hiicrelerinin sicaklikla yok edilmesinde kullanilabilir.

Altin nanopartikiillerin nanometrik sinirlar, elektron transferi igin
biyomolekiil redoks kismi ve elektrot arasindaki uzakli§i azaltmasi yoluyla
hafifce protein icine girer (Mena, 2005). Altin nanopartikiiller kendilerine has
optik, elektronik ve molekiiller tanima ozellikleri yiiziinden g¢esitli alanlarin
uygulamalar1 ile birlikte elektronik, nanoteknoloji ve &nemli ozellikteki yeni

materyallerin sentezini i¢ceren arastirmalarin da konusu olmustur. Yeni ¢alismalara
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gore altin nanopartikiiller potansiyel olarak biomedikal uygulamalarda

kullanilabilen ufak, kesin ve gii¢lii 1siticilar olarak davranabilmektedirler.

1.7.4. Glutaraldehit

Glutaraldehit tipta ozellikle sisteskop, bronkoskop, endoskop gibi
lensli aletlerin sterilizasyonunda sik¢a kullanilan renksiz, sivi bir
dezenfektan ve sterilizasyon kimyasalidir. Aymi zamanda elektron
mikroskoplarinda sabitleyici olarak da kullanilmaktadir (HSDB., 1996;
Thomas et al., 1974).

Glutaraldehit 06zellikle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda
yaygin olarak kullanilan homo bifonksiyonel bir kimyasaldir. Homo
bifonksiyonel maddeler, proteindeki lizin kalintisinin amino gruplar gibi
primer aminlerle segici olarak etkilesime girerler. Suda ve benzen, alkol
gibi susuz ortamlarda kararli ve ¢ozilinebilir olmasi nedeniyle kullanimlari
cok 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 {izerindeki —NH, gibi gruplarla H,O
cikararak birlesir ve iki polimer zincirini birbirine ¢apraz baglar. Bu esasa
dayali immobilizasyon yontemi oldukc¢a sik kullanilmaktadir (Sezgintiirk
vd., 2004a ; Akyilmaz vd., 2000). Yontem kolay uygulanabilir olup

genellikle sistemin termal, islem ve depo kararliliklarini da arttirmaktadir.

O O

HJ\/\/U\H

Sekil 1.14. Glutaraldehitin yapist
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1.7.5. Hidrokinon

Hidrokinon, benzene 1,4-diol olarak baglanmis fenolik tiirevli bir
bilesiktir. Enzim ile elektrot arasinda elektron transferini hizlandiran

mediyator gorevi gérmektedir.

Hidrokinonun Ozellikleri

Kimyasal formiil: CgHgO-
Molar kiitle: 110,11 g/mol™
Gortiniim: Beyaz kati
Yogunluk: 1,3 g/em®
Erime noktasi: 172 °C
Kaynama noktas1: 287 °C

Coziintirlik (su) : 5,9 g/100 mL (15°C)

OH

OH

Hidrokinon

Sekil 1.15. Hidrokinon yapis1
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1.7.6. Serotonin

Serotonin temel amino asit L-triptofanin bir metabolitidir ve diiz kas
kasilmasindaki rolii 1951 yilinda bildirilmistir [Esparmer and Boretti,
1951]. Serotonin yapisi, dogal metaboliti 5-hidroksiindoleasetik asit (5-
HIAA) ve serotonin oksidasyon iiriinii Sekil 1.16 'da gosterilmektedir
[Kema et al., 2000].

) W) S o)
HO HO 0

Sekil 1.16. a) Serotonin yapisi, b) Serotonin metaboliti 5-HIAA, ¢) Serotonin
oksidasyon iiriinii
Serotonin kimyasal formulii C1oH12N20 dir. Molekiil agirligi 176,22

g/mol’ diir.

Esansiyel bir amino asit olan L-triptofandan triptofan hidroksilaz
enzimi ile sentezlenmekte, etkilerini kendisine 6zgii serotonerjik reseptor
(5-HTR) aileleriyle gostermektedir. Viicudumuzdaki temel serotonin
sentezi gastrointestinal sistemdeki enterokromaffin hiicrelerinde ve
beyinde serotonerjik néron gévdelerinin yogun oldugu “raphe nuclei”de

gergeklesir.

Serotonin  (5-hidroksitriptamin, 5-HT) merkezi sinir sistemi

araciligiyla yayilan bir ndrotransmitter olup; duygu, uyku ve aghk
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hislerinde hayati rol oynayan fizyolojik sistemdeki Onemli bir
biyomolekiildiir [Ressler and Nemeroff, 2000; Perry and Fuller, 1992]. Bu
nedenle; 5-HT seviyesinin Ol¢limiiniin, serotoninin depresyon ve diger
sinirsel bozukluklardaki roliinii anlamamizda biiyiikk degeri vardir. Bu
analizin yapilmasi i¢¢in fluorimetri [Panholzer et al., 1999], enzim
immunoassay [Chauveau et al., 1991], radio immunoassay [Jeon et al.,
1992], kemiluminesans [Tsunoda et al., 1999] ve kiitle spektrometri
[Middelkoop et al., 1993] gibi g¢esitli analitik metodlar kullanilir. Bu
teknikler hem c¢ok zaman harcar hem de O6rnegin 6nceden hazirliginin

yapilmis olmasi gerekir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1 Materyal

2.1.1. Cihaz ve diger ekipmanlar

Denemelerde Palm Sens Ins. (Hollanda) marka potansiyostat; CHI 104 model
Altin (Au) calisma elektrodu, CHI 111 model Ag/AgCl doygun referans
elektrodu, CHI 115 model Pt yardimci elektrodu; Gibson P1000 otomatik

pipetleri, Nuve (TR) marka termostat, Yellow line manyetik karistirict kullanildi.
2.1.2. Kimyasallar
Deneysel caligmalar i¢in temin edilen kimyasallar:

e  Glutaraldehit (Sigma)

e Peroksidaz (Sigma)

e Diamin Oksidaz (Sigma)

e  Serotonin (Sigma)

e 1,6- hekzanditiyol (Aldrich)

e 3-merkaptopropiyonik (Sigma)
e Dopamin (Sigma)

e Epinefrin (Sigma)

e Norepinefrin (Sigma)

e Dopa (Sigma)

e Glukoz (Sigma)

e  Askorbik asit (Sigma)

e Sitrik asit (Sigma)

e  Urik asit (Riedel-de-Haen)

e Potasyum fosfat monobazik (Sigma)
e Glisin (Sigma)

o  Siilfiirik asit

e Gamma alumina (0,1-0,05 micron)



25

Deneysel ¢aligmalarda asagidaki ¢ozeltiler kullanildi:

50 mM fosfat tamponlar1 ( pH: 6,0 - 6,5-7,0—7,5- 8,0)
50 mM Sitrat Tamponu (pH: 4,5-5,0 - 5,5)

50 mM Glisin Tamponu (pH: 8,5 - 9,0)

Peroksidaz ( 113 U/mL - 226 U/mL)

Diamin oksidaz (0,11 U/mL- 0,22 U/mL)

10 mM 1,6-hekzanditiyol

25 mM 3- merkaptopropiyonik asit

% 1,25’1lik, %2,5’luk ve %5 ‘lik glutaraldehit

5 uM serotonin, dopamin, epinefrin, norepinefrin, D- glukoz, L- askorbik asit,
sitrik asit, tirik asit, (Fosfat tamponu iginde)

Sentetik fizyolojik serum (pH 7,4 % 0,09 NaCl)

2.1.2.1. Altin Nanopartikiil Sentezi :

Altin nanopartikiil hazirlamada sodyum sitrat kullanildi. %10’ luk
kloro aurik asit cozeltisinden 10 mL almarak 100 mL ultrasaf su
cozeltisine eklenerek manyetik bar ile karigtirildi. Cozelti kaynama
noktasina gelince karigima yeni hazirlanmis %1°lik sulu trisoydum sitrat
¢ozeltisinin 4 mL’si hizli bir sekilde eklendi. Karistirma ve kaynama
devam ederken rengin maviye ve ardindan yaklasik 6 dk sonra kirmiziya
dondigi gézlemlendi ve 2-3 dk daha karistirilarak kirmizi-turuncu renk
gozlemlendiginde ¢o6zeltinin  hazir oldugu anlasildi. 5 dk daha
kaynatildiktan sonra sogutularak kullanima hazir hale getirildi [Preparation
of Colloidal Gold, Methods in Molecular Biology, Vol. 115:
Immunocytochemical Methods and Protocols (Edited by: L. C. Javois ©

Humana Press Inc., Totowa, NJ)]
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2.2. Yontem

2.2.1. Biyosensoriin hazirlanmasi

Oncelikle Au elektrot fiziksel, kimyasal ve elektrokimyasal olarak temizlenir.

Temizlik asamalar1 asagidaki gibidir:

Altin elektrot (-0,2) — (1,2) V potansiyelleri arasinda tarama hizi 50mv/s olacak

sekilde KOH c¢ozeltisi igerisinde on bes tane lineer sweep voltammogrami alinir.

Bir miktar bulamag¢ halindeki Gamma alumina kadife bir ylizey iizerine belli bir
miktar damlatilir. Altin elektrot dnce 0,05 mikronluk gamma aliiminada sekiz
cizerek yavagga gezdirilir. Bu sekilde elektrot yilizeyindeki kirlilikler mekanik

olarak temizlenmis olur.

Au elektrot bidistile suyla durulandiktan sonra adsorblanmis partikiilleri
uzaklastirmak i¢in on dakika etanol (%96) igerisinde sonikatorde bekletilir.
Tekrardan bidistile suyla durulandiktan sonra on dakika da bidistile su igerisinde

sonikatorde bekletilir.

Au elektrodun yiizeyinin elektrokimyasal olarak temizlenmesi i¢in 0,1 N H,SO4
cozeltisi igerisinde (-0,3) — (1,5) V potansiyelleri arasinda 100mv/s tarama hizinda

otuz tane dongiisel voltammogram alinir.

Temiz Au elektrot SAM olusturmak i¢in fonksiyonel tiyol grubu igeren
1,6-hekzanditiyol ¢6zeltisine daldirilir. Bu bilesigin fonksiyonel u¢ grubu (-SH)
dogrudan altin elektrot yiizeyine baglanarak yiizey modifikasyonu gerceklestirilir.
1,6- Hekzanditiyoliin altin elektrot yiizeyine baglanmasi ile diger reaktif (-SH)
ucuna altin nanopartikiil baglanmasi saglanir. Altin nanopartikiil modifiye elektrot
3-merkaptopropiyonik asit ile etkilesime sokularak bilayer tabaka elde edilir.
Modifiye elektrot ylizeyine diamin oksidaz ve peroksidaz ilavesi sonrasi
glutaraldehit ile kovalant immobilizasyon gergeklestirilir. Immobilizasyon

prosediiriine iligkin asamalar Cizelde 2.1’ de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. immobilizasyon prosediirii

Islem sirasi Yontem

1 Altin elektrot 10 mM 1,6 hekzanditiyol c¢ozeltisi
icinde bekletilir. 20 saatin sonunda c¢ikarilip Once

etanol ¢ozeltisi ardindan saf su ile yikanir.

2 Altin elektrot AuNP c¢ozeltisine daldirillarak 8 saat

beklenir. Daha sonra ¢ikartilip saf su ile yikanur.

3 Altin elektrot pH:7 50 mM monobazik potasyum
fosfat tamponunda hazirlanmigs 25 mM 3-MPA
¢ozeltisi icerisine daldirilir ve 4 saat siiresince bu
cozeltide bekletilir. Dort saat sonunda baglanmamis
3-MPA’ y1 uzaklagtirmak icin elektrot yiizeyi
bidistile suyla durulanir.

4 Daha sonra elektrot 1 mg/ml (0,11 Unit/ml) DAO ve
1 mg/ml (113 Unit/ml) HRP enzim ¢o6zeltisinde 10

saat bekletilir ve saf su ile yikanir.
5 Son olarak altin elektrot (pH 7,5 50 mM fosfat

tamponunda hazirlanan) % 2,5’lik glutaraldehit
¢Ozeltisi icerisinde 2,5 dakika bekletilir. Siire

sonunda elektrot ¢ikartilip saf su ile yikanir.

Hazirlanan biyosensor kullanildiktan sonra +4 °C’de buzdolabinda saklanir. Sekil

2.1. ‘de tasarlanan modifiye elektrodun sematik gdsterimi mevcuttur.
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10 mM —5/ NS
1,6-hekzanditiyol AuNP Cézeltisi L AAAS

Cozeltisi (8sa.)
— — g AANNS”
—5/ NS

—g/NAN ST 25 mM
3-MPA ¢ozeltisi

—g/NANS (452)

—g/ANAANS—

—g/AANS—

@ Diaminoksidaz —S/\/\/\’S_

Peroksidaz

_sAAAs— -5V TN
%2,5 Q
Glutaraldehit —sN\ NS g A Cc—NH
2,5 dk. Q

- _ ANNS- ‘S/\/CO_NH

Sekil 2.1. Au/1,6-hekzanditiyol/AuNP/3-MPA/DAO-HRP/Glutaraldehit modifiye elektroda ait

immobilizasyon semast. (Lu et al., 2002)
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2.2.2. Biyosensoriin calisma ilkesi

Hazirlanan biyosensoriin ¢alisma ilkesi amperometrik oOl¢iimler igin

asagidaki esitligi temel alarak 0,2 V’ta gergeklestirilmistir.

Serotonin + Diamin oksidaz (yiik.)———— 5-Hidroksiindolasetalddehit
+ NH3 + H,0, + Diamin oksidaz (ind.)

H,O, . Peroksidaz (ind) ——— H,0 + Peroksidaz (yiik.)

Peroksidaz (yiik.) + Hidrokinon s Peroksidaz (ind.) +

Benzokinon + 2¢’
Benzokinon —_,  Hidrokinon + 2¢

Sekil 2.2.° de tasarlanan biyosensoriin caligma ilkesi sematik olarak

gosterilmektedir.

Reaksiyon Mekanizmasi

Hidrokinon HRP
(ox)

()

Benzokinon

HRP
(red)

5-hidroksiindol
Asetaldehit

Sekil 2.2. Au/1,6-hekzanditiyol/AuNP/3-MPA/DAO-HRP/Glutaraldehit modifiye

biyosensoriiniin ¢aligma ilkesi
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2.3. Au / 1,6-hekzanditiyol / AuNP / 3-MPA / DAO-HRP /
Glutaraldehit modifiye biyosensoriin optimizasyon ve

karakterizasyonuna yonelik ¢calismalar

Bu kisimda, serotonin tayini amaci ile Au/l,6-hekzanditiyol/AuNP/3-
MPA/DAO-HRP/Glutaraldehit modifiye elektrotlar kullanilarak hazirlanan
biyosensorler ile serotonine yonelik olarak yapilan ¢alismalara iliskin sonuglar
verilmistir. Oncelikle biyosensérlerin hazirlanmasina iliskin parametrelere yonelik
olarak 1,6-hekzanditiyolde bekletme siiresi optimizasyonu, enzim miktarinin ve
glutaraldehit miktarinin biyosensér cevabina etkisi, calisma kosullarinin
optimizasyonu amaci ile optimum pH ve sicaklik etkisine yonelik sonuglar
verilmigtir. Son kisimda analitik karakterizasyon ve hazirlanan biyosensoriin
orneklerde serotonin tayini amactyla kullanimina iligkin olarak elde edilen veriler

sunulmustur.

2.3.1. Tek tabakanin olusma siiresinin biyosensor cevabina etkisi

Denemeler 30° C’de potasyum fosfat tamponunda (pH:7,0 50 mM)
gerceklestirildi. 1,6-hekzanditiyol konsantrasyonu (10 mM), AuNP c¢ozeltisinde 8
saat bekletme siiresi, 3-MPA miktar1 (25 mM) 4 saat bekletme, enzim
konsantrasyonlart (1mg/ml) ve % 2,5’ luk glutaraldehit ¢ozeltisinde bekletme
siiresi 2,5 dakika olacak sekilde sabit tutularak gerceklestirilen tek tabaka olusum
stiresi 5; 10; 20 ve 30 saat olarak degistirildi. Yapilan denemeler amperometrik

metotla 0,2 V’ta serotoninin amperometrik 6lgtim yoluyla gergeklestirilmistir.

2.3.2. Enzim miktarimin biyosensor cevabui iizerine etkisi

Denemeler 30° C’de potasyum fosfat tamponunda (pH:7,0 50 mM)
gerceklestirildi. 1,6-hekzanditiyol konsantrasyonu (25 mM), tek tabaka olusum
siiresi 20 saat, AuNP ¢ozeltisinde 8 saat bekletme stiresi, 3-MPA miktar1 (25 mM)
4 saat bekletme, % 2,5 glutaraldehit ¢ozeltisinde bekletme siiresi 2,5 dakika
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olacak sekilde sabit tutularak gerceklestirilen enzim miktar1 optimizasyonu 1
mg/ml DAO- 1mg/ml HRP; 2 mg/ml DAO- 1 mg/ml HRP vel mg/ml DAO- 2
mg/ml HRP olarak degistirildi. Yapilan denemeler amperometrik metotla 0,2 V’ta

serotoninin amperometrik 6l¢limii yoluyla gerceklestirilmistir.

2.3.3. Glutaraldehit miktarimin biyosensor cevabu iizerine etkisi

Denemeler 30° C’de potasyum fosfat tamponunda (pH:7,0 50 mM)
gerceklestirildi. 1,6-hekzanditiyol konsantrasyonu (25 mM), tek tabaka olusum
stiresi 20 saat, AuNP ¢ozeltisinde 8 saat bekletme siiresi, 3-MPA miktar1 (25 mM)
4 saat bekletme, enzim konsantrasyonlar1 (1mg/ml) sabit tutularak gerceklestirilen
glutaraldehit miktar1 optimizasyonu % 1,25; %2,5 ve % 5 olacak sekilde
degistirildi. Yapilan denemeler amperometrik metotla 0,2 V’ta serotoninin

amperometrik 6l¢limii ile gerceklestirilmistir.

2.4. Calisma kosullarinin optimizasyonu

2.4.1. Optimum pH’nin belirlenmesi

Denemelerde 50 mM derisiminde pH: 4,5-5,0-5,5 sitrat; pH: 6,0-6,5-7,0-
7,5-8,0 fosfat; pH: 8,5-9,0 glisin tamponlar1 kullanilarak tasarlanan biyosensor
icin en iyi pH belirlenmeye c¢alisildi. Olgiimler 30 ° C’de, mediyatéor 1mM
hidrokinon varliginda ve 5 pM serotonin konsantrasyonu kullanilarak 0,2 V’ta

amperometrik metotla gergeklestirilmistir.

2.4.2. Optimum sicakhigin belirlenmesi

Denemeler 10° C; 15°C; 20°C; 25°C; 30°C ve 35°Csicakliklarda soguktan
sicaga dogru gecis yapilarak Olciimler gergeklesmis ve en uygun sicaklik
belirlenmeye calisitlmistir.  Olgiimler pH: 7,0 ’de ve 5 pM serotonin

konsantrasyonu kullanilarak 0,2 V’ta amperometrik metotla gergeklestirilmistir.



32

2.5. Au / 1,6-hekzanditiyol / AuNP / 3-MPA / DAO-HRP /
Glutaraldehit modifiye biyosensoriin karakterizasyonuna iliskin

bulgular

Bu amag dahilinde hazirlanan ve optimizasyonu gergeklestirilen modifiye
biyosensor ile serotonin i¢in dogrusal tayin aralifi, tekrarlanabilirlik, substrat
spesifikligi, girisimci etkileri, depo kararliligi ve sentetik serum Orneklerinde

serotonin tayini gergeklestirilmistir.

2.5.1. Serotonin icin dogrusal tayin arahgi

Yapilan denemelerde 1; 2,5; 5; 7,5; 10 uM serotonin derisimleri igin
Ol¢iimler alindi. Yapilan degerlendirmeler sonucu serotonin i¢in dogrusal tayin

aralig1 1-10 uM arasinda bulunmustur.

2.5.2. Au / 1,6-hekzanditiyol / AuNP / 3-MPA / DAO HRP /

Glutaraldehit modifiye biyonsensoriin tekrarlanabilirligi

Au/1,6-hekzanditiyol/AuNP/3-MPA/DAO-HRP/Glutaraldehit modifiye
elektrodu ile 0,2 V’ta amperometrik 6l¢iim yoluyla 5 uM serotonin igin 6 tane
Olgim alindi. Elde edilen verilerden faydalanarak ortalama deger (% ), standart

sapma ( S.S.), varyasyon katsayisi ( % V.K.) hesaplandi.

2.5.3. Au / 1,6-hekzanditiyol / AuNP / 3-MPA / DAO-HRP /

Glutaraldehit modifiye biyosensoriin substrat spesifikligi

Serotonin tayinine yonelik olarak gelistirilen biyosensoriin substrat
spesifikliginin belirlenmesi amact ile 5 pM epinefrin, norepinefrin, dopamin,
dopa, tirik asit, glukoz, askorbik asit reaktifleri kullanildi. Serotonin cevabi % 100
kabul edilerek diger reaktifler icin bulunan biyosensor cevaplari ile kiyaslandi ve

% biyosensor cevabi substrat ¢esiti olarak grafige geg¢irildi.
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2.5.4. Au / 1,6-hekzanditiyol / AuNP / 3-MPA |/ DAO-HRP /

Glutaraldehit modifiye biyosensore girisimcilerin etkisi

Serotonin biyosendriine iliskin girisimcilerin etkisi denemesinde 5 uM
epinefrin, norepinefrin, dopamin, dopa, iirik asit, glukoz, askorbik asit reaktifleri 5
uM serotonin ile birlikte kullanilmistir. Tek basina serotonin cevab1 % 100 kabul
edilerek diger reaktiflerin serotonin ile birarada iken verdikleri cevaplar serotonin

cevabi ile kiyaslandi ve % biyosensor cevabi - girisimci grafigi ¢izildi.

2.5.5. Au / 1,6-hekzanditiyol / AuNP / 3-MPA / DAO-HRP /

Glutaraldehit modifiye biyosensor ile 6rneklerde serotonin analizi

Serotonin tayinine yoOnelik tasarlanan biyosensorle sentetik serum
orneklerinde serotonin tayini yapilmistir. 100 pM serotonin igerecek sekilde

sentetik serum ornekleri (pH 7,4; % 0,09 NaCl) olarak hazirlandi.

2.5.6. Au / 1,6-hekzanditiyol / AuNP / 3-MPA / DAO-HRP /

Glutaraldehit modifiye biyosensoriin depo kararhhgi

Bu amag dahilinde Au/1,6-hekzanditiyol/AuNP/3-MPA/DAO-
HRP/Glutaraldehit modifiye biyosensor ile hazirlandigi giinden itibaren 21 giin
boyunca 2 giinde bir 5 uM serotnin derisimleri i¢in Olgiimler alindi. Bu siire
zarfinda 6l¢iim alinmadigi zamanlar biyosensor +4 °C’ de tutuldu. Denemeler 30

°C’de ve potasyum fosfat tamponunda (pH:7,0; 50mM) gergeklestirildi.
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3. SONUCLAR ve TARTISMA

3.1. Au/ 1,6-hekzanditiyol / AUNP / 3-MPA / DAO-HRP / Glutaraldehit
modifiye biyosensoriin optimizasyon ve karakterizasyonuna iliskin

bulgular

Oncelikle hazirlanan biyosensérle 1 mM potasyum ferrisiyaniir iceren 50
mM fosfat tamponunda -1,0 & 1,0 V potansiyel araliginda immobilizasyon
adimlarina dair CVler alinarak farklanmalar yorumlanmistir. Sekil 3.1.” de
immobilizasyon Oncesi altin elektrotla aliman CV’ nin akim degerlerinin altin
elektrot 1,6-hekzanditiyol ile muamele edildikten sonra diistiigli ve anodik —
katodik pik potansiyelinin uzakliginin arttig1 gézlenmistir. S6z konusu farklanma
altin elektrot yiizeyinde olusan tek tabakalarin iletkenligi azaltmasindan
kaynaklanmaktadir. Au/1,6-hekzanditiyol elektroduna AuNP eklendikten sonra
ise akim Au/1,6-hekzanditiyol elektoroduna gore gozle goriiliir bir sekilde artmus,
anodik — katodik pik potansiyeli uzakligi azalmig ve pikler daha keskin bir
gorliniim almistir. Daha sonra 3-MPA ile muamele edilmesi ile olusan tek tabaka
ile iletkenligin azaldigindan dolayr akim degerinde tekrardan bir diisiis elde
edilmistir. Elektrot enzimler ile immobilize edilerek CV O6l¢timii alinarak daha

sonra modifiye elektrot ile 5 uM serotonin 6l¢iimii alinmustir.
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Sekil 3.1. immobilizasyon 6ncesi ve sonrasi alinan voltammogramlar. 1 mM ferrisiyaniir
iceren 50 mM ve pH:7 fosfat tamponunda alinan dongiisel voltammogramlar (Mavi: Au elektrod
baseline; Kirmizi: Au/l,6-hekzanditiyol; Yesil: Au/1,6-hekzanditiyol/AuNP; Mor: Au/l,6-
hekzanditiyol/AuNP/3-MPA; Siyah: Au/1,6-hekzanditiyol/AuNP/3-MPA/DAO-HRP/Glu; Sari:
Au/1,6-hekzanditiyol/AuNP/3-MPA/DAO-HRP/Glu modifiye elektroda 5 uM serotonin eklemeli)
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Au/1,6hekzanditiyol/AuNP/3-MPA/DAO-HRP/Glu modifiye elektrodu ile
CV karakterizasyonu sonrasi 0,1-0,2-0,3-0,4-0,5 ve 0,6 V’ larinda 5 pM serotonin
konsantrasyonunda sirali katim yoluyla elde edilen amperometrik Olgiimler
almmastir. En iyi biyosensor cevabi 0,2 V potansiyelinde elde edilmistir. Diger
potansiyellerde diizgiin standart grafigi elde edilememistir. Bunun sonucunda 0,2
V potansiyelinde amperometrik dl¢iimler alinmig ve Sekil 3.2°de bu potansiyelde

elde edilen biyosensor cevabi gosterilmistir.

0,279

A

0,123

0,000 5 1 660,000

Sekil 3.2. 5uM serotonin ile 0,2 V potansiyelinde alman biyosensor cevabi. (Olgiimler 50 mM pH
7,0 fosfat tamponunda, 30° C sicaklikta ve 1 mM hidrokinon varliginda gergeklestirilmistir.)

3.1.1. Tek tabaka olusum siiresinin biyosensor cevabi iizerine

etkisine yonelik bulgular

1,6-hekzanditiyol (10 mM)’ da bekleme siiresinin biyosensor cevabina
etkisi belirlendi. 5, 10, 20 ve 30 saatlik bekleme siireleri sonunda serotonin igin
standart grafikler ¢izilerek en uygun bekletme siiresi belirlendi. Denemeler
sonucunda serotonine verilen cevaplara iliskin grafikler ve amperometrik

Olctimler Sekil 3.3 ve 3.4’ te verilmistir.
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y =0,0003x + 0,003 > saat 1,6-hekzanditiyol
R2=0,9505 bekletme
y =0,001x + 0,0116 M10 saat 1,6-hekzanditiyol
1 R2=10,9258 bekletme
] y =0,0012x - 0,0001 A 20 saat 1,6-hekzanditiyol
R?=0,9965 bekletme
y = 0,0004x + 0,0053 <30 saat 1,6-hekzanditiyol
R?2=0,9854 bekletme
0 5 10 15

Serotonin Konsantrasyonu (nM)

Sekil 3.3. 1,6-hekzanditiyol bekletme siiresinin biyosensoér cevabina etkisine ait kalibrasyon

grafigi. (Olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda, 30° C sicakhikta ve 1 mM hidrokinon

varliginda gerceklestirilmistir.)
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Sekil 3.4. 1,6-h

ekzanditiyol 20 saat bekletme siiresinin biyosensor cevabi lizerine olan etkisi. a)

1uM; b) 2,5 uM; ¢) 5 uM; d) 7,5 uM; e) 10 pM serotonin konsantrasyonu. (Ol¢iimler 50 mM pH

7,0 fosfat tamponunda, 30° C sicaklikta ve 1 mM hidrokinon varliginda gergeklestirilmistir.)
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Tek tabaka olusum siiresinin artmasi, 1,6-hekzanditiyol ¢ozeltisinin
elektrod yiizeyine baglanmasini artirdigr gozlenmistir. Sekil 3.3’ te gorildigi
iizere her dort olusum stiresine bakildiginda yiiksek akim farklanmasi ve en iyi

dogrusallik 20 saat bekletme stiresi olarak belirlenmistir.

3.1.2. Enzin miktarlarimin biyosensor cevabi iizerine etkisi

Biyosensor hazirlanmasinda kullanilan diamin oksidaz ve peroksidaz enzim
oraninin biyosensor cevabi lizerine olan etkisi belirlendi. Sekil 3.5 ve 3.6 ’da

serotonine verilen cevaplara iliskin grafikler ve 6lgtimler verilmistir.

0,018 -
0,016 - #0.11 Unit/ml DAO - 113 Unit/ml HRP
0,014 - y = 0,0016x - 0,0004
0,012 - R?=0,9901

i 0,01 -

=0,008 - M0.22 Unit/ml DAO - 113 Unit/ml HRP

| y = 0,0002x + 0,0033
0,006 R2=0,9643
0,004 -
0,002 - 0.11 Unit/ml DAO - 226 Unit/ml HRP
0 T T 1 y= 0,0001)( + 0,0025
0 5 10 15 R? = 0,8546
Serotonin Konsantrasyonu ( pM)

Sekil 3.5. Enzim miktarlarinin biyosensor cevabina etkisi.

(Olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda, 30° C sicaklikta ve 1 mM hidrokinon varliginda
gerceklestirilmigtir.)
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Sekil 3.6. 0,11 Unit/ml DAO - 113 Unit/ml HRP enzim miktarlarinin biyosensor cevabina etkisi.
a) 1uM; b) 2,5 uM; ¢) 5 uM; d) 7,5 uM; e) 10 uM serotonin konsantrasyonu. (Olgiimler 50 mM
pH 7,0 fosfat tamponunda, 30° C sicaklikta ve 1 mM hidrokinon varliginda ger¢eklestirilmistir.)

Grafikte goriildiigi lizere en ideal biyosensor cevaplar: enzim miktar 0,11
Unit/ml DAO-113 Unit/ml HRP kullanildiginda alindig1 ve bu aktivitelerde akim
farkinin ve dogrusalligin en yiiksek oldugu gézlenmistir. DAO enzim aktivitesinin
artmasmin enzim-substrat etkilesimi i¢in diflizyon bariyeri olusturdugu
gozlenmistir. En yliksek biyosensor cevaplarinin alindigi 0,11 Unit/ml DAO
aktivitesi sabit tutulup HRP aktivitesi 2 katina ¢ikarildiginda da bu diflizyon
bariyerinin biyosensor cevaplarii etkiledigi  goriilmiistiir. Sonug¢ olarak
biyosensor hazirlanmasinda akim farklanmasiin ve dogrusalligin en iyi oldugu

0,11 Unit/ml DAO- 113 Unit/ml HRP seg¢ilmistir.

3.1.3. Glutaraldehit konsantrasyonunun biyosensér cevabi iizerine
etkisi

Bu calismada capraz baglamada  kullanilan glutaraldehit
konsantrasyonunun biyosensor cevabi lizerine olan etkisi belirlendi. Sekil 3.7 ve
3.8 7 de serotonine verilen cevaplara iligkin grafikleri ve amperometrik Slgiim

verilmistir.
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y =0,0005x + 0,0037
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= 0,006 -
0,004 - y = 0,0004x + 0,0073
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0,002 - E - % 5 Glutaraldehit
0 y =-0,00003x + 0,00259
T T 1 2
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Sekil 3.7. Glutaraldehit miktarlariin biyosensér cevabina etkisi. (Olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat
tamponunda, 30° C sicaklikta ve 1 mM hidrokinon varhiginda gergeklestirilmistir.)

0,141,

A

0,118

0,000 — s 60,000

Sekil 3.8. % 2,5 Glutaraldehit miktarlarinin biyosensor cevabia etkisi. a) 1uM; b) 2,5 uM; c) 5
uM; d) 7,5 uM; e) 10 uM serotonin konsantrasyonu. (Olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat

tamponunda, 30° C sicaklikta ve 1 mM hidrokinon varliginda gerceklestirilmistir.)
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Sekildeki 3.7.” deki grafikte de goriildigi tizere % 1,25 lik ve %5’ lik
glutaraldehit ¢ozeltisi ile hazirlanan biyosensorler diisiik akim farklanmalariyla
cevap vermislerdir. % 1.25° lik glutaraldehit ¢ozeltisiyle hazirlanan biyosensorde
capraz baglanmanin gii¢lii olmamas1 ve elektrod ylizeyinden enzim kagmasi ile
olusan erken bozulma nedeniyle yeterince iyi cevap alimamamis olup %5’lik
glutaraldehit c¢ozeltisiyle hazirlanan biyosensorde ¢ok siki c¢apraz baglanma
sonucu substratin enzimine ulagsmasi gii¢ olacagindan enzimin substratina verdigi
cevap cok diisiik c¢ikmis ve dogrusalliktan yiiksek miktarda sapma oldugu
goriilmiistir. Bu veriler 1s18inda  glutaraldehit igin % 2,5 glutaraldehit
konsantrasyonu hem akim hemde dogrusalligin daha yiiksek olmasindan dolay1

secilmistir.

3.2. Calisma Kosullarinin Optimizasyonuna Yonelik Bulgular

3.2.1. pH optimizasyonu

Enzimler protein yapisindaki molekiiller olduklari i¢in katalitik aktiviteleri
¢evre kosullarindan 6nemli oranda etkilenmektedir. Bunlardan birisi de ortamin
pH degeridir. Bu nedenle immobilizasyonun neden oldugu pH-aktivite
davraniglarindaki degisimler hakkinda elde edilen bilgiler, enzim proteinin yapi-
fonksiyon iliskisini anlamak ve biyosensoriin optimum ¢alisma kosullarini
belirlemek acisindan faydali olacaktir. Serotonin biyosensoriiniin optimum pH’ i1
belirlemek amaciyla yapilan denemelerde elde edilen pH ve % biyosensor cevabi
arasinda verilen optimum pH grafigi Sekil 3.9’ da verilmistir. Goriildigi gibi
biyosensor i¢in optimum pH 7,0 olarak bulunmustur. Bu pH degerinin altinda ve

iistiinde biyosensor cevaplarinda keskin diistisler gézlemlenmistir.
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Sekil 3.9. Biyosensdr cevabma pH’nin etkisi. Olgiimler 0,2 V potansiyelinde amperometrik
yontem kullanilarak 30 °C’de gerceklestirildi. @ pH: 4,5-5,0-5,5 Sitrat Tamponu, [ pH:6,0-6,5-
7,0-7,5-8,0 Fosfat Tamponu, 4 pH:8,5-9,0 Glisin Tamponu.

3.2.2. Sicaklik optimizasyonu

Serotonin biyosensdrlerinin optimum  sicakliginin belirlenmesine yonelik
caligmalarda 15-35 ° C’ de disiik sicakliktan yiiksek sicakliga dogru Au/l,6-
hekzanditiyol/AuNP/3-MPA/DAO/HRP/Glutaraldehit biyosensorii ile olgiimler
yapilarak akim farki degerleri izlenmistir. Sekil 10° da goriildiigii iizere yapilan
denemeler sonucunda sicaklik ve % biyosensor cevabi arasinda olusturulan
grafikten optimum sicaklik 30 ° C olarak bulunmustur. Sicaklik degeri 35 ° C’ nin
tizerine ¢ikarilldiginda mediyatdr olarak kullanilan hidrokinonun bozulmasindan
dolayr ortamda hem renk degistirdigi hem de yiiksek akim degerlerine neden

oldugu gozlenmistir.
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Sekil 3.10. Biyosensdr cevabina sicakligin etkisi. Olgiimler 0,2 V potansiyelinde amperometrik

yontem kullanilarak pH 7, 50 mM fosfat tamponunda gergeklestirildi.

3.3. Au/1,6-hekzanditiyol/AuNP/3-MPA/DAO-HRP/Glutaraldehit

modifiye biyosensoriin karakterizasyonuna iliskin bulgular

3.3.1. Serotonin i¢in dogrusal tayin arahiginin belirlenmesi

Gelistirilen  Au/1,6-hekzanditiyol/ AuNP/3-MPA/DAO/HRP/Glutaraldehit
modifiye biyosensoriin hazirlama ve ¢alisma kosullarinin  optimizasyonu
sonrasinda, karekterizasyonu amaciyla serotonin i¢in 6l¢lim araligi belirlenmistir.
Sekil 3.11° de 1-10 uM arasi serotonin konsantrasyonuna karsilik gelen tek katim
yoluyla elde edilen amperometrik 6lgiimler, Sekil 3.12 de ise bu dlglimlere ait

kalibrasyon grafigi verilmistir.
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Sekil 3.11. Tayin araligimin belirlenmesi 0,2 V’ ta a) 1 uM; b) 2,5 uM; ¢) 5 uM; d) 7,5 uM;
e) 10 uM serotonin ilavesi ile elde edilen amperometrik dlgiimler. (Olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat

tamponunda, 30 °C sicaklikta ve 1 mM hidrokinon varliginda gergeklestirilmistir.)
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Sekil 3.12. Tayin aralig1 i¢in elde edilen amperometrik ol¢iimlere iliskin standart grafigi
(Olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda, 30 °C sicaklikta ve 1 mM hidrokinon varliginda
gerceklestirilmigtir.)

Grafiklerden anlasilacag: lizere amperometrik Sl¢lim sonucu biyosensoriin

serotonin i¢in tayin araligi 1-10 uM olarak bulunmustur.
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3.3.2. Au / 1,6-hekzanditiyol / AuNP / 3-MPA |/ DAO-HRP /
Glutaraldehit modifiye biyosensoriin tekrarlanabilirligine iliskin

bulgular

Bu c¢alismada gelistirilen modifiye biyosensoriin tekrarlanabilirligi
incelenmistir. Cozelti icerisinde 5 uM serotonin olacak sekilde 6 kez tekrar edilen
Olctimler ve cizilen standart grafik yardimiyla ornek derisimleri saptanmis ve
cizelge 3.1 ‘de verilmistir. Olgiimlere iliskin ortalama deger (), standart sapma(+
S.S) ve % varyasyon katsayisi (% V.K) belirlenmistir. Elde edilen veriler kabul

edilebilir sinirdadir.

Cizelge 3.1. Au/l,6-hekzanditiyol/AuNP/3-MPA/DAO-HRP/Glutaraldehit modifiye biyosensore
iliskin tekrarlanabilirlik bulgulari.

Ortalama Deger (%) Standart Sapma (+ S.S) | Varyasyon Katsayisi (%)

4,97 uM +0,241 pM 4,84

3.3.3. Au / 1,6-hekzanditiyol / AuNP / 3-MPA |/ DAO-HRP /
Glutaraldehit modifiye biyosensoriin substrat spesifikligine iliskin

bulgular

Metabolizmada serotoninin biiyiik miktari monoamin oksidaz enzimince
metabolize olur. Mitokondride yer alan bu enzim, birgok monoaminin oksidatif

deaminasyonu sonucu aldehid, amonyak ve H,0, doniisiimiinii katalizler.

Modifiye biyosensoriin substrat spesifikliginin belirlenmesi amaciyla
dopamin, dopa, epinefrin, norepinefrin ve fenolik olmayan glukoz ile elektroaktif
anyonik bilesikler olan askorbik asit ve iirik asit kullanilarak 6l¢timler yapilmistir.

Mgili bilesiklere yonelik biyosensdr cevabi Sekil 3.13°te verilmistir.
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Sekil 3.13. Serotonin biyosensorii i¢in substrat spesifikligine iliskin grafik. Olciimler 0,2 V
¢ ta amperometrik 6l¢iim yoluyla 5 uM substrat derigimi igin 50 mM fosfat tamponu pH: 7,0 ve 30
° C sicaklikta ve 1 mM hidrokinon varliginda gergeklestirildi).

Sekil 3.13° te gore; tasarlanan biyosensor dopamin, dopa, epinefrin ve
norepinefrinin hepsine birden farkli oranlarda cevap vermekle beraber 5 uM
derisim i¢in en yliksek cevabi serotonine vermistir. Evrensel girisimciler olan

askorbik asit, iirik asitede cevaplar alinmigtir.

3.3.4. Au / 1,6-hekzanditiyol / AuNP / 3-MPA / DAO HRP /
Glutaraldehit modifiye biyosensoriin cevabi iizerine girisimcilerin

etkisine yonelik bulgular

Tasarlanan biyosensor ile serotonin varliginda bazi katekolaminlerin,
glukozun, askorbik asitin ve iirik asitin biyosensor cevabi lizerine etkisi belirlendi.
Cizelge 3.2’ de bu maddelerin serotonin tayinine yonelik olarak elde edilen

girisim etkileri verilmistir.
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Cizelge 3.2 Farkli maddelerin varliginin serotonin cevabina etkisi.

Substrat % Biyosensor Cevabi
Serotonin 100

Serotonin + Dopa 148.8

Serotonin +Epinefrin 142

Serotonin + Norepinefrin 111.7

Serotonin + Dopamin 102

Serotonin + Askorbik asit 185.1

Serotonin + Urik asit 169

Serotonin + Glukoz 130.2

Cizelge 3.2° de serotonin cevabina ¢esitli substratlarin etkisi incelenmistir.
Ayn1 konsantrasyondaki dopa, epinefrin, norepinefrin ve dopamin varligimin
biyosensor cevabinin arttirdigi gozlenmistir. Bununla birlikte bu molekiiller
serotonin varliginda biyosensor cevabi lizerine tek baslarina iken verdiklerinden
¢ok daha az etki gostermislerdir. S6z konusu bilesikler diamin oksidaz enziminin
substratidir ve diamin oksidazin bu bilesikleri yiikseltgemesi sonucu agiga ¢ikan
elektronlar akim artisina neden olarak cevabi arttirmistir. Urik asit, glukoz ve
askorbik asit varligmin biyosensdr cevabini yiizdesel oranda arttirdigi
gozlenmistir. Askorbik asit ve tirik asit yiikseltgenmeye c¢ok elverigli bir
girisimcidir. Bu anlamda agiga cikan elektronlarin sinyale neden olmasi beklenen

bir durumdur.
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3.3.5. Au / 1,6-hekzanditiyol / AuNP / 3-MPA / DAO- HRP /
Glutaraldehit modifiye biyosensor ile orneklerde serotonin analizine

yonelik bulgular

Calismanin  bu bolimiinde hazirlanan  Au/l,6-hekzanditiyol/AuNP/3-
MPA/DAO-HRP/Glutaraldehit modifiye biyosensor ile sentetik serum

orneklerinde serotonin analizi yapilarak uygulanabilirligi arastirildi.

Sentetik serum orneklerinde 100 uM serotonin olacak sekilde standart
katma yontemi kullanilarak 6rnek analizi yapildi. 100 pM serotonin igcerecek
sekilde sentetik serum &rnekleri (pH 7,4; % 0,09 NaCl) hazirlandi. Olgiimler 0,2
V’ta amperometrik yontem kullanilarak 50 mM; pH 7,0 fosfat tamponu; 30° C’de
gergeklestirildi. Olgiim hiicresine sentetik serum eklendiginde ortamda 5 uM
serotonin igerecek sekilde eklemeler yapildi. Alinan olgiim cevaplar1 standart

grafigi cevaplar ile kiyaslanmistir ve Cizelge 3.3’ de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Au/1,6-hekzanditiyol/AuNP/3-MPA/DAO-HRP/Glutaraldehit modifiye
biyosensorle rnek analizi. (Olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat tamponunda, 30 °C sicaklikta ve 1 mM

hidrokinon varliginda gergeklestirilmistir.)

Ornek- Serum Biyosensor ile % Fark Gerikazanim (%)
Serotonin (uM) bulunan deger
(n=3) Serotonin (uM)
5uM 4,86 = 0,0058 uM | % 2,8 % 97,2

Sentetik serum Orneklerinde yapilan ¢alismalar 3’ er kez calisilip ortalama deger

elde edildi.
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3.3.6. Au / 1,6-hekzanditiyol / AuNP / 3-MPA |/ DAO-HRP /
Glutaraldehit modifiye biyosensoriin depo Kkararhlhigina yonelik

bulgular

Denemelerde elde edilen bulgular Sekil 3.14.° te verilmistir.
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Sekil 3.14. Serotonin biyosensorii icin depo kararhiligi. (Olgiimler 50 mM pH 7,0 fosfat

tamponunda, 30 °C sicaklikta ve 1 mM hidrokinon varliginda gerceklestirilmistir.)

Grafik 21 giin boyunca iki giinde bir olacak sekilde 5 uM serotonin
standardi i¢in alinan Ol¢iimler yoluyla elde edilmistir. Biyosensor kullanilmadig:
zaman + 4 °C’ de buzdolabinda bekletilmistir. Sekil 3.14’ten anlasildigr gibi ilk
yedi giinde biyosensor cevabinda % 20°’lik, ikinci haftada % 31,6 ’lik, 21 giiniin

sonunda ise % 37’ lik bir kaybin oldugu gézlenmistir.



50

4. GENEL DEGERLENDIRME

Serotonin, esansiyel aminoasit olan triptofandan sentezlenir. Diyet yoluyla
alman triptofanin yaklasik %2 ° si serotonine (10 mg) geriye kalan kismi
kinurenin ve 3-hidroksi antranilik aside doniisiir. Serotonin, oksidatif
deaminasyon ( monoamin oksidaz) , siilfirik ve glukuronik asitle konjugasyon, N-
asetilasyon, 5-o-metilasyon reaksiyonlari sonucunda metabolize olur. Bu
reaksiyonlar1 katalizleyen enzimler organlara gore farklanir. Serotonin biliyiik
miktart Monoamin oksidaz enzimince metabolize olur. Mitokondride yer alan bu
enzim, bir ok monoaminin oksidatif deaminasyonu sounucu aldehid, amonyak ve

H,0; doniisiimiinii katalizler.

Serotonin ve biyolojik amin tayinlerine yonelik olarak enzim
immobilizasyonuyla gerceklestirilen bircok biyosensor sistemi bulunmaktadir. Bu
biyosensorler, CNT, karbon pasta gibi ¢esitli kompozit elektrot sistemlerinden
olusturulan  biyosensor sistemleridir. Bununla birlikte kullanacagimiz
immobilizasyon tekniginin (altin-nanopartikiil- bilayer tiyol modifiyeli ¢ift enzim
sistemi) daha once kullanilmadigindan; yapacagimiz uygulamalar biyosensor
alanindaki immobilizasyon tekniklerine yeni bir bakis agis1 getirecektir (Telsnig et
al., 2012).

Nano partikiiller sadece yapisal 6zellikleri ile degil fonksiyonel 6zellikleri
ile de istliin malzemelerdir. Cesitli yontemler kullanilarak yigin 6zelliklerinin
yaninda fonksiyonel 6zelliklerinin degistirilmesi saglanabilir. Nano partikiillerin
elektronik), optik ve katalitik ozellikleri, onlarin seviyesindeki boyutlarindan
kaynaklanmaktadir. Nano boyutlu partikiiller, yiiksek yiizey alanlari, farkli optik
ve elektronik 6zelliklere sahip olduklarindan dolayr modern teknolojik sistemlerde
kullanilabilirliklerinin arastiritlmasi 6énem kazanmistir. Nano partikiiller yiiksek

biyoaktivite saglar (Feng at al.,2009).

Calismada altin elektrot yiizeyine kendiliginden olusan tek tabakalar
Olusturmak igin Oncelikle fonksiyonel tiyol grubu igeren 1,6- Hegzanditiyol
bilesigi kullanilarak bu bilesigin fonksiyonel u¢ grubu (-SH) dogrudan altin
elektrot ylizeyine baglanarak yiizey modifikasyonu gerceklestirilmistir. 1,6-
Hegzanditiyol, altin-kiikiirt etkilesimlerinden dolay1 altin elektrot yiizeyinde
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caligtlan molekiillerden biridir. Bu tlir bir yiizey modifikasyonu altin
nanopartikiiliin altin yiizeye baglanabilmesini saglar. Ditiyoliin elektrot yilizeyine
baglanmasi1 sonrasi diger reaktif (-SH) ucuna altin nanopartikiil baglanmasi
sonras1 altin nanopartikiile 3- merkaptopropiyonik asit ile etkilesime sokularak
alin nano partikiil iceren bilayer tabaka elde edilmistir. Modifiye elektrot
yiizeyine diamin oksidaz ve peroksidaz ilavesi sonrasi glutaraldehit ile kovalent
immobilizasyon  gergeklestirilmistir.  Bunu  sonucunda; genel anlamda
biyomateryal olarak diamin oksidaz ve peroksidaz enzimlerinin altin nanopartikiil
bilayer tiyol modifiye elektrot yiizeyine immobilize edilmesi ile serotonin tayinine

yonelik yeni bir biyosensor gelistirilmesi saglanmistir.

Calismanin temel yontemi, gelistirelen biyosensor sistemi ile serotonin
tayinine yonelik olmak iizere ¢iftli enzimlerin katalizledigi reaksiyon neticesinde
mediyator (hidrokinon) vasitast ile 0,2 V’ta amperometrik yontem ile

degerlendirilmistir.

Biyosensor yiizeyi ve calisma kosullarinin optimizasyonu saglandiktan
sonra tekrarlanabilirlik, substrat spesifikligi ve girisim etkisi ve depo kararlilig

denemesi yapilmis, biyosensor ile 6rnek analizi gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.1’ de serotonin biyosensorleri ve tasarladigimiz biyosensorle

karsilastirilmasi verilmistir.
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Cizelge 4.1. Serotonin tayininde kullanilan biyosensorlerin karsilastirilmasi

Sensor Olgiim metodu Tayin Tayin | Cevap
aralig limiti | stiresi
MWNT/IE cVv 1,0-1,50M | 0.2 <5
M dak.
DPV
Acetylcholine/GCE Ccv 1,0-30 uM 0,5 <5
[IM dak.
DPV
Edge plane pyrolytic Ccv 0,1-20 uM | 0,06 <5
dak.
DPV uM
5-HTP/GCEa cVv 5-35 uM 1,7 <5
uM dak.
DPV
MWCNTs-CHT/GCEb cVv 0,5-130 0,08 <5
M uM dak.
DPV

Amperometrik

Karbon nanofibers 0,1-100 0,25 <3
M 1M dak.
DPV
G-g-PLA-Pd/GCE Amperometrik 0,1-100 0,08 <10s
[IM
[IM

Au/1,6-hekzanditiyol/AuNP/3- | Amperometrik 1-10 uM 0,723 <3s
MPA/DAO-HRP/Glutaraldehit uM

(Bu caligmada)

[Han ve ark., 2013]

Tablo 4.1’den de anlasilacagi iizere tasarladigimiz biyosensor yiiksek
secimlilige, diislik tayin limitine ve hizli cevap siiresine sahiptir ve bu 6zelligi ile

diger serotonin biyosensorlerinden ayrilmaktadir. Ayrica bu c¢alismada
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biyosensoriin tekrarlanabilirligi yiiksek ve epinefrin, norepinefrin gibi diger

katekolaminlerin tayinine de olanak saglayabilecegi ortaya konmustur.

Sonug olarak bu yliksek lisans tezi kapsaminda serotonin tayinine yonelik
enzim sistemine dayali bir biyosensor tasarlanmasi literatiirde 6nemli bir yenilik

kazandiracak niteliktedir.
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