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OZET

Kanda Demir Tayinine Yonelik Yeni Bir Biyosensor Tasarim

Demir bir ¢ok proteinin ve enzimin yapisinda bulunur, dokulara oksijen
tasinmasinda gorev almakla birlikte, hiicrelerin gelismesinde ve farkhilasmasinda
kilit rol oynar, gerekli onlem alinip tedavi edilmez ise ciddi sorunlara yol acabilir.
Demir eksikligi WHO verilerine gore diinya niifusunun %30’unu etkilemektedir.
Demir fazlah@1 demir eksikligi gibi tehlikeli bir tablodur. Bu nedenle kan/serum
demir seviyesinin olciimii tibbi acidan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Viicuttaki demir diizeyi ile ilgili ortaya cikan hastaliklar: teshis etmek icin,
gerekli anahtar parametrelerin izlenmesinde siirekli, hizh ve duyarh sistemler
tibbi acidan biiyilk 6nem tasimaktadir. Biyolojik bir tamima elemani ve uygun bir
doniistiiriiciiniin birlesmesinden meydana gelen biyosensorler; demir diizeyini
saptamak i¢in ihtiya¢ duyulan sistemleri karsilayan araclar arasindadir.

Bu calismada serum demir diizeyinin ol¢ciimii icin, biyoaktif tabakaya
immobilize edilmis Yaban Turpu Peroksidaz (HRP) enziminden yararlanilarak
voltametrik bir biyosensor gelistirilmesi amaclanmistir. Biyoaktif tabaka, altin
elektrot iizerine HRP enzimi, Sigir Serum Albumini (BSA), jelatin ve
glutaraldehit’in UV 151k yardimiyla immobilize edilmesiyle hazirlanmistir.

Serum icerisindeki ferrik demirin (Fe'") transferrinden ayrilmasini
saglamak icin, pH’s1 5,0 olan asetat tamponu tercih edildi. Daha sonra ferrik
demiri (Fe3+), ferroz demir (Fe2+) haline indirgemek icin hidroksilamin
hidrokloriir kullamldi. indirgenme sonucu olusan ferréz demir (Fe2+) HRP
enziminin katalizledigi tepkime ile ol¢iildii.

Biyoaktif tabakanin optimizasyonunda sigir BSA 30 mg, glutaraldehit %3
ve jelatin miktar1 67,5 mg olarak bulundu. Optimum c¢ahsma kosullarinin
belirlenmesinde, pH 5,0 ve 200 mM asetat tamponu derisiminde H,O, miktar1 50
mg/dL olarak saptanirken, tarama hiz1 0,06 V/s ve sicakhk 40 C olarak belirlendi.

Karekterizasyon calismalarinda 25-200 pg/dL arahginda ferrik (Fe*)
demir icin dogrusal sonuclarin alindig1 belirlendi. Tekrarlanabilirlik icin 200
pg/dL ferrik (Fe3+) demir derisimi kullamlarak yapilan c¢ahsmalarda (n=10)
standart sapma (S.S) = 14,35 ve % varyasyon katsayis1 (V.K) = 7,296 olarak
bulundu. Daha sonra hazirlanan enzim elektrotla biyolojik sivida (kan/serum)
demir tayini yapildi ve karsilastirma calismasinda r: 0,865 ve P<0,05 pozitif
korelasyon gozlendi.

Bu sonuclar gelistirilen biyosensoriin serum demir analizlerinde giivenilir
bir yontem oldugunu ortaya koydu.

Anahtar Kelimeler: Ferrik demir, peroksidaz, hidroksilamin hidrokloriir, serum.
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ABSTRACT

Design of a New Biosensor for the Determination of Iron in Blood

Iron is found in the structure of many proteins and enzymes. Iron is
involved in the transport of oxygen to the tissues, however, it plays a key role in the
development and differentiation of cells. The amount of ron deficiency affects
30% of the world population according to WHO data. Iron excess is a dangerous
clinical disease as well as iron deficiency. Thus, the measurement of blood iron
level is of great importance in terms of medicine.

To diagnose diseases related to iron levels in the body, continuous, rapid
and sensitive systems are essential for the monitoring of key parameters.
Biosensors, which consist of a combination of a biological recognition element and
a suitable transducer, are among the tools that provide these systems.

This study aims to develop a voltammetric biosensor by using hydrogen
peroxidase (HRP) enzyme immobilized to the bioactive layer for the measurement
of serum iron amount. The bioactive layer was prepared by immobilizing HRP,
Bovine Serum albiimin (BSA), gelatin and glutaraldehyde on the gold electrode
with UV light.

To ensure the separation of Fe'* in the serum from the transferrin, acetate
buffer having a pH of 5.0 was preferred. Hydroxylamine hydrochloride was then
used to reduce the Fe'* to Fe?*. Fe?* which is produced as a result of the reduction
was measured by the reaction of hydrogen peroxidase enzyme.

In the optimization of the bioactive layer, the amount of BSA was 30 mg,
the percentage of glutaraldehyde was 3% and the amount of gelatin was 67.5 mg.
In determining the optimum working conditions, the concentration of H,O, at the
concentration of pH 5.0 and 200 mM acetate buffer was determined as 50 mg/dL,
while the scanning rate was determined as 0.06 V/s and the temperature was 40 °C.

In the characterization studies, it was determined that linear results were
obtained for ferric (Fe*") iron in the range of 25-200 pg/dL. In studies using ferric
(Fe3+) iron concentration of 200 pg/dL for reproducibility (n=10), standard
deviation (S.D) = £ 14.35 and % coefficient of variation (C.V) = 7.296
Determination of iron was carried out in biological fluid (in blood) by enzyme
electrode. Then, iron was determined in a biological fluid (blood) by enzyme
electrode and r: 0.865 and P<0.05 positive correlation were observed in the
comparison study.

These results showed that the developed biosensor was a reliable method in
serum iron analysis.

Key words: Ferric iron, peroxidase, hydroxylamine hydrochloride, serum.
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1. GIRIS

Demir organizmada esansiyel bir element olup temel metabolik siirecler i¢in
gereklidir'. Enerji metabolizmasinda gorev alan birgok protein ve enzimde kofaktor
olarak islev goriir’. Bu islevlerini elektron alip verme yetenegi ile gereklestirir. Ayrica
oksijen metabolizmasinda da 6nemlidir. Demir viicutta iki valans durumu olan ferréz
(Fe*") veya ferrik (Fe'") sekilde bulunur ve bu degisim viicutta emilim, tasinma,
depolanma fonksiyonlar: sirasinda karsimiza ¢ikar. Demirin yiikseltgenme indirgenme
potansiyeli saglikli bir metabolizma i¢in gerekliyken, demir fazlaligi durumlarinda artan
serbest demir hiicreler i¢in zararli olan serbest oksijen tiirevlerinin olusmasina neden
olur. Bu nedenle viicut demir dengesi; hiicresel ve sistemik diizenleme ile sik1 sekilde
denetlenmektedir. Bu mekanizmalarda ¢esitli nedenlerle olusacak dengesizlikler demir
metabolizmasinin bozukluklarina yol acar™’,

Kanda demir bulundugu disilincesi 1713’de Lemery ve Geoffroy tarafindan
ortaya koyulmustur’. Menghini ise 1746'da kandaki demirin eritrositlerde yerlestigini
belirleyen ilk kisidir. Menghini ve arkadaslari memelilerden, kuslardan, baliklardan ve
insanlardan kan orneklerini inceleyerek cesitli bilesenleri ayirdiktan sonra kurutup
yakarak kalan kisimlarda mikroskobun altinda manyetik ug¢lu basit bir bigak kullanarak
demir varligini tanimladilar®.

Fonte ve Thivolle 1925°de kan serumunda demir oldugunu gosterdiler, atlardaki
serum demir konsantrasyonunu belirlediler, demir eksikligi durumlarinda azaldigini ve
dolagim sisteminde tasindigini ileri siirdiiler. O zamana kadar, serumda gosterilen az
miktardaki demirin hemoglobinden kaynaklandigina ya da hafif hemolizden
kaynaklandigina inaniliyordu. Bu gelismelerden yaklasitk 20 yi1l sonra aym
aragtirmacilar transferrinin tastyici bir protein oldugunu tanimladilar ve diisiik pH’da
demirin transferrinden ayrildig1 gercegini ortaya koydular’.

Ilk olarak 1937'de Laufberger tarafindan kesfedilen primer demir depolama
proteini olan ferritin, at dalagindan izole edildi®. 1938'de McCance ve Widdowson
viicuttan demir kaybinin ¢ok az oldugunu *’Fe ve Fe kullamlarak yapilan demir
dengesi degerlendirmeleri ile teyit ettiler’.

1969-1971 yillar1 arasinda Evan Morgan ve arkadaslari, transferrinin hiicreler

tarafindan alinmasma iliskin ilk kamti sagladilar. Bu kesif yalnizca demir



metabolizmasi i¢in degil, bir biitiin olarak hiicre biyolojisi i¢in de bir “paradigma
kaymas1” n1 temsil etmektedir'’.

Diinyadaki arastirmalarin en 6nemli amact yasam kalitesini gelistirmektir. Biitiin
bu alanlarda kontrol i¢in gerekli anahtar parametrelerin izlenmesinde siirekli, hizli ve
duyarl sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Biyolojik bir tanima elemani1 ve uygun bir
doniistiiriiciiniin  birlesmesinden meydana gelen biyosensorler; ihtiya¢c duyulan bu
sistemleri karsilayan araclardir.

Son yirmi bes yilda enzimlerin biyolojik kapasitesi hakkinda bilginin artmasi
yeni iiriinlerin dogmasina neden olmustur. Biyosensorler, geleneksel analitik tekniklere
alternatif en giiclii iirlinlerdir. Bu teknoloji son yillarda 6zellikle biyomedikal alaninda
aygitlarin iiretilmesi nedeniyle oldukca gelisme kaydetmistir. Bu gelismis teknoloji
cevre, tarim ve gida gibi diger sektorlere de transfer edilmistir. Biyosensorler gida
endistrisinde gida kalitesini 6lgmek i¢in hizli ve ekonomik olmasinin yaninda, gida
giivenliginin kontroliinii de saglamaktadir''.

Biyosensorlerin  tarihsel gelisimine g6z atildiginda, oOncelikle enzim
sensorlerinin kullanildig1 dikkat ¢ekmektedir. Ayrica biyosensorlerin kullanim alanlar
incelendiginde; arastirma ve endiistriyel uygulamalarda degisik biyosensor tiirlerinde
enzim elektrotlarmmn bilyiik bir Gstinliginin  oldugu goze carpmaktadir'’.
Elektrokimyasal temele dayali olanlar, 6zellikle amperometrik biyosensorler en fazla
¢alisilan enzim biyosensorleridir'®. Bu gelisimin saglanmasinda en Gnemli faktor,
biyomolekiillerin incelenmesinde dogada binlerce enzimin saptanmasi, izolasyonu ve
kullanilmasidir'?.

Biyosensorler ilk kez L.C. Clark’in 1950’li yillarda Cincinnati Hastanesinde
(Ohio, ABD) ameliyat sirasinda hastanin kanindaki O2 miktarini bir elektrot yardimiyla
takibi sonucu basladi. Clark ve Lyons 1962 yilinda kanin glukoz diizeyini, oksijen
elektroduna Glukoz oksidaz enzimini immobilize ederek saptamay1 basardilar'®.

Biyosensor calismalarinda, glukoz oksidaz enzimi ile beraber yaban turpu
peroksidazi (HRP) en sik kullamilan enzimdir". Biyolojik ortamda substratlarin iiriinlere
doniistiirtilmesi protein yapisindaki giiclii katalizorler olan enzimlerle basarilir. Redoks
enzimleri olarak tanimlanan enzimler, elektron alinan ve verilen tepkimeleri katalize

ederler. Boylece substrat, antijen-antikor reaksiyonuna benzer sekilde enzimin katalitik



bolgesi tarafindan taninir. Bu tiir 6zgiin baglayici1 katalitik bolgeye sahip enzimler,
elektronlarin tespit edildigi enzimatik biyosensorlerde kullanilirlar'®.

Saglik sektoriinde, hastalik ve biyolojik madde/molekiil algilanmasi, izlenmesi
ve tanimlanmasinda giivenilir, hizli ve diisiik maliyetli sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Serumda demir tayini ise basta anemiler olmak iizere cesitli hastaliklarin teshisi,
taramasi ve takibinde kullanilmaktadir.

Demir tayini, kolorimetrik ve atomik absorbsiyon spektroskopisi (A.A.S.) gibi
yontemlerle yapilmasina ragmen, daha ucuz, hizli ve kolay tayin olanagi saglayan
serum ya da kanda demir tayini i¢in yeni biyosensdrlerin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir.

Bu calismada insan serumunda Fe’~nin nicel tespiti icin kisa siirede ve uygun
maliyette bir biyosensor tasarlamayi, karakterizasyon ve gilivenirlik testleri ile

kullanilabilirligini degerlendirmeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Demirin Fizyolojik Islevleri

Organizmada demir birgok 6nemli islevi yerine getirir. Oncelikle hemoglobinin
yapisina girerek akcigerden dokulara oksijen transferinde, bir¢ok onemli protein ve
enzimin yapisinda gorev alir.

Viicuttaki toplam demir eriskin bir erkekte yaklasik 3500 mg’dir (50 mg/kg).
Viicuttaki demirin ¢ogu, hemoglobin yapist igerisinde yer alir (%65-70; 2300 mg).
Yaklasik %10’u (350 mg) kas lifleri i¢cinde (miyoglobin) yer almaktadir. Ayrica %20-
30’luk kism1 diger dokularda; karacigerde (yaklasik 200 mg), retikiiloendotelyal sistem
makrofajlarinda (yaklasik 500 mg), kemik iliginde (yaklasik 150 mg) ve o&zellikle

enzimler ve sitokromlarda dagilmistir'’.

2.1.1. Hemoglobin

Hemoglobin (Hb) molekiilii, eritrositlerin iginde yer almakta ve oksijenin
tasinmasinda gorev yapmaktadir. Hemoglobin aracilifiyla oksijen akcigerlerden
dokulara iletilirken karbondioksit ve protonlar: ise dokulardan akcigere tasimaktadir'®,

Hemoglobin molekiili, eritrositte ¢oziinmiis proteinlerin %95’ini olustururken,
tim kan proteinlerinin yaklasik 2/3’iinli teskil etmektedir. Kanda hemoglobin
konsantrasyonu erkeklerde ortalama 15 g/dL, kadinlarda ise 13 g/dL'dir".
Hemoglobinin molekiiler agirligi 64,5 kDa’ dur®’.

Hemoglobin, her biri iginde gomiilii durumda hem grubu igeren ve globin olarak
tanimlanan dort alt protein birimden olusur. Yetiskin hemoglobininde (HbA), bu alt
birimler iki tane 6zdes alfa ve iki tane beta globin olarak tanimlanir'.

Hem grubu, globin peptitleri icerisinde yer alan hidrofobik bir cep bdlgesinde
yer alir. Demir atomu, her bir globin igerisinde bulunan hem c¢ekirdeginde kare-
diizlemsel-koordinasyon kompleksini (square planar coordination complex) olusturur®

(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Hemoglobin alt birimlerinin yapis1 ve demir baglanma bélgeleri®.

2.1.2. Miyoglobin

Miyoglobin, diisiik mol kiitlesine sahip (17,8 kDa) hemen hemen biitiin
memelilerde, baslica kas dokusunda bulunan oksijen baglayan bir proteindir.
Miyoglobin, kas hiicresi sitoplazmasinda oksijeni depolar, mitokondrilerde oksijen
ihtiyac1 oldugunda oksijen aktarimini saglar. Miyoglobin bir molekiil hem, bir atom
demir igeren 154 amino asitten olusan tek bir polipeptit zinciridir (Sekil 2.2).

Hem grubu hemoglobin molekiiliinde oldugu gibi Fe*" durumundaki tek bir
demir atomunun baglandigr halkali heterosiklik bir yapidir. Demir atomu, alti
koordinasyon bagina sahiptir. Azot atomlar1 (elektron verme 6zelligine sahiptir) hem
molekiilindeki demirin Fe’™ duruma doniismesini onlemeye yardim eder. Fe”
durumundaki demir, oksijeni geri doniisiimlii olarak baglar, Fe’" durumundaki demir

oksijeni baglayamaz**.



Hem grubu

Sekil 2.2. Miyoglobin molekiiliiniin yapisi>.

2.1.3. Transferrin

Plazmada ferrik demir taginmasindan sorumlu olan transferrin karacigerde
sentezlenir ve dolagima salgilanir. Yapisinda 679 aminoasit bulunduran, yaklasik 80
kDa molekiil agirhiginda bir glikoproteindir. Transferrin iki 6zdes lobdan olusur (Sekil
2.3). Normal bir plazmada, transferrinin toplam demir baglama kapasitesinin yaklasik

%30’u demir baglidir™**.

His585 (249)

\s Asp392 (63)
@® Fe*
\,ﬂ i

Tyr517 (188)

Tyrd26 (95)

Sekil 2.3. A. Serum transferrinin yapisit (apo formda N lobu ve holo formda C lobu) B. Transferrinin N

lobuna demir baglamasi®.



2.1.4. Ferritin

Ferritin, demiri depolama ve islev dis1 demiri toksik olmayan halde tutma gorevi
olan bir proteindir. Ferritin molekiiliiniin yapisi1 sekil 2.4’de goriilmektedir.
Viicuttaki tiim hiicrelerde ferritin bulunabilir. Ferritin dalak, karaciger ve kemik iliginde
yiiksek miktardadir. Yaklagik 4500 demir atomu iceren bir ferritin molekiilii, suda
¢Oziinebilir bir molekiil olup ferrik hidroksifosfat yapisinda bir ¢ekirdek ve onun etrafini
saran apoprotein kisimdan olusur. Apoferritin kabugun molekiil agirhig yaklagik 450
kDa’ dur ve her birinin molekiil agirligi yaklasik 18,5 kDa olan, 24 alt {initeden
olusmustur. Ferritin 6ncelikle apoferritin olarak Fe*"yi alir ve oksitler, Fe’™i
cekirdekte depolanmasi saglanir. Gerektiginde Fe*"iin Fe’"ye indirgenmesi ile demir

salimmini gergeklestirdigi i¢in demir depo proteini olarak 6zgiin niteliklere sahiptir®=’,

Ferritin icerisinde mineral Ferrihidrit minerali

olarak depolanan demir e l
. - . L
. : g ;

A B

Sekil 2.4. A. Demir depolama proteini olan ferritinin ii¢ boyutlu yapisi. Ferritin kiiresel bir sekle sahiptir
ve demir (kahverengi) kiirenin i¢inde bir mineral olarak depolanir. B. Ferrihidrit mineralinin

yapist (Demir (IIT) iyonlar1 kahverengi, oksijen (IT) iyonlar1 kirmuzi ile gosterilmistir)®’.

2.1.5. Sitokrom P450 Enzim Sistemleri

Sitokrom P450 (CYP450) enzimleri, 400-530 amino asitten olusan proteinlerdir
(Sekil 2.5). CYP450 monooksijenaz enzim sistemleri, matiire eritrosit ve iskelet kasi
hiicreleri diginda tiim memeli hiicre tiplerinde bulunan hem-protein ailesidir. Bu
enzimler, yapisal olarak farkli bilesiklerin oksidasyonunu katalize ederler. Endojen
sentezlenen bircok biyomolekiil, CYP450 enzimlerinin substrati durumundadir. Bu
bilesikler: prostaglandin ve l0kotrienler, yag asitleri, steroidlerdir; ayrica CYP450

enzimleri yiyecek, katki maddeleri ve ilaglar yaninda besinleri, enjeksiyonla, havadan



inhalasyonla ya da deriden absorbsiyonla viicuda giren endiistriyel maddelerin

hidroksilasyonunu katalizler®®.

HC. 7 il ey CH
i e
NG,

KC,_ Fa C
c—N N-C

fc\ é é- /c-CHJ

Hem grubu Sitokrom P450 enzimi

Sekil 2.5. Sitokrom P450 enziminin yapisi™®.

2.1.6. Miyeloperoksidaz

Insan miyeloperoksidazi (MPO) iki agir ve iki hafif peptit yapidan olusan 140
kDa molekiiler agirlikta bir hemoproteindir. Her MPO molekiilii katalitik reaksiyonda
temel rol oynayan iki prostetik porfirin grubu igerir. Miyeloperoksidaz nétrofillerin
primer graniillerinde depo edilir (Sekil 2.6). Notrofillerin bakterisit etkisini gdstermesi,
MPO'nun gii¢lii bir oksidan molekiil olan hipokloréz asit (HOCI) iiretimini katalizleme
kapasitesinden ileri gelir. Cesitli inflamatuar durumlarda MPO hiicre disina

salindigindan, plazmada Olglimii notrofil  aktivitesi icin  bir gosterge olarak

kullanilabilir®’.
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Sekil 2.6. A. Miyeloperoksidaz enziminin yapisi. B. Hem ¢ekirdeginin konumu®.

2.2. Demir Metabolizmasi

Diyetle alinan demir ancak ddkiilen intestinal mukoza hiicreleri ve menstruasyon
gibi kan kayiplariyla olusan bazal demir kaybini kompanse edebilir. Eritropoez ve
fizyolojik stirecler igin gerekli olan demirin %90-95’1 makrofajlardaki demir

3031 Demir; gidalarda ferrik hidroksit, ferrik protein ve hem-protein

dongiisiiyle saglanir
kompleksleri halinde bulunur. Demirin miktar1 ve bagirsaktan emilim oran1 gidadan
gidaya degiskenlik gosterir. Et, 6zellikle de karaciger; sebze, yumurta ve siit lirlinlerine
gbre demir kaynagi acisindan ¢ok daha zengindir. Glinliik alinan demirin normalde %5-
10’luk kismi emilirken gebelik, demir eksikligi anemisi gibi durumlarda bu oran %20-
30’a kadar cikabilir. Fakat bu durumlarda dahi diyetteki demirin biiyiik bir kismi
emilemez**.

Viicuttaki miktar1, intestinal emilim ile diizenlenen bu elementin fazlasi
toksiktir. Asir1 miktarda demir birikimi olan hastalarda, kanamalar ve gastrointestinal
sistem epitel hiicrelerinin dokiilmesiyle olusan demir kaybindan baska organizmada
demir atilimini saglayacak farkli bir mekanizma yoktur'’,

Demir, insan viicudunda daima iki oksidasyon durumu olan Fe' veya Fe*'
sekilde bulunur. Demirin bu elektron degisimi (redoks aktivitesi) bir taraftan gerekli ve
yararlt olurken, diger taraftan demir fazlaligi durumlarinda olusan serbest demirin

prooksidan ozellik gostermesiyle, serbest oksijen radikallerinin olusumuna neden

olmaktadir. Antioksidanlar tarafindan yeterince detoksifiye edilemeyen serbest oksijen



radikalleri, Ozellikle de hidroksil radikali hiicresel elemanlar i¢in oldukca zararli ve
toksiktir (Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1). Bunu 6nlemek igin, viicutta demir
hicbir zaman serbest birakilmamalidir®?.

Proteinden zengin besinler 6zellikle sirasiyla sakatatlar, karaciger ve dalak, et
hem-demirinden zengin besinlerdir, bu demir formunun emilimi yiiksektir. Etlerden
baska iyi pismis olan kurubaklagiller, soya fasulyesi, yumurta, kuru meyveler (6zellikle
kuru tiziim, kuru kayis1), pekmez, yesil sebzeler (1spanak), findik, fistik, susam ve tahin

gibi yiyecekler bol miktarda demir igerir™.

2.2.1. Demirin Emilimi

Diyet demiri ¢ogunlukla duodenumdan ve jejenumun proksimal kesiminden
emilir. Et kaynakli hem-demiri ile et dis1 gidalardan alinan inorganik demirin emilimi
birbirinden farklidir (Sekil 2.7). Bu nedenle hem demiri agirlikli bat1 diyetiyle beslenen

Kuzey Amerika ve Avrupa toplumlarinda demir eksikligi az goriiliir”.

intestinal Enterosit Kan
limen

askorbat
e GS3G
o
askorbat GSH
ihali { Hepestin
askorbat Fe™
Fe™ askorbat
askorbat I

radikali Fe™

SLCabal
(HCP1)

Sekil 2.7. Viicutta demir emilimi ve metabolizmasr**.
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2.2.1.1. Non-hem Demirin Emilimi

Non-hem demirin emilim siirecinde; demirin ferr6z duruma indirgenmesi, apikal
alim, hiicre i¢i depolama ya da bazolateral saliverme olmak iizere gesitli basamaklar yer
alir’”. Diyetteki hem dis1 demir Fe’* formdadir, emilmek icin 6ncelikle duodenal
sitokrom B (DCYTB) olarak tanimlanan trans membranel ferrirediiktaz ve intraselliiler
vitamin C tarafindan kolaylastirilan bir tepkime ile Fe’" forma déniistiiriilmelidir.
Ferr6z demir enterositin apikal membraninda yer alan divalent metal transporter (DMT-
1) ile hiicre i¢ine alir’",

Demir enterosite girdikten sonra iki yol izleyebilir; ya hiicre i¢inde kullanilmak
tizere ferritin olarak depolanir. Bu form kullanilmazsa enterositin yaslanip dokiilmesiyle
limenden kaybedilir, ya da bazolateral membranda bulunan ferroportin isimli protein

aracih@iyla plazmaya aktarilir’®**°,

Retikiiloendotelyal sistem makrofajlarinda,
hepatositlerde ve plasental sinsityotrofoblastlarda da bulunan ferroportin viicuttaki
hiicre i¢i demirin hiicre disina aktarilmasini saglayan tek proteindir. Bu sirada ferroz
formda olan demir Oncelikle yine membran bagli hefestin proteini ile ferrik forma
déniistiiriiliip plazmada transferrine baglanmasi saglanir’’,

Vitamin C, fruktoz, sitrat ve aminoasitler ile non-hem demirin absorbsiyonu
artar. Tetrasiklin, proton pompa inhibitorleri, fitatlar (yiiksek lifli diyet), kalsiyum,
fosfat, tanenler, oksalat ve fenolik bilesikler (cay, kahve) ise non-hem demirinin
absorbsiyonunu engeller. Helicobakter pylori enfeksiyonunun yaptig1 gastrik atrofinin
H' iyonu salgisi azalmasina bagl olarak, demir eksikligi anemisine yol acabildigi

bilinmektedir’®.

2.2.1.2. Hem Demirinin Emilimi

Hayvansal {iriinlerde bulunan hemoglobin molekiilii, barsakta intestinal
enzimlerle hem ve globinlere ayrilmakta, globin yikim iirlinleri hem ve inorganik demiri
¢Oziiniir halde tutarak absorbsiyonu kolaylastirmaktadir. Hem demirinin emilimi igin,
duodenal diisiik pH ve emilimi kolaylagtiran askorbik asit, sitrik asit gibi faktorlere
gereksinim yoktur. Besinlerde bulunan demir baglayicilardan da etkilenmez.

Hem, duodenal enterosite ‘hem tasiyict protein 1’ denilen 6zel bir tasiyici ile
girer. Hem enterosit i¢ine girdiginde, hem oksijenaz tarafindan Fe*" molekiilii agiga

¢ikarilir. Intestinal epitelyum hiicresine giren gogu Fe', ferroportin-1 tarafindan
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bazolateral membrandan salinip hefestin tarafindan Fe’"e ¢evrildikten sonra plazmada

transferine (Tf) baglamirlar®”.

2.2.2. Plazma Demirinin Hiicreler Tarafindan Alinmasi

Demir, plazmada karacigerde sentezlenen ve salinan, yarilanma 6mrii 8 giin olan
ve glikoprotein yapisinda olan transferrin tarafindan tasinir’’. Enterositin bazolateral
tarafindan ferroportin ile hiicre disina verilen ve hefestin ile okside edilerek Fe’™ hale
gecirildikten sonra transferrine yiliklenen demir portal dolasimdan, c¢ofu kemik
iligindeki eritrosit oncii hiicrelerine olmak iizere, hiicrelere tasinir. Her transferrin
molekiilii, iki tane Fe*™ii giiclii bir sekilde baglar. (Hefestin eksikliginde, duedeonal
enterositlerde demir fazlaligi ve demir emilim bozukluguna bagli hipokrom mikrositer
anemi oldugu gosterilmistir.) Transferrin her biri birer demir atomu baglayabilen iki
bolgeye sahiptir. Plazmada apotransferrin (demir bagl olmayan transferrin), monoferrik
ve diferrik transferrin olmak tizere ii¢ formda bulunur®®. Fizyolojik sartlarda
transferrinin demir baglama kapasitesinin yaklasik ticte biri doymus haldedir™.
Transferrine bagli demir redoks olarak inert durumdadir. Demir yiliklenmesinde tiim
transferrin bolgeleri doydugunda transferrin bagli olmayan demir (non transferrin bound
iron - NTBI) olusmaya baglar ve transferrinin tamponlayici etkisi sona erdigi i¢in bu
demir oksidatif hasara yol acar®'.

Hiicreler, tipine gore demiri farkli yollardan alirlar:

1. Enterositler; diyet demirini apikal tarafta bulunan DMTT1 ile alinirken,

2. Makrofajlar; Eritrosit lizisi ile makrofajlarda aciga ¢ikan hemoglobinden
hemoksijenaz ve biliverdin rediiktaz enzimleri ile sirasiyla demir ve bilirubin olusur.
Makrofajlarin vakuolar membranlarindan demir transportu DMTI1 ile olmaktadir.
Makrofajlarda agiga ¢ikan demir, ya tekrar organizmada dolasan demir olarak makrofaj
ferroportini ile plazmaya verilir ya da makrofaj i¢inde ferritin seklinde depolanir.
Ferroportin enterositte oldugu gibi hiicre disina tek demir tasiyicisidir. Makrofajdan
demir plazmaya verilirken transferrine yiiklenebilmesi icin yine Fe’" sekline getirilmeli
okside edilmelidir. Bu oksidasyon ve transferrine yiiklenme isinde plazmada bakira
baglh ferrooksidaz olan ve karacigerde sentezlenen plazma proteini seruloplazmin rol

alir®.
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3. Hepatositlerin demir alimi; TfR1 ve TfR2 ile olur. Plazmadaki transferrin-
demir kompleksi, TfR1’e baglanir’®. Hiicreler demir ihtiyaciyla orantili sekilde reseptdr
sentezleyip hiicre ylizeyine yerlestirirler. Transferrin-TfR1 kompleksi hiicre igine
reseptOr aracili endositoz ile alinir. Kompleks, hiicre zarinin klatrin kapli boliimiiniin
invajine olmasiyla endozom igine girer. Klatrinler ayrildiktan sonra endozom i¢i, proton
girisiyle asidifiye edilir. Asidik ortam transferrin-TfR1 kompleksinde yapisal
degisiklige neden olur ve serbest demirin aciga ¢ikmasina yol acar. Ferrik demir
endozomal ferrirediiktaz ile rediikte edildikten sonra DMT]1 aracilig: ile sitoplazmaya
gecer’’. Bu demir ya eritrosit 6nciilii hiicrelerde mitokondriye gecerek hem sentezine
katilir ve ya ferritin seklinde depolanir ya da diger metabolik siireclerde kullanilir’.
Geriye kalan endozomu takiben lizozom olusmaz ve bdylece demirini birakmis
transferrin-reseptdr kompleksi sindirilmeyerek tekrar kullanilmak iizere hiicre
membranina yonlendirilir. Boylece transferrin siklusu tamamlanmis olur (Sekil 2.8 ve

Sekil 2.9)*.

Enterosit

=) Eritrosit
Fe’* | Fe* < : Makrofaj Ti-Fe?*
‘. Fe’" NTBI
‘_“‘ - TR Rec?
Ferroportin : o™
Fed* ey Transterrin _._l Hepatosit
- T _J
Femroportin Seruloplaz min
Fe*+ - ;

Sekil 2.8. Demiri farkli yollardan alan hiicre tipleri®.

Viicuttaki birgok hiicre demir ihtiyacina goére TfR1 sentezler. Bunlar arasindan
bazi hiicre tipleri demir alimi i¢in transferrin siklusuna siki sikiya baghdir. TfR1 geni
hasarli farelerde bir¢ok hiicrenin gelisiminin normal oldugu goriilse de noroepitelyal,
eritrosit ve lenfosit Onciilii hiicrelerin farklilagsmasi i¢in TfR1’e gereksinimi oldugu

goriilmiistiir. Eritropoez siirecinde hemoglobin {iretimi i¢in TfR1 ve transferrin
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siklusunun rolii eritrosit onciilii hiicreler icin asikar olsa da lenfopoez ve noroepitelyal
sistem i¢in neden bu kadar gerekli oldugu ise su an i¢in net degildir.

Transferrin reseptér 2’nin (TfR2) viicuttaki dagilimi ise hepatositler ve
farklilagmis eritroblastlarla smirlidir.  Transferrin  reseptér 2’nin, TfR1’e gore
transferrini 30 kat daha diisiik kuvvetle baglamasi; demirin hiicreler tarafindan
alinmasinda kiigiik bir pay sahibi oldugunu diislindiirmektedir. Dolasimdaki demir
yiiklii transferrine duyarli oldugu ve hepsidin ekspresyonunun kontroliinde gorevli
oldugu, dolayistyla TfR2’nin asil gorevinin regililasyonla alakali oldugu tahmin

edilmektedir*.

DMTI
(divalan metal tagiyici 1) lg

—

N\

NN
Mitokondri |

1

Eritroid olmayan

Sekil 2.9. Demirin hiicreler tarafindan alinisi - Transferrin siklusu™®.

Bunlar disinda tiim hiicreler, demiri ylizeylerinde bulunan transferrin
reseptOrlerini kullanarak plazma transferrininden almaktadirlar. Transferrinin demir
baglama kapasitesi tamamen doldugunda plazmada transferrine bagli olmayan serbest
demir olusur. Bu demir 6zellikle karaciger ve kalp hiicrelerine kolaylikla girebilir ve

hiicresel diizeyde hasara yolagabilir*.
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2.2.3. Demir Metabolizmasinin Regiilasyonu

Demir homeostazinin kontroliinde; DMT1, ferroportin, hepsidin, TfR2 ve HFE
proteininin anahtar rolii vardir, dyle ki; DMT1 haricinde, digerlerinin mutasyonu
durumunda herediter hemokromatozisin farkli tipleri ortaya ¢ikar.” Viicuttan aktif
demir atilim sisteminin olmamasi nedeni ile demir homeostazi dncelikle intestinal demir
emilimi diizeyinde regiile edilir. Hepatositlerde sentezlenen 25 amino asitlik bir
polipeptid olan hepsidin, demir homeostazinin major regilatoridir (Sekil 2.10).
Plazmaya olan demir trafigi baslica hepsidin tarafindan kontrol edilmektedir. Hepsidin,
intestinal demir emilimini ve retikiiloendotelyal sistem makrofajlarinda gergeklesen
demir siklusunu diizenler. Bunu; enterosit, makrofaj, hepatosit ve diger hiicrelerin
membranindaki ferroportinin internalizasyonuna ve lizozomal yikimina sebep olarak
yapar. Memeli hiicrelerindeki demirin hiicre disina tek ¢ikis yolu olan ferroportinin
yikimi, intraselliller demir retansiyonuna yol acgar. Hepsidin, DMT1’in proteozomal
yikimina da katkida bulunur. Hepsidin; demirin dolasima ferroportin aracili salinimini
azalttigl i¢in hipoferremi hormonu olarak gorev yapar. Sonug olarak gelisen demir
retansiyonu; duodenal enterositlerde diyet demiri emiliminin, retikiiloendotelyal

makrofajlarda ise demir déngiisiiniin azalmasina yo agar.*®

Sekil 2.10. Hepsidin molekiiler yapisi. Peptid yapist (gri), disiilfit baglar1 (1-8, 2-4, 3-6 ve 5-7) (sar),
pozitif yiikli arginin ve lisin kalintilar1 (mavi) ve negatif yiiklii aspartik asit kalintist

(kirmuzr).*
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Hepsidin iiretimi; viicuttaki demir durumu, inflammatuar sitokinler, hipoksi ve
eritropoetik talep dogrultusunda diizenlenir (Sekil 2.11). Plazmadaki demir seviyesinin
yiiksekliginin gostergesi olan yiiksek diferrik transferrin diizeyi, benzer sekilde yiiksek
karaciger demir igerigi ve inflammatuar durumlarda mikroorganizmalar1 demirden
mahrum birakmak i¢in IL-6 gibi sitokinlerin yiikselmesi; hepsidin ekspresyonunu
uyarir. Tip 2 akut faz reaktani olan hepsidin, defensinlere benzeyen yapisi nedeniyle ilk
kez antimikrobiyal olarak tanimlanmistir. Fakat antimikrobiyal etki gdsterebilmesi igin
hepsidinin dolasimda bulunan konsantrasyonundan ¢ok daha yiiksek konsantrasyonda
olmas1 gerekmektedir. Demir eksikligi, hipoksi ve artmis eritropoetik aktivite ise
hepsidin transkripsiyonunu inhibe eder. Karaciger demir depolari, ekstraseliiler sinyal
molekiilii olan “bone morphogenetic protein-6” (BMP-6)’nin hepatik ekspresyonunu
etkiler. BMP-6’nin, hepatosit BMP reseptorleriyle etkilesimi, SMAD proteinleri yoluyla
intraseliiler sinyal iletimini baslatarak hepsidin transkripsiyonunu arttirir. Hemojuvelin,
BMP-6"nin baslattig1 sinyal yolagini, BMP koreseptorii olarak giiclendirir. Dolagimdaki
demir ise hepsidini, transferrinle ve her iki reseptoriiniinde “high Fe” HFE proteiniyle
olan etkilesimiyle regiile eder. Plazma demir seviyesi azaldiginda; TfR1; HFE ve
TfR2’nin etkilesimini engelleyerek hepsidine giden sinyali bloklar. Plazma demir
seviyesi ve transferrin saturasyonu ylikseldiginde ise; holotransferrin, HFE ve TfR1’1
ayiwrarak, HFE/TfR2 sinyal kompleksinin olusmasina izin verir. Hipoksi durumunda ise
“hypoxia inducible factor” (HIF) transkripsiyon faktorii, membran proteazi olan
matriptaz-2’nin ekspresyonunu arttirir. Matriptaz-2, hemojuvelini hepatoseliiler
ylizeyden ayirarak BMP-6 sinyal yolagini zayiflatir. Flebotomi, hemoliz ve eritropoetin
verilmesi gibi durumlarda artan eritropoez ise, belki de eritroid onciillerden salinan
molekiiller araciligtyla olusan sinyalle, hepsidin ekspresyonunu énemli derecede azaltir.
Eritropoetik aktivitenin hepsidin ekspresyonu iizerinde viicut demir durumuna gore

daha fazla etkisi oldugu bilinmektedir*™*’.
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Sekil 2.11. Hepsidin ekspresyonunun regiilasyonu (BMP-6: Bone morphogenetic  protein 6, BMPR:
Bone morphogenetic protein receptor, HIV: Hemojuvelin, TfR2: Transferrin reseptori 2, Tf-
Fe3+: diferrik transferrin, TfR1: Transferrin reseptorii 1, IL-6: Interlokin 6, IL-6R: interlokin

6 reseptorii.)*™.

2.2.4. Demirin Depolanmasi

Ihtiyaglar disinda kalan hiicre demiri ferritin ve hemosiderin seklinde depolanir.
Viicudun ana depo demiri olan ferritin, 4500 demir atomunu baglayabilmektedir. H
(agir) ve L (hafif) olmak iizere 2 farkli ferritin alt iinitesi vardir. Bir ferritin molekiilii 24
adet alt {initeden olusmaktadir. Bu alt tinitelerin farkli oranlardaki birlesimi, dokudan
dokuya degiskenlik gostermektedir. H-ferritin gelen ferr6z demirin oksidasyonu igin
gerekli  ferrooksidaz aktivitesine sahipken, L-ferritin etkili niikleasyon ve
mineralizasyondan sorumludur. L-ferritin daha ¢ok demir depolayan dokularda
bulunurken, H-ferritin ise demiri hizli alip veren hiicrelerde bulunur. Demir ferritin
seklinde depolanarak; ¢oziiniir, toksik ve redoks aktif olmayan, biyoyararlanimi yiiksek
formda bulunur. Boylece ferritin, hiicreleri demir aracili oksidatif strese karst korumus

olur?®.

Plazma ferritin konsantrasyonunun viicut depo demiri ile korelasyonunun
olmasindan dolay1 demir metabolizmasi hastaliklarinin tanisinda serum ferritin degerini
6lgmek onemlidir. Viicut demirinin kii¢iik bir kismini depolayan hemosiderin, ferritinin

lizozomlarda kismi yikimi ile olusur. Agirliginin yaklasik %25 ila 30’u kadar demir

17



igerir. Cogunlukla makrofajlarda bulunsa da patolojik durumlarda viicudun bir¢ok
organinda birikebilir*>’.

Ferritin yikilinca ya protein ve demir agiga c¢ikar ya da hemosiderin olusur.
Lizozomal zarlarda ferritin molekiilleri %50 oraninda demir iceren agregatlar seklinde
bir araya gelebilirler, bunlara hemosiderin adi verilir. Hemosiderin suda erimez,
normalde monosit ve makrofajlar i¢erisinde olusturulur. Ama patolojik durumlarda her
dokuda fazla miktarda birikebilir. Hemosiderinin icerdigi demir ferritinden daha
fazladir, genellikle apoferritin sentezinin ve demir tarafindan tutulmasinin maksimum
oldugu asir1 demir yiiklenmesi durumlarinda goriiliir. Hemosiderinin i¢indeki demir
hemoglobin yapimi i¢in kullanilabilirse de demirin hemosiderinden mobilizasyonu

ferritindekine gore ¢ok daha yavagstir’' ™2,

2.2.5. Hemoglobin yikimi

En 6nemli demir igeren protein hemoglobindir. Bir gram hemoglobinden 34 mg
bilirubin iretilir. Erigkinlerde giinde 3-4 mg/kg (yaklasik 250-400 mg) bilirubin
iiretilmektedir. Bu miktar yeni doganlarda giinde 6-10 mg/kg’a kadar ¢ikabilir™.

CH  CH
HO - CH CHa
HC CH ~ CHa
N
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N N
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CHz CHy
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OH OH
NADPH + O,
Hem

oksijenaz
CO + Fe** + NADP*

Biliverdin

M v M P P M M v
0' . \“_N,. R N — _’ — N’/' S = = — N’ = O
NADPH
Biliverdin
Reduktaz
NADP*

Bilirubin
M A" M P P M M v
5 R oA S = = <

O SN ST S S S ~o

Sekil 2.12. Hem grubunun yikilarak demirin agiga cikist®™.
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Retikiiloendotelyal sistem hiicrelerinde hem halkast nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH) ve molekiiler oksijene gereksinim duyan, hiz kisitlayici bir
enzim olan mikrozomal “hem oksijenaz (HO)” enzimi ile biliverdine okside olur (Sekil
2.12). Bu reaksiyon sonucunda karbonmonoksit ve demir ortaya ¢ikar. Karbonmonoksit
akcigerlerden solunum ile atilirken, demir viicutta tekrar kullanilir >,

Biliverdin sitozolik biliverdin rediiktaz enzimi ile bilirlibine indirgenir.
Biliverdin rediiktaz bir serin/treonin/tirozin kinaz, ¢ati1 proteini, transkripsiyon faktorii
ve hiicre i¢i tasiyict regiilatoriidiir. Saflagtirilmis biliverdin rediiktaz enzimi hem

kofaktSr hem de pH bagiml katalizordiir ve bu aktivite biliverdin rediiktaza 6zgiidiir*®.

2.2.6. Demir Toksisitesi

Demir her ne kadar yasam i¢in vazgegilmez de olsa, fazlaligi durumunda
dokulara zarar verir. Aerobik ortamlarda serbest oksijen radikallerini {iretebilmesiyle
demir; potansiyel zararli bir Ogeye doniisiir. Serbest radikaller, normal hiicresel
mekanizmalar geregi iiretilirler. Bununla birlikte, siiperoksit (+0*) ve hidroksil (+*OH)
radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin (reactive oxygen species - ROS) asir1 iiretimi
sonucu hiicresel hasar meydana gelebilir. Hiicrelerin metabolik ihtiyacini asan demir,
bazal ROS konsantrasyonunun artmasina ve dolayisiyla oksidatif strese sebep olur.

Demir ve ROS arasindaki reaksiyonlar Cizelge 2.1°de gosterilmektedir”’.

Cizelge 2.1. Demir ve reaktif oksijen tiirleri arasindaki reaksiyonlar’’.

REDUKSIYON

Q% + Fe3" wmmmmp (2 + Fe?™

FENTON REAKSIYONU
H202 +Fez+ — 'OH + OH— + F63+

HABER-WEISS REAKSIYONU
0> +H,O, "= .OH + OH" + O:
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2.2.7. Demir Yiiklenmesi

Demir yiiklenmesi ifadesi, doku hasari yapip yapmadigina bakilmaksizin,
viicuttaki demirin arttigir durumlar i¢in kullanilir. Hemokromatozis ise, doku demirinin
artmast sonucu hastalik durumunun olusmasidir. Demir emiliminin regiilasyonunda
defekt ya da bypass (Orn. kan transfiizyonu) oldugunda demir fazlasmi atacak aktif
sistem bulunmadigi icin demir yiiklenmesi gelisir™".

Demir yiiklenmesi hastaliklari; tipik olarak sinsi ve progresif seyrederler, klinik
semptom gelismeden geri doniisiimii olmayan organ hasarina neden olabilirler.
Hastaligin tanimlanmasin1 miiteakip demir toksisitesinin sonuglart dnlenebilir veya
azaltilabilir. Demir yiiklenmesinden siiphelenildiginde tarama testi olarak serum ferritin
ve transferrin saturasyonu degerlerine bakilir. Demir yiliklenme durumunun altin
standart tan1 yontemi ise karaciger biyopsisidir. Sistemik demir yiiklenmesinin baglica
tedavi segenekleri; anemi yoklugunda flebotomi, anemi ile seyreden demir
yiiklenmelerinde ise selasyon tedavisidir’ .

Demir yiiklenmesi hastaliklari; primer (herediter) ve sekonder (akkiz) olmak
tizere ikiye ayrilir (Cizelge 2.2 ve 2.3). Primer demir yiiklenmesi, demir dengesinin
regiilasyonuyla ilgili kalitimsal bozukluklarla ilgiliyken, sekonder demir yiiklenmesi

hemen her zaman diger genetik veya akkiz hastaliklarin sonucu gelisir’®.

Cizelge 2.2. Herediter demir yiiklenmesi hastaliklari™.

Tip Kahtin Tam Tigili gen
I OR Klasik herediter hemokromatozis HFE
e s ; Hemojuvelin
I A Tiivenil hemokromatozis
OR
B

Hepsidin

I1I OR Herediter hemokromatozis TfR2

Ferroportin hastalif1 Feriaposa

Herediter hiperferritinemi — Katarakt sendromu =
Ferritin

OR: Otozomal resesif, OD: Otozomal domunant, TfR2: Transferrin reseptorii 2
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Cizelge 2.3. Sekonder demir yiiklenmesi hastaliklar1.”®

Herediter hastahklar AKkiz hastahklar

Talasemiler Aplazi

Glukoz-6-fosfat dehidrogenez eksikligi Sideroblastik ve diseritropoetik anemiler
Piriivat kinaz eksikligi Miyelodisplastik sendrom

Konjenital diseritropoetik anemiler Karaciger hastaliklan

Ciddi hemolitik anemiler Diyet kaynakli demir yiiklenmesi
Sideroblastik anemiler Uygun olmayan demir tedavisi
Porfiriler Losemiler, kemik iligi nakil alicilan
Aplazi Portakaval sant sonrasi

2.2.8. Demir Eksikligi Anemisi

Demir eksikligi; viicuttaki demir miktarinin normalden daha az olmasi
durumudur. Demir eksikligi anemisinin klinik belirtilerinin ¢ok eski zamanlarda
tanimlandig1 bilinmektedir.

Demir eksikligi anemisi muhtemelen diinyada en sik goriilen anemi seklidir. Her
yasta ve biitiin sosyoekonomik gruplarda goriilmekle birlikte ¢ocuklarda ve genglerde,
fakir diyetle beslenenlerde ve dogurganlik cagindaki kadinlarda daha siktir. Diinya
saglik Orgiitiinlin verilerine gore; demir eksikligi anemisi diinya niifusunun %30’unu
etkilemektedir. Okul 6ncesi ¢ocuklarin yaklasik %431, okul ¢ag1 ¢ocuklarinin %37’si
ve gebe kadinlarin %51°1 anemiktir. Kadinlarin %50’sinde ve gebelerin %90’ 1nda heniiz
anemi baglamamis olmakla beraber demir depolarinin ileri derecede azaldig:
saptanmistir. Erkeklerde ve postmenapozal kadinlarda demir eksikligi anemisi %2-5
oraninda gériiliir ve daha ¢ok GIS kanamasi ve malabsorbsiyona bagl olarak gelisir.

Demir eksikligi diyetle yetersiz demir alimina, demir malabsorbsiyonuna, kronik

kan kaybina, gebelikte ve emzirme doneminde demirin fetus ve infant eritropoezi igin
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kullanilmasina, hemoglobiniiri ile birlikte intravaskiiler hemolize ya da biitiin bu
faktorlerin kombinasyonuna bagli olarak gelisebilir.

Demir eksikligi anemisinin patogenezinde baslica ii¢ faktor rol oynar:

1. Fizyolojik olarak artan demir ihtiyaci
2. Kanamalara bagl kan kaybi

3. Yetersiz demir alimi

Demir deplesyonu: Demir eksikliginin en erken safhasidir. Bu sathada depo
demiri azalmistir ya da tiikkenmistir. Fakat serum demir konsantrasyonu ve kan
hemoglobin seviyesi normaldir.

Anemi olmadan demir eksikligi: Azalmis veya tiikenmis depo demiri, genellikle
diisiik serum demir konsantrasyonu ve transferrin satlirasyonu ile karakterizedir.

Demir eksikligi anemisi: Azalmis ya da tiikenmis demir depolari, diisiik serum
demir diizeyi, diisiik transferrin satlirasyonu, diisiik hemoglobin konsantrasyonu ve
hematokrit degeri ile karakterizedir.

Kemik iliginde hemoglobin sentezi i¢in gereken demir miktar1 yetersiz oldugu
zaman demir eksikligi anemisi geligir. Kan kaybi, artan ihtiya¢ veya emilim bozuklugu
nedeniyle demir eksikligi meydana geldiginde depolardaki demirin mobilize olmasi ile
bu eksiklik giderilir ve hemoglobin yapimi icin gerekli demir saglanmis olur.
Dokulardaki demir depolar1 bosaldigi zaman, kemik iliginde hemoglobin sentezi igin
gerekli demir miktart yetersiz hale gelir ve hipokrom mikrositer anemi gelisir". Cizelge
2.4’de demir eksikliginin gelisim evreleri serum degerlerindeki degisiklikler

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.4. Demir eksikliginin gelisim evreleri®.

Normal | Prelatent Latent Demir eksikligi | Demir eksikligi
Donem Donem Donem erken donem ileri donem
Serum ferritin N Diisiik <12 <12 <12
Transferrin N Diisiik <16 <16 <16
saturasyonu (%)
PEP (%g) N N Yiiksek Yiiksek Yiiksek
Hb N N N 8-14 <8
MCV (1) N N N N-Diisiik Diisiik

FEP: Eritrosit serbest protoporfirini. N: Normal.

2.3. Biyosensorlerin Temel Kuramlar:

2.3.1. Biyosensorler

Saglik sektoriinde, hastaliklarda biyolojik molekiillerin algilanmasi, izlenmesi ve
tanimlanmasinda giivenilir, hizli ve diisiik maliyetli sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir®'.
Elbette bu ihtiya¢c sadece tip alami ile smirli degildir, ayrica g¢evre kirliliginin
izlenmesinde, gida analizlerinde ve biyoterdrizmin ortaya ¢ikartilmasinda da mevcuttur.
Bundan dolayi, fizik, kimya, biyoloji, miihendislik ve tip gibi bir¢cok farkli alanda
arastirma yapan bilim adamlari daha etkin ve giivenilir sensér cihazlarinin
yapilandiriimasi, gelistirilmesi ve iiretilmesi icin cabalanmaktadir®™ .

Sensorler, fiziksel bir 6zelligi algilayan veya Olcen sonra kayit altina alan,
gosteren ya da baska bir sekilde cevap olusturan cihazlardir. Burun, kulak, goz, dil ve
parmaklarimiz sensorii ifade eden en temel biyo Orneklerdir. Laboratuvarlarda
kullanilan turnusol kagidi en iyi bilinen sensor tiiriidiir, ortamin asitlik ve bazligi
hakkinda bilgi verir. Daha kesin bir pH Ol¢iimii i¢in spesifik indikatorler kullanilir.
Bununla beraber, ortamin asitligini dlgen en iyi metot elektriksel cevapla pH y1 6lgen
bir pH metredir. Sonugta bu yontemlerde asitligin derecesine gore cevap veren sensor,
ya bir kimyasal madde ya da pH metredeki cam membran elektrottur. Olusan kimyasal
ya da elektriksel cevaplar genellikle gozlerimizle gorebilecegimiz bir sinyale
dondstiirtiliir. Turnusol kagidindaki renk degisiminin sebebi, kimyasal tepkime sonucu

goriinlir bolge 15181n absorbansindaki degisimdir ve bu degisim aydinlik bir ortamda
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gozlerimiz tarafindan algilanmaktadir. pH metrede ise, olusan -elektriksel cevap
(potansiyel degisiminden kaynaklanan) gosterge ibresinin hareketine ya da dijital
gostergede goriilebilen bir cevaba doniistiiriilmiistiir. Sensor cihazinin bu dontisimiini
gerceklestiren kismina “transdiiser” denmektedir. Sensorler ii¢ sinifa ayrilmaktadir.

Bunlar:

1. Basing, sicaklik, kiitle, uzaklik gibi 6zellikleri 6lgen fiziksel sensorler.
2. Kimyasal ya da fiziksel cevaplar ile kimyasal maddeleri 6lgen kimyasal
sensorler.

3. Biyolojik bilesenleri kullanarak kimyasal maddeleri 6l¢cen biyosensorler’ dir.

Gozle goriilebilen cevaplarin olugabilmesi i¢in bu {i¢ tip cihazin da transdiisere
baglanmas1 gereklidir. Biyolojik bilesenlerinin yoklugu ya da varligina gore
siniflandirilan kimyasal sensor ve biyosensorler, “substrat”, ya da daha genel bir terimle
“analit” olarak adlandirilan 6zel kimyasal maddeleri algilar ve olgerler.

Sekil 2.13’de burun-koklama sistemine ait sematik diyagram sensor diyagrami
ile karsilagtirilarak gosterilmistir. Burun delikleri yardimiyla toplanan koku ornekleri,
koku olfactorius membran1 (algilayict bilesen) tarafindan algilanir. Sonra bu
reseptorlerin cevaplart koku sinir hiicreleri (transdiiser) tarafindan elektriksel sinyale
dontstiirtilir ve degerlendirilmek iizere sinirler yardimiyla beyne iletilir. Beyin bu

sinyali koku dedigimiz alg1 déniistiirdiigiinden bir mikroislemci olarak davranir®.

(a) -
S Slgiim
analit  * -~ cihaz
bivolojik transdiiser
dedektdr
(b) s
o -a'—f—/ /1
\ _///
bevin
/ sinir hiicresi
olfactorius
membran

Sekil 2.13. (a) Analit, algilayict birim, transdiiser ve 6l¢iim cihazi gibi bilesenleri olan biyosensoriin
sematik gosterimi (b) burnun bir sensdre benzetilmesi: olfactorius membran biyolojik

algilayici, sinir hiicresi transdiiser, sinir lifi uyaric1 ve beyin lgme bileseni®.
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IUPAC’a (International Union of Pure and Applied Chemistry) gore bir
biyosensor, bir elektrokimyasal doniistiiriicii ve bununla temas halindeki biyolojik
tanima elemani (biyokimyasal reseptor) sayesinde, spesifik nicel yada yar1 nicel analitik
bilgi saglayabilen aygit olarak tanimlanmaktadir®. Genel olarak bir biyosensor semasi

Sekil 2.14’de gosterilmistir.

algilama Katmanm

%. transdiiser

=P N
- o8 =y
sinval
A5 islevici 'T R
“ & — \kf t
'C veri edinimi
sinval
op - 1 e
) cogaltuc veri isleme
o a5
numune

matriksi bivolojik
tamima Katmany

Bivosensiriin sceciciligi, tanmma olayimin
performansa ile ifade edilir.

-2 - bivolojik
'"":h.:n'“ .S tanima
. - molekiili

Sekil 2.14. Tipik bir biyosensor semas1®’.

Biyosensorler; biyoloji, kimya, biyokimya ve miihendislik gibi pek ¢ok bilim
alaninindan yararlanilarak biyolojik algilayict molekiillerin veya sistemlerin segicilik
Ozellikleri ile modern elektronik tekniklerin islem yeteneginin birlestirilmesi sonucu
gelistirilen biyoanalitik cihazlar olarak tanimlanabilir®. En basit tanimiyla da biyolojik

katalizor tastyan sensorler olarak bilinmektedirler®.

2.3.2. Biyosensorlerin Tarihcesi

Biyosensorlerin  tarihi ilk olarak 1950’lerde L.C. Clark’in Cincinnati
Hastanesinde bir ameliyat esnasinda kanin O2 miktarin1 bir elektrot ile izlemesiyle
baslamaktadir. 1962 yilinda Clark ve Lyons tarafindan glukoz oksidaz enzimi oksijen
elektrot iizerine bir membran yardimiyla hapsedilerek kandaki glukoz derisimi

olctilmiistiir’”.
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Ilk ticari biyosensdr 1975 yilinda piyasaya sunulmustur (Yellow Springs
Instruments Glukoz biyosensorii, Sekil 2.15). Bu cihaz, ilk biyosensor temelli
laboratuvar analizoriidiir ve glukoz oksidazin katalizledigi tepkime sonucu olusan

H,0,’in amperometrik olarak 6l¢iimiine dayanmaktadir®.

Sekil 2.15. YSI 23A Glukoz Biyosensorii’>.

2.3.3. Biyosensorlerin Yapisi ve Fonksiyonu

Biyosensoriin - fonksiyonu, biyolojik bir olaym Olgiilebilir bir sinyale
déniistiiriilmesidir”. Biyosensor sistemleri, secici tanima mekanizmasina sahip
“biyoreseptor”’, biyoreseptoriin analit ile etkilesmesi sonucu olusan fizikokimyasal
sinyalleri elektronik sinyallere doniistlirebilen “transdiiser” ve “elektronik” bdliimlerden

meydana gelmektedir (Sekil 2.16) ™.
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Biyosensoriin Yapnsn
LN, 7 1
— 3 ‘i'n\'al g
Hiicre kiltiirii r 7 S {Z.} Swyal Cogaltica
L Niikleik asitler
- @
- - = =
[nsan numuneleri » — ——
(kan, idrar, tiikriik) Nanoteller i
Hiicreler
— + o9
N /, 9 d
Nanopartikiiller
Gida numuneleri .-\lﬁlcoda; \‘\ . : _ : ——

“ ﬂ'ﬁ - —
Cevresel numuneler Enzimler Elektrotlar —— . N
(Hava, su, toprak) Veri gosterimif

Numune Bivoreseptor Transdiiser Elektronik Sistem

Sekil 2.16. Biyosensorlerin yapisi”.

Biyolojik olaylardaki biyokimyasal degisimleri algilayarak, biyolojik olaym
teshisine imkan taniyan bir 6lgme sistemi olarak bilinen biyosensorler, birbiri ile temas
halinde olan biri biyokimyasal digeri elektrokimyasal oOzellikteki iki c¢eviriciden
olusmaktadir. Biyokimyasal kismin gorevi analit ile etkileserek onu tanimaktir. Bu

etkilesme sonucunda gerceklesen farklanmalar,

e Olusan iirlin veya baslangicta ortamda bulunan ve tepkime siiresince tiikkenen
substrat tarafindan olusturulan bir elektrokimyasal degisiklik,
e Tepkime sonucunda ortaya ¢ikan ya da kaybolan 1si,

e Tepkime sonucunda optik 6zellikteki veya kiitledeki degisim’ dir.

Biyosensoriin ikinci kismi olan elektrokimyasal kismi ise bu tanima olayim

dlciilebilir bir sayisal degere ¢evirir(Sekil 2.17) ™.
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Sekil 2.17. Biyosensor bilesenleri’.

2.3.3.1. Tammma Elemam (Biyoreseptorler)

Tanima eleman1 herhangi bir sensoriin anahtar bilesenlerinden biridir ve belirli
bir analite kars1 sensOriin secici olarak davranmasinmi sagladiklarindan secicilikteki en
Oonemli paya sahiptirler. Biyosensorlerde kullanilan en yaygin biyoreseptorler genellikle
enzimlerdir. Diger tamima bilesenleri arasinda antikorlar, niikleik asitler, doku,

mikroorganizmalar ve yapay biyolojik reseptorler yer almaktadir®.

2.3.3.2. Doniistiiriicii (Transdiiserler)

Transdiiserler, biyoreseptorlerin tepkimesini Olgtilebilir fiziksel bir sinyale
doniistiiren bilesenleridir. Olgiilen elektriksel sinyal analit derisimiyle orantilidir.
Biyokimyasal etkilesimin tiiriine gore uygun bir transdiiser secilir’'. Elektrokimyasal
tepkimeler sonucunda, genellikle elektrotlar arasindaki ortamin iletkenliginde bir
degisiklik (kondiiktometri), Olciilebilir bir akim (amperometri) veya Olciilebilir bir
potansiyel (potansiyometri) meydana gelmektedir®. Optik transdiiserlerde hedef 1sik,
piezoelektrik transdiiserlerde kristalin salinim rezonansinin kiitle yiiklenimi nedeniyle
meydana gelen degismedir ve termistorlerde ise 1s1 degisimidir®.

Olgiilen madde cinsi, yaymlanan makale sayis1 ve ticari olarak iiretilen tiir ve
sayilar dikkate alindiginda, elektrokimyasal bazli sistemlerin diger sistemlere gore ¢ok

daha fazla ilgi gordigii anlasiimaktadir’’. Bu durumda; elektrokimyasal ¢eviricilerin
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ucuz olmalari, kullanim kolayliklar1 ve basit bir sekilde yapilabilmeleri ile
aciklanmaktadir®’. Elektrokimyasal algilayicilardan en yaygin olarak kullanilanlar ise

potansiyometrik ve amperometrik olarak bilinenlerdir”.

2.3.4. Biyosensorlerin Simiflandirilmasi

Biyosensorler, kullanildiklar1 alanlara gore ya da tanima elemani (enzim,
antikor, vb.) ve transdiiserin tiiriine gore (optik, elektrokimyasal, vb.) (Sekil 2.18)
siniflandirlir’®. Bir biyosensérii tanimlamanin en iyi yolu hem tanima elemani hem de

transdiiser tipini tarif etmektir, 6rnegin; “amperometrik DNA biyosensorii” .

[ BIY OSENSORLER ]

[Innmn Bﬂe;-e-lerl] [ Transdfiserier ]

E lektrokimyasal ]

Potanshometrik

—
A

[ Kondaktomerrik ]

Sekil 2.18. Biyosensorlerin tanima bilesenleri ve transdiiserlere gore smiflandiriimasi’.

2.3.5. Biyosensor Teknolojisinin Avantaj Ve Dezavantajlar:

Biyosensoriin avantajlari asagidaki gibi siralanabilir’>*.

e  Pratik,

e Cevap zamani kisa,

e Hizly,
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e  Siirekli 6l¢iim olanagi,

e Biyoalgilayici bilesenlerinden dolay: yiiksek se¢icilik 6zelligi,

e Diger cihazlarda dl¢iilemeyen nonpolar molekiilleri 6lgme,

e Ucuz,

e Basit,

e Analiz 6ncesi numunelere 6n islem gerektirmeme,

e Diisiik analit derisimlerini tayin etme,

e Aletsel olarak minyatiirizasyona uygun,

e Renkli ve bulanik ¢ozeltilerde genis bir derisim araliginda dogrudan 6l¢iim,
e Rutin analizlerde kisinin kendi kendine 6l¢iim yapabilme olanagi,
e Tiirline gore kullanip atilabilir olmasi,

e Ayni anda birden fazla analit derigimini 6l¢me,

e Diisiik numune hacmi,

e  Uretiminin kolay olmasidur.

. A . 4 o r .. e 71
Biyosensorlerin dezavantajlar asagidaki gibi siralanabilir.”" 7>,

e biyolojik materyalin denatiirasyonundan dolay1 1s1 ile sterilizasyonun miimkiin
olmamasi,

e biyolojik materyalin (enzim, hiicre, antikor, doku, vb.) kararlilifinin ortam
sartlarindan (pH, sicaklik, iyonlar, vb.) etkilenmesi,

e biyosensordeki hiicrelerin, membran ylizeyine difiizlenebilen diger molekiiller
tarafindan etkisizlestirilmeleri,

e biyouyumluluk sorunlaridir.

2.3.6. ideal Bir Biyosensériin Ozellikleri

Elektrokimyasal, optik ve diger biyosensor tiirlerini en uygun bir sekilde
tasarlayabilmek icin, 6l¢lim sisteminin bir takim temel fiziksel 6zelliklere sahip olmasi
gerekmektedir. Ideal bir biyosensdriin sahip olmasi gereken bu o&zellikler ve

karakteristik davranislar asagida srralanmaktadir®’.
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2.3.6.1. Kalibrasyon Gereksinimi

Kalibrasyon grafigi, bir denge akimina gore diizeltilmis kararli hal cevaplarinin
Ol¢iilmesi ve analit derisimine veya logaritmasina karsi grafige gegirilmesi ile ¢izilir.
Kalibrasyon grafiginde substrat derisimi ile biyosensér cevabi arasindaki iliskinin
dogrusal oldugu derisim araligma dogrusal c¢alisma araligi adi verilir. Ideal bir
biyosensoriin hi¢ kalibrasyona gerek duymamasi ya da en az kalibrasyona gerek
duymasi istenir. Fakat bu 06zellik uygulamada gergeklestirilememistir. Biyosensor
yanitint etkileyen parametrelerin sensor kalibrasyonunu etkileyecegi bilinmelidir.

Kullanim émiirleri boyunca biyosensérlerin, siklikla kalibre edilmesi gerekmektedir®.

2.3.6.2. Yiiksek Duyarhhk

Duyarlilik, genellikle analit derisimindeki degisime (AD) bagli olarak
biyosensor cevabinda meydana gelen degisimin (AC) Olgiisii olarak (AC/AD)
tanimlanmaktadir (Sekil 2.19). Bagka bir ifade ile duyarlilik, biyosensdriin ne kadar
kiigiik bir degisimi Slgebildiginin ol¢iisiidiir. Ayni analit derisimine karsilik ne kadar
biiylik yanit elde edilirse duyarliligin o kadar iyi oldugu bilinmektedir. Duyarlilik akim-

derisim egrisinin egimi ile orantilidir yani egim degeri biyilidikce duyarhilik da

artmaktadir’ 8183,
1.0 ¢
! : z e
]! Duvarhhk AD r....
5 | =3
.’ |
@ .
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s 0571
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g !
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= ! :
= : o
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0.5 1,0
Analit derisimi

Sekil 2.19. Bir biyosensdr i¢in ¢izilen kalibrasyon grafigi (Bu grafikte yer alan dogrusal cevap araligi
sembolle, tayin simmirnin altinda ve daha yiiksek derisimlerde dogrusal olmayan

aralik“e”’sembolle gosterilmektedir.)®'.

31



Hedef analite yonelik olarak hazirlanan bir biyosensoriin etkin duyarliligini
belirleyen pek c¢ok etken vardir. Bunlar; sensoriin fiziksel boyutu, membran kalinligi,
ornekten algilayici bolgeye kimyasal tiirlerin kiitle transferi ve biyosensoriin aktivitesini
diisiiren ¢esitli islemlerdir. Ideal olarak, bir biyosensoriin duyarliligs kullanim mrii
boyunca degismemeli ve doniistiiriicliniin ¢ikis sinyalinin belirlenebilmesine yetecek

kadar yiiksek olmalidir’®.

2.3.6.3. Genis Ol¢iim Arahg

Belli bir derisimde standart ¢ozelti ilavesinden sonra ortam kararliliginin
bozulmasi, enzim aktivitesinin azalmasi, elektrot ylizeyinin olusan bazi radikallerle
dolmas1 gibi nedenlerle biyosensor cevabi azalir ve ileriki derisimlerde eklemelerden
sonra biyosensor cevabr gozlenmez. Kalibrasyon grafiginde analit derisimi ile sensor
yanit1 arasindaki iligkinin dogrusal oldugu bolgeye “dogrusal aralik” denir. Dogru
Olclimiin yapilabilmesi i¢in biyosensor cevabinin dogrusal egilim gosterdigi dogrusal
bolgeyi tanimlamak gereklidir. Biyosensor icin 6l¢tim arali§i tanimlanan bu dogrusal

araliktir. Dogrusal araligim genis olmasi biyosensér i¢in avantajdir’>™.

2.3.6.4. Diisiik Tayin Sinir1

Biyosensoriin cevap verebildigi en kiiclik derisim degeri tayin sinir1 olarak
adlandirilir. Belirleme limiti “10 s/m” formiilii ile verilir. Burada “m” analit igin
hazirlanmis kalibrasyon grafiginin dogrusal bdlgedeki egimini, “s” ayni derigimdeki
analitin tepkime ortamina art arda eklenmesiyle olusan biyosensor cevaplarin arasindaki
standart sapma degerini verir. Diisiik tayin sinir1 biyosensor igin bir avantajdir®. Tayin
sinir1, elektrot yiizeyinin biiylikliigii, biyolojik materyalin analite karsi ilgisi ve biyolojik
materyalin immobilizasyonunda kullanilan polimerin kalmligimdan etkilenir®. Dogrusal
tayin araliginin ve tayin smirinin ¢alisma i¢in uygunlugu, analitin analiz ortamindaki

miktar1 ve girisim yapabilecek diger maddelerle birlikteliginden Onemli Olcilide

etkilenmektedir’>.
2.3.6.5. Kararhhk

Elektrot kararliliginin yiiksek olmasi ideal biyosensorler i¢in gereklidir.

Kararlilik, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina baghdir. Ayrica; pH,
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sicaklik, nem, ortam, O2 derisimi ve enzimi immobilize etmede kullanilan polimerin

kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden etkilenmektedir®.

2.3.6.6. Tekrarlanabilirlik

Hazirlanan bir biyosensor ile tekrarlanabilirlik calismasi, ayni kosullar altinda
aym analit derisimi ile art arda Sl¢iim yapilmasi ve elde edilen degerlerden standart
sapmanin hesaplanmasini icerir. Ideal bir biyosensor igin, elektrodun ayni kosullar
altinda arka arkaya yapilan 6l¢climlerde hemen hemen ayni sonuglarin okunmasi istenir
(Sekil 2.20). Uygulamada pek basarilamayan bu durum goéz Oniine alinarak, yapilan
calismalarda tekrarlanabilirlik Olgiiti mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne

kadar iyi olursa, biyosensér uygulamalarmin o denli iyi oldugun diisiiniilebilir>***.

X oxl

"¢\|{q

=

~

-

@V

=

_l—

e X0 9 . @ o & o & 8 o & 4

=

@V

W

S

= .

m-"i"
~——r———7T V77— 7 7 7 v 7 71—~
1 . i ¢ 5 ) | 11

Olciim sayisi

Sekil 2.20. Tekrarlanabilirlik grafigi 6rnegi®.

2.3.6.7 Secicilik

Ideal bir biyosensorde olmasi gereken en dnemli 6zelliklerden biri de segiciliktir.
Ciinkii bu 6zellik, biyosensoriin kompleks bir matriks icerisinde tek basina analitik bir
Olctim cihaz1 olarak kullanabilmesine olanak saglamaktadir. Secimlilik parametresi
diger analiz sistemleriyle karsilastirildiginda biyosensorlerin varlik nedenlerinin en 6n

siralarinda gelmektedir. Ideal bir biyosensor sadece hedef analit derisimindeki degisime
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cevap vermeli ve diger kimyasal tiirlerin varligindan etkilenmemelidir. Aksi takdirde
hedef analit derisiminin tayininde hata meydana gelir. Bu hatay1 engellemek icin ya
girisim yapan madde bir Onislemle uzaklastirilir ya da girisim yapan maddenin
etkilemedigi bir sensor gelistirilir. Ornegin; kanda iireyi dlgmek igin tasarlanan bir

4+,

biyosensorde sensor olarak NH™’a duyarli bir iyon segici elektrodun kullanilmasi

ortamda bulunan Na" ve K' iyonlarmin girisimine neden olur. Buna karsilik sensor
olarak NH5’a duyarli bir sensér kullanilmasi bu sorunu engelleyebilir’>*"**.

Ortamin pH’st da secimlilik parametresini etkileyen onemli parametrelerden
biridir. pH etkisi hem enzime hem de sensore degisik sekillerde etkir. Bilindigi gibi her
enzim en yiiksek diizeyde aktivite gosterdigi bir optimum pH’ya sahiptir. Bunun yani
stra ilgili enzimatik tepkimede yiiklii substratlarin s6z konusu olmasi durumunda pH’ya
bagl olarak bu subtratlarin ylik durumlarindaki degisimler de secimlilik iizerine etki
edebilir. Ayrica sensoriin de, 6zellikle baz tiir elektrotlarda optimum cevap i¢in belirli
pH gereksinimleri vardir. Olgiim araliginin da secimlilik iizerinde bir etkisi vardir.
Ornegin; bir 6lgiim yapilacak ortamda analit hedef maddenin yaninda girisim
yapabilecek bir baska maddenin var olmasi durumunda, hedef maddeye iliskin tayin
araligr biliylik 6nem tasir. Oldukga diisilk derisimlere inebilen bir tayin araliginda,
ornekteki hedef maddenin onemli Olgiide seyreltilerek tayinine olanak varsa, girisim
yapan maddenin derisimini bu islemler sonucunda tayin smirlar1 disina g¢ikarilmasi
miimkiin olabilmektedir. Bu durum sonucta secimlilige onemli bir katki saglar73.

Girisim etkisini en aza indirgemenin baska diger yollart:

e miimkiin olabilecek en diisiik potansiyelin uygulanmasi,
e optimal immobilizasyon matrikslerinin ve ¢apraz baglayicilarinin kullanilmasi,
e enzim elektrodun Oniine girisimi engelleyen membranlarin yerlestirilmesi,

e negatif yiiklii membranlarim yerlestirilmesidir’".

2.3.6.8. Hizh Yamit Zamam

Bir biyosensor ile pratik bir islem sonucunda kisa siirede sonug alinabilmesi
biyosensorlerin hizla yayginlasmasini saglamistir. Cok sayida Ornegin s6z konusu
oldugu rutin analizlerde miimkiin olan en az 6n islemle en kisa siirede elde edilen sonug

biiyiik 6nem arz etmektedir’>. Amperometrik uygulamalarda analizi yapilacak bir
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madde Ornegini caligma ortamina ilave edilmeden once elektrot yiizeyinde olusan
akimin sabit kalmasi istenir (durgun hal). Akim sabit kaldiktan sonra analit ortama ilave
edilir ve akimdaki degisim kaydedilir. Ikinci bir ilaveden 6nce akim degerinin gene
sabit kalmasi beklenir. Tepkime ortamina analit eklemesi yapildigi andan akim
degisiminin oldugu ve tekrar kararli hal akimima ulasildig1 ana kadar gegen zamana
“yanit zamani1” denir. Bir biyosensor elektrodunun yanit zamani, elde edilen akim-
zaman egrilerinden anlasilabilir®.

Bir biyosensoriin yanit siiresi asagida belirtilen ii¢ asama tarafindan

etkilenmektedir. Bunlar;

e substratin analiz ortamindan membran yiizeyine diflizlenme hizi,
e substratin membran i¢ine diflizlenme hiz1 ve biyokatalizoriin aktif merkezi ile ne
kadar hizli tepkime verdigi,

e clde edilen liriiniin sensor yiizeyine ne kadar hizli difiizlendigidir.

Bu ii¢ olay1 etkileyen baslica unsurlar da c¢ozeltinin karistirma hizi, substrat
derisimi, enzim derigsimi, optimum pH, sicaklik ve sensdr ylizeyinde veya biyoaktif
tabaka yilizeyinde herhangi bir membranin kullanilip kullanilmadigi ve kullaniliyorsa
membranin niteligi, kalinlig1 ve morfolojisidir. Bu unsurlardan karistirma hizinin artis
cevap sliresini azaltirken, substrat derisimindeki artis uzamasina yol agar. Enzim
miktarinin artis1 ve optimum pH’ya yakinlasma cevap siiresini kisaltir. Ancak enzim
miktar1 artig1 biyoaktif tabaka kalinlasmasina yol acacagi i¢in difiizyon problemini
arttirabilir ve cevap siiresini uzatir. Bu problem spesifik aktivitesi yiiksek enzim
preparatlarinin kullanimiyla giderilebilir. Sicaklik diflizyonu olumlu yonde etkileyerek
cevap sliresinin kisalmasina yol agar. Ancak enzimin optimum sicakligindan

uzaklasmasinin enzim aktivitesinde bir diismeye sebep olacagi bilinmelidir”.

2.3.6.9. Hizh Geriye Donme Zamani

Geriye donme zamani, 6rnegin amperometrik c¢aligmalarda, ilk Ornekten ne
kadar stire sonra ikinci Ornegin Olgiilebilecegini belirler. Yani ilk Ornegin
eklenmesinden sonra sabit akim degerleri kisa siirede gozlenebiliyorsa ikinci 6rnekte

. . . 84
ayni siire sonra eklenebilecektir™.
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2.3.6.10. Kullanim Omrii

Biyosensoriin kullanim 6dmriinii kisitlayan en 6nemli unsur, biyolojik ¢eviricinin
aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica biyosensoriin, kalibrasyon sikligi, kararlilik,
tekrarlanabilirlik gibi diger Slgiitlerini de etkilemektedir®. Biyosensoriin énemli bir
ozelligi, normal kosullar altinda duyarliligin1 koruyabildigi uzun bir kullanim 6mriine
sahip olmasidir. Kullanim omrii, yapilan toplam 06l¢iim sayisina veya Olgililen analit
derisiminin biiylikliigiine baglidir. Yiiksek derisimler duyarliligin daha hizl bir sekilde
diismesine sebep olabilir. Ayrica, analit derisimine bagli olmaksizin, numunelerin
icinde deaktivasyon islemini hizlandiran diger kimyasal tiirler de bulunabilir. Bir diger
onemli Ozellik ise biyosensoriin muhafaza edilmesi ve kullanilmasi arasinda gegen
zamanin uzunlugudur. Biyosensoriin bir buzdolabi ortaminda muhafaza edilmesi
gerektigi gibi biyolojik bilesenin biyoaktivitesini koruyabilmesi i¢in 6zel bir kimyasal

ortamda saklanmasi da balirtilmektedir®®®®.

2.3.6.11. Basitlik ve Ucuzluk

Kullanimi, tasarimi basit ve wucuz biyosensorler tasarlamak biyosensor
yapiminda olduk¢a 6nemlidir. Maliyet genelde biyosensoriin hazirlanmasi giderleri ile
s0z konusu biyosensorle yapilan bir analizin giderlerinin toplamidir. Hazirlanma
giderlerinin az olmasi durumunda genelde analiz basina gelecek gider katkisi
azalacaktir”. Bu nedenle ilk biyosensorlerdeki karmagsik ve pahali olan yapilar daha
sonra basitlestirilmis, olabildigince maliyeti disiiriilmiistiir. Buna, ikinci kusak
biyosensorlerin yapilarinda bulunan medyatdrlerin daha gelismis modeller olan iigiincii

kusak biyosensérlerde ortadan kaldiriimasi 6rnek olarak verilebilir®.

2.3.6.12. Biyouyumluluk

Biyouyumluluk, akut izleme ve wuzun siireli implantasyon gibi tibbi
uygulamalarda kullanilan biyosensorlerde aranan en onemli Ozelliktir. Bu cihazlar,
cesitli organlarin dokulara uygulandiginda istenmeyen inflamatuar yanitlar ve fibroz
dokular olusturabilir. Bu anlamda daha iyi biyouyumluluk gosterebilen
biyomateryallerin gelistirilmesi arastirmalarin biiyiik bir kismmi olusturmaktadir®'.

Ayrica biyolojik sivilarla direkt temas halinde olan biyosensorlerin yiizeyinde
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olusabilecek matriks etkisinden kaynaklanan kirlilik, immobilize biyotabakaya

substratin diftizyonunu zorlastiracagindan cevabin yanhs olmasina neden olmaktadir’".

2.3.6.13. Kiiciiltiilebilirlik ve Sterilize Edilebilirlik

Elektrotlarinin sterilize edilebilmesi ve boyutlarmin kiiciiltiilmesi biyosensor
tasariminda biiylik 6nem tagimaktadir. Bununla beraber, biyosensor elektrotlarinin
yapisina giren biyolojik materyalin fiziksel dayaniklilii, sterilizasyonu kisitlayan en

6nemli parametredir®®’.

Enzim tabakasinin koruyucu bir membran tabakasiyla
kaplanmastyla sterilizasyon yapilabilmektedir™.

Dogal olarak tiim biyosensorlerin bu oOzelliklerin hepsine sahip olmasi olasi
degildir. Ancak dogru, duyarli, segici ve tekrarlanabilir sonuglar kesinlikle olmasi
gereken Ozelliklerdir. Bunlarin disindaki parametrelerdeki degisiklikler hazirlanan

biyosensoriin diger yontemlere gore avantaj ve dezavantajlari olarak diistiniiliir’'.

2.3.7. Biyosensorlerin Performansini Etkileyebilecek Durumlar
Bir biyosensoriin dl¢lim sonucu bir¢cok unsurdan etkilenmektedir, bunlar Sekil

2.21°de o6zetlenmistir

Bir bivosensériin elektroanalitik performansim
etkileyen faktérler
Elektrot \ Kiitle transferi /_Elektriksel etki\
v'  cinsi v"  konveksiyvon v’ potansiyel
v yiizey alam v difiizyon v akim
v’ geometrisi ¥’ yiizey derigimi v yik
v'  yuzey kosullar ¥" adsorpsiyon ¥"  impedans

/ Elektrolit tiiri \

v"  elektroaktif tiirlerin kiitle
derigimi

pH

¢ozich

eser safsizliklar

% .

Sekil 2.21. Biyosensor cevabin etkileyen parametreler®’.

. T N
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2.3.8. Biyosensorlerin Uygulama Alanlar

Biyosensorler ile; metabolitler, peptitler, proteinler ve DNA gibi
biyomolekiillerin yaninda bakteriler, viriisler gibi biyopartikiillerin ve bircok cevre
kirletici veya gida kontaminantinin yiiksek secimlilik ve duyarlilikla analizi
yapilabilmektedir.

Biyosensorlerin kullanim alanlari:

e gida liretimi ve analizleri,

e  kalite kontrol,

e endistriyel proses kontrolii,

e ilag liretimi ve analizi,

e  kriminal analizler,

e klinik diyagnostik, biyomedikal sektor analizleri
e cevre analizleri (endiistritel atik su kontrolii, hava kirliliginin kontrolii, vb.),
e tarim ve veterinerlik,

e biyolojik silah ajanlarinin tespiti,

e yapay organlar,

e  madencilik,

e askeri uygulamalar,

e mekanistik calismalar olarak dzetlenebilir’.

Bu alanlarin herhangi birinde kullanilacak biyosensdriin tasarimi, Ol¢iim
yaklagiminin amacia baghdir. Bir¢ok durumda numune tiirii biyosensor tasarimini
belirlemektedir. Ornegin, kan, kontamine atik su gibi potansiyel zararli numunelerde,
tek kullanimlik sensor tirleri tercih edilmektedir. Tek kullanimlik cihazlarin
gereksinimleri ok analiz yapan cihazlara gore farklidir®’.

Ozellikle biyomedikal sektdr biyosensorler igin en iyi pazardir. Bu alanda
piyasaya arz edilen ilk biyosensor seker hastalar1 i¢in tasarlanan glukoz
biyosensorleridir. Daha sonraki yillarda, viicuda implant edilebilen biyosensorler
gelistirilmistir. Bu tip biyosensorler biyolojik sivilar viicut disina alinmadan ve
tiiketilmeden analiz imkan1 verirler ki, 6zellikle ameliyat esnasinda analiz bilgilerinin

kesintisiz saglanmasi c¢ok Onemlidir. Sonug¢ olarak, saglik alaninda biyosensorler
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diyabetten kansere kadar birgok hastaligin tespit edilmesinde ve izlenmesinde
kullanilmaktadir.

Cevre icin gerekli olan toprak, hava ve su kirliliginin kontroliinde mikrobiyal
sensoOrler ve enzim sensorleri kullanilmaktadir. Gelecekte ilaglarin kotii amagla
kullanim1 ve uyusturucu ile miicadelede biyosensorlerin kullanilmasi s6z konusu
olacaktir. Bu durumda biyosensorler uyusturucu arayan kdpeklerin yerini alabilir.
Bakteriyolojik silahlardaki viriis, bakteri ve toksik ajanlar biyosensorler sayesinde
algilanmaktadir. Ornegin, kimyasal savas maddelerinde bulunan organofosfor
bilesikleri, kolinesteraz enzim sensorleri ile tespit edilir.

Enzim sensorleri, biyoteknoloji ve gida endiistrisinde basta glukoz olmak {izere
monosakkaritler, disakkaritler, amino asitler, organik asitler (laktik asit), iire ve alkol
tayinlerinde sikca kullanilmaktadir. Gidalardaki yabanci maddeleri (pestisitler,
toksinler, yabanci hormonlar vb.) tespit etmenin yaninda ayrica bu sensdrler bir de
aroma ve tazelik gibi 6zelliklerin incelenmesinde de kullanilirlar. Giliniimiizde de gida
zehirlenmelerinin gittikce artmasi ile toksik ve mikrobiyal kontaminantlarin daha hizli

tayinlerine olanak saglayan biyosensérlere ihtiya¢ duyulmaktadir’.

2.3.9. Voltametrik Teknikte Kullamlan Cihazlar

Voltametrik analizde kullanilan sistem; elektrokimyasal hiicre, analit ve destek
elektrolit adi verilen c¢ozelti igerisine daldirilmis ii¢ elektrottan olusan sistemin
potansiyostata baglanmasiyla olusturulur. Bu ii¢ elektrot; tepkimenin gergeklestigi
calisma elektrodu, potansiyel kontroliiniin gerceklestirildigi referans elektrot ve ¢aligsma
elektrodundaki ohm’luk diismeden kaynaklanan potansiyel degismesini onlemek icin

kullanilan yardimci elektrottan (karsit elektrot) olusmaktadir®.

2.3.9.1. Calisma Elektrodu

Yiizeyinde analitin ylikseltgenlik veya indirgenlik gdsterdigi, potansiyeli analitin
derigimine gore degiskenlik gosteren elektroda “calisma elektrodu” denir.

Son zamanlarda platin, glimiis, rutenyum, bakir, palladyum ve altin gibi metaller
yaygin bir bigimde kati elektrot olarak elektroanalitik kimyada kullanilmaktadirlar.
Genis potansiyel araliklari, zengin ylizeyleri ve tekrarlanabilir sonuglar1 sayesinde

birgok maddeyi tanimak ve ortamdaki miktarini tayin etmek icin kullanmlirlar®.
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2.3.9.2. Referans Elektrot

Analit ¢ozeltisinin bilesiminden bagimsiz sabit bir elektrot potansiyeline sahip
bir yar1 hiicredir ve anot olarak ele alinir. Elektrik direnci ¢ok biiyiik oldugu i¢in hemen
hemen hi¢ akim ge¢mez. Referans elektrot genellikle Ag/AgCl veya doymus kalomel
elektrot kullanilir. Bir referans elektrot, kolay hazirlanabilmeli, potansiyelin sicaklikla
degisim katsayis1 kiiclik olmali, belli bir akim araliginda tersinir davranmali, yani
icinden kiiciik akimlar gectiginde bile gerilimi sabit kalmalidir. Polarize edilemeyen bir
elektrot olmali, potansiyeli zamanla degismemeli, dogru ve tekrarlanabilir bir potansiyel

degerini hizl1 bir sekilde gosterebilmelidir®’.

Referans elektrot olarak “giimiis—giimiis kloriir”
Giimiis-glimiis kloriir elektrodu, AgCl+ e —= Ag+ Cl" tepkimesine dayanr.

Bir tiipiin en alt kisminda cam veya plastikten yapilmig poroz bir tipa, bunun iistiinde
cozelti sizmalarint 6nlemek icin potasyum kloriirce doymus bir koprii, onun iistiinde
kat1 potasyum kloriir ve en iistte de i¢ine 1-2 damla glimiis nitrat damlatilmis doymus
potasyum kloriir ¢6zeltisi mevcuttur (Sekil 2.22). Bu ¢ozeltiye ucu AgCl ile kaplanmis
giimiis bir tel daldirilir. Bu elektrodun doygun kalomel elektroda gore iistiinliigii daha

yiiksek sicakliklarda kullamlabilmesi ve daha az analitle tepkimeye girmesidir™.

= Teflon Yalitkan
= Doygun KCL Cozeltisi
w Ag/AgCl Tel

- Kati KCI

. GOzenekli Disk

Sekil 2.22. Ag/AgCl elektrodun sematik gosterimi’’.
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2.3.9.3. Karsit Elektrot

Bu elektrot, calisma elektroduyla bir ¢ift olusturmakta ve onu elektronlarla
beslemektedir. Ayrica ortamda olusabilecek istenmeyen akimlarin {izerinden ge¢gmesine
olanak saglar. Karsit elektrot, elektronlarin elektrigin sinyal kaynagindan gelip,
¢oOzeltinin icinden gecerek calisma elektroduna aktarilmasini saglar. Karsit elektrot

genellikle helezon seklinde bir platin tel veya bir civa havuzudur.

Karsit elektrot olarak “platin tel”

Akim c¢alisma elektrodu ile platin tel ikilisinden gegirilir ve g¢alisma

elektrodunun potansiyeli karsilastirma elektroduna kars: sifir akim altinda tespit edilir®.

2.3.10. Biyosensorlerde immobilizasyon Yoéntemleri

Biyokomponent, uygun bir immobilizasyon yontemiyle transdusere baglanir.
Bunun i¢in ¢ok c¢esitli immobilizasyon yoOntemleri vardir. Segilecek olan
immobilizasyon yontemi biyokomponent yapisina uygun olarak belirlenir. Genel olarak

adsorpsiyon, tutuklama, ¢apraz baglama ve kovalent baglama yontemleri tercih edilir.

2.3.10.1. Adsorpsiyon

Bu yontem, enzim immobilizasyonunda kullanilan en basit ve en eski
yontemlerden biridir. Kararligi ¢ok az oldugundan tercih edilmemektedir. Ancak,
immobilizasyon isleminin basit olusu ve immobilizasyon sirasinda enzim
saflastirmasina da olanak saglamasi bu yoOntemin avantajidir. Bu yontemde,
biyokomponentin transudiire nonkovalent etkilesimler (hidrojen bagi, coklu tuz

kopriileri ve Van der Walls kuvvetleri) ile adsorplanmasi prensibine dayanir’'.

2.3.10.2. Tutuklama
Biiyiik molekiil kiitleli biyomolekiillerin, bir membran veya tabaka iginde
hapsedilmesi ile yapilan immobilizasyon islemidir. Enzimler, polimer jel tabakalarda,

akrilamit polimerlerinde, silikon ve PVC (Polivinil Kloriir)’de tutuklanabilirler’”.
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2.3.10.3. Capraz Baglama

Biyomolekiillerin, glutaraldehit ve hekzametilen diizosiyanat gibi reaktiflerin
kullanilarak biyokompenent ile absorban arasinda c¢oziinmeyen kompleksler
olusturmasidir. Aralarinda en ¢ok kullanilan ¢apraz baglama ajant glutaraldehittir93.

Kovalent baglama ile enzim veya protein yapisindaki gibi bir¢ok biyoaktif
bilesenlerin 6nemli immobilizasyon reaksiyonlarindan birisi olan glutaraldehit ile

capraz baglama reaksiyon mekanizmasi sekil 2.23°de goriilmektedir.

Glutaraideht Olgoghutaraideht
HC=—0 HC =0 Hl=0 Hl=—0
_ " H__| H R H R, H H h R
I_H: — s e [, s s (s (2 [ s [ e [ e (S ([ e [ e [ e
CH, HN—enzim __
enzm
CH,
HC=—0 HC==NH Hl=—0
— (=—({—(—((—((=(—(—((—(=(—(—(—
HN=—— enzm

Sekil 2.23. Glutaraldehit ile enzimlerin amino gruplarmnin ¢apraz baglanmasi’.

2.3.10.4. Kovalent Baglama

Enzimin tasiyiciya kovalent baglanmasinda baglanma, enzimin katalitik
aktivitesi i¢cin gerekli olmayan gruplar (Tiyol, hidroksil, amino grup, karboksil gibi
niikleofilik 06zelligi olan gruplar) iizerinden gergeklesir. Baglanma, molekiil ici
baglanma oldugu i¢in oldukca kuvvetli ve saglamdir. Biyokompenentlerin bu yontemle
immobilizasyonu sicaklik, pH ve iyon siddeti gibi dis etkenlere kars1 direng saglar ve

biyosensériin dmriinii uzatir’.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Geregler

Calismada kullanilan arag-gere¢ ve kimyasallar asagidaki gibidir.

3.1.1. Cihazlar
Au (Au= Au' + ¢) Calisma Elektrodu (CHI, A.B.D)

Palm Sens Biyosensor (Hollanda)

Platin Tel Yardime1 Elekrot (CHI 115, A.B.D)
Ag/AgCl Referans Elekrot (CHI 111, A.B.D)
P1000 ve P20 Otomatik Pipetleri (Gilson, Fransa)
Termostatli su banyosu (Nuve, TR)

Manyetik Karistirici (Tiiv Bayern, Almanya)

pH Metre (Mettler Toledo)

Hassas Terazi (Mettler AJ100)

Sonikator (Resonik 1016, Tiirkiye)

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) (QUANTA FEG 650, A.B.D)
Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektrometresi (FTIR) (Jasco 6700, Japonya)

3.1.2. Kimyasallar
Monosodyumdihidrojenfosfat NaH,PO4 (Merck)
Disodyumbhidrojenfosfat Na,HPO4 (Merck)
Sodyum asetat trihidrat (Merck)

Asetik asit (%100) (Merck)
Distile/Bidistile su

Glutaraldehit (Sigma)

NaOH (Sigma)

HCI (%37) (Sigma)

Aliimina (Sigma)

Allimina soliisyonlar1

%96 Etanol (Sigma)

S1g1r serum albiimini (BSA) (Sigma)
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Jelatin (Sigma)

Demir siilfat (Merck)

HRP (Horse radish-yaban turpu peroksidaz’1) (256 U/mg) (Sigma P8375)
H,0, (Hidrojen peroksit) (Tipkimsan) (%35)

Hidroksilamin hidrokloriir (Merck)

YV V V VYV V

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler

Fosfat tamponu: 100 mM Fosfat tamponu hazirland1 (Na,HPO4/NaH,POy,
Disodyumbhidrojenfosfat ve monosodyumdihidrojenfosfat) ve ¢ozeltinin pH’s1 100 mM
NaOH ve HCI kullanilarak 7,0’a ayarlandi. Farkli derisimlerdeki ve pH daki tampon
cozeltileri hazirlamak i¢in de aym yol izlendi. Tampon ¢6zelti buzdolabinda +4 °C’de
saklandi.

Asetik asit/asetat tamponu: 100 mM Asetik asit/asetat tamponu hazirland
(Sodyumasetattrihidrat ve asetik asit) ve ¢ozeltinin pH’st 100 mM NaOH ve HCI
kullanilarak 6,0’a ayarlandi. Farkli derisimlerdeki ve pH daki tampon ¢ozeltileri
hazirlamak i¢in de ayn1 yol izlendi. Tampon ¢ozelti buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

HRP enzimi: HRP, yaban turpu koklerinden (Amoracia rusticana) izole edilir.
Bir ¢ozelti i¢indeki glukoz ve peroksit miktarlarini belirlemek i¢in genis kullanim alani
bulmustur®.

Deney sirasinda kullanilacak olan HRP enziminden 2 mg/dL derisimde stok
cozelti hazirland1 ve buzdolabinda bekletildi. Cozelti uzun siire kullanilmadig1 zaman
derin dondurucuda saklandx.

Demir siilfat ¢ozeltisi: Calismamizin ilk asamasinda 100 mM ve pH ’s1 6.0 olan
asetat tamponunda derisimi 200 pg/dL olan demir siilfat (Ferr6z demir) cozeltisi
hazirlanmistir. Daha sonra pH ve tampon derisimi optimizasyonlari tamamlanarak
demir siilfat ¢ozeltisi (Ferroz demir) belirlenen optimum degerlerde hazirlanmis ve
kullanilmustir.

100 mM ve pH’s1 6.0 olan asetat tamponunda, 800 ng/dL ferrdz demir iceren
ferroz siilfat stok cozeltisinden 200 ml hazirlandi. Bu ¢ozeltiden belirli bir miktar
alimarak ve ayni sekilde 100 mM asetat tamponu ile seyreltilerek farkli derisimlerde

demir siilfat ¢ozeltileri yapildi. Cozelti buzdolabinda +4 °C’de saklandi.
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Hidroksilamin hidrokloriir ¢ozeltisi (100 mg/dL): Kat1 haldeki hidroksilamin
hidrokloriir, optimum derisimi 200 mM ve pH’s1 5,0 olan asetat tamponunda ¢oziilerek
derisimi 100 mg/dL olacak sekilde hazirlanmistir.

Sodyum hidroksit c¢ozeltisi (100 mM): Kat1 haldeki sodyum hidroksit saf suda
coziilerek 100 mM derisimde ¢ozelti hazirlandi.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi (100 mM): Derisik HCI saf su ile seyreltilerek 100

mM derisimde ¢ozelti hazirlandi.

3.2. Orneklem

Tez ¢alismamiz i¢in, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan
Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan 3 mart 2017 tarihinde, 62 toplant1 sayili aragtirma
etigi izni alind1.

Karsilastirma deneyi igin, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik
Biyokimya Laboratuvari’ndan gerekli tetkikleri yapilarak islemleri tamamlanmis kan
serumu Orneklerinden yararlanildi. Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvari’nda,
gelistirdigimiz kan-serum demiri biyosensorii ile bu Ornekler {izerinde deneysel
olgiimler gerceklestirildi. Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik
Biyokimya Laboratuvari’nda 2,4,6-Tripyridyl-s-triazine (TPTZ) kromojenden
yararlanilan, spektrofotometrik yontem kullanilarak olciilen analizér serum-demir

degerleriyle sonuclarimiz karsilastirildi.

3.3. Yontem
3.3.1. Kanda demir tayinine yonelik biyosensoriin hazirlanmasi

3.3.1.1. Biyosensor temizligi

Oncelikle Au (Au=—=Au +e) elektrot fiziksel, kimyasal ve elektrokimyasal

yontemlerle temizlendi.

Temizlik asamalar1 asagida belirtildigi gibidir.

1. Bir miktar gama aliimina soliisyonu kadife ylizey iizerine damlatildi. Daha sonra

Au (Auc— Au +¢e) elektrot, kadife yiizey lizerine hafif bir sekilde halkalar
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cizerek gezdirildi. Boylece yiizeydeki tabaka veya herhangi bir kirlilik mekanik
olarak giderilmis oldu.

2. Au(Auc— Au +e)elektrot distile suyla durulandiktan sonra adsorblanmis

partikiilleri uzaklastirmak icin 5-10 dk %96’lik etanolde ve sonikator iginde
bekletildi. Tekrar distile suyla durulandi ve sonra 10 dk distile su igerisinde
sonikatorde bekletildi.

3. Au (Auc=2Au+e) Au (Auc—= Au +e) elektrot ylizeyinin elektrokimyasal

olarak temizlenmesi icin 0,1 N HCI ¢o6zeltisi igerisinde +1,0 ve -1,0

potansiyelleri arasinda en az onbes tane dongiisel voltammogram alindi.

3.3.1.2. Biyosensoriin hazirlanmasi

Biyosensoriin biyoaktif tabakasini olugturmak i¢in;

1. 30 mg BSA ve 45 mg jelatin, pH’s1 6,0 ve derisimi 100 mM olan 300 pL asetat
tamponu icerisinde ¢oziillip 35 °C’de 20 dakika bekletildi.

2. Karigimin 10 pL’si, 10 pL daha 6nce hazirlanan enzim ¢ozeltisi ile karistirilarak
elde edilen toplam hacim 20 pL olarak altin ¢alisma elektrodu iizerine yayildi.
Daha sonra iizerine 5 uL %2,5’lik glutaraldehit eklendi ve 1 saat UV 151k altinda
bekletildi.

3. Son olarak elektrot, pH’s1 6,0 ve derisimi 100 mM olan 5 mL asetat tamponunun

bulundugu tepkime hiicresine alindi. Biitlin optimizasyon deneyleri ayni

kosullarda hazirlanan Au (Au=— Au' + ¢ )elektrot kullanilarak yapildi.

Hazirlanan biyosensor ile dlglim calismalarinin yapildigi diizenegin fotografi

sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. Biyosensor diizenegi

3.3.2. Kan Serumunda Demir Tayini icin Gelistirilen Biyosensoriin Ol¢iim
Prosediirii

Kan serumu demir tayini igin gelistirilen biyosensoriin hazirlanmasi igin

kullanilan ¢alisma elektrodu Au(Au=— Au' + e )elektrottur. Demir tayini i¢in, enzimatik

tepkime sonunda ortamdaki arta kalan H,O, derisiminden yararlanilmistir. H,O,

indirgenmesi asagida gosterilmigtir'.
Fe" + H,0,«™ Fe" + HO + OH"
Indirgenmenin meydana gelecegi bir potansiyelde ¢alisildiginda, devreden gegen
anodik akim arta kalan H,O, derisimi ile dogru, Fe*" derisimi ile ters orantilidir.

Gelistirdigimiz kan serum demiri biyosensorii tepkime sonunda arta kalan H,O»

derigimini 6lgerek analiz etmektedir.
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1. SERUM DEMIRi BIYOSENSORUNUN OPTiMiZASYONU

A. BIYOSENSORUN pH OPTIMIiZASYONU

B. BiYOAKTiF TABAKANIN OPTIMIiZASYONU

HRP Enzimi BSA Jelatin Glutaraldehit
Optimizasyonu Optimizasyonu Optimizasyonu Optimizasyonu
C. DIGER OPTiIMIZASYON ASAMALARI
Tampon Derisimi Sicaklik uv H202 Tarama Hizi
Optimizasyonu Optimizasyonu Optimizasyonu Optimizasyonu Optimizasyonu

2. BIYOSENSORUN KARAKTERIZASYONU

Dogrusal Tayin Aralig

Biyosensor Sonuglarinin
Tekrarlanabilirligi

Tekrar Kullanilabilirlik

3. BIYOAKTIF TABAKANIN SEM VE FITR ANALIzZi

4, SERUM DEMIR ORNEKLERi UZERINDE KARSILASTIRMA DENEYLERI

Sekil 3.2. Kan demiri biyosensdriiniin gelistirilmesinde izlenen basamaklar1 gosteren sema
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3.3.3. Enzim Elektrodunun En iyi Cahisma Kosullarimin Belirlenmesi

Kanda demir tayini i¢in gelistirilen biyosensor i¢in oncelikle en iyi yanitin elde
edilebilecegi immobilizasyon kosullarinin tespit edilmesi hedeflendi. Bu amagla sirasi
ile pH, enzim derisimi, BSA, jelatin, glutaraldehit, tampon derisimi, H,O, derisimi,
ultraviyole 151k siiresi ve sicakligin biyosensor yaniti lizerine etkileri aragtirildi.

Bu calismada optimum tampon pH’si belirlenirken, transferrinin Fe™ serbest
biraktig1 pH’lardaki yanit akimlar1 degerlendirildi. Plazmada tastyici bir protein olan
transferrin, pH 5,6’ nin altindaki degerlerde Fe®* serbest birakmaktadir’.

Baslangigta 0,5 mg/mL enzim, pH degeri 6,0 olan 100 mM asetat tamponu, 30
mg BSA, 45 mg jelatin, %2,5 glutaraldehit derisimi, 100 mg/dL H,O,, 200 pg/dL demir
iceren FeSO4 (Ferroz siilfat) stok c¢ozeltisi ve 60 dakika ultraviyole 1s1k siiresi sabit
tutularak oda sicakliginda calisildi. Immobilizasyonun her bir parametresinin optimum
miktarinin belirlenmesi i¢in, diger degiskenler sabit tutularak sadece optimizasyonu
belirlenecek parametre degistirildi ve hazirlanan biyosensorle 6l¢iimler alindi.

Her bir optimizasyon asamasi i¢in, igerisinde 5 mL 100 mM asetat tamponu
bulunan hiicreye 200 pg/dL. demir igerecek sekilde hazirlanan FeSO4 (Ferroz stilfat)
cozeltisi ile 100 mg/dL H,O, ¢dzeltisinden sirast ile 5’er uL ilave edilerek Ol¢timler
gerceklestirilmis, optimizasyon saglandikca yeni optimizasyon degerleri ile caligmaya

devam edilmistir.

3.3.3.1. pH Optimizasyonu

pH degeri 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 ve 6,0 olan 5 mL, 100 mM asetik asit/asetat tampon
cozeltileri ile pH degeri 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 ve 8,5 olan 5 mL, 100 mM sodyum fosfat
tampon ¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra her bir pH degeri i¢in ayr1 ayr1 olmak {izere,
200 pg/dL demir igeren FeSO4 ¢ozeltisi ile 100 mg/dL. H,O, ¢ozeltisinden 5’er pL
Olctim hiicresi igerisine, sirasi ile ilave edildi. Tampon pH degeri ile yanit akimi
degerlerini gosteren grafik cizilerek optimum biyosensor yanitinin hangi pH’da oldugu

gosterildi.
3.3.3.2. Enzim Derisimi Optimizasyonu

Enzim derisimi miktarinin biyosensor cevabina etkisinin belirlenmesi i¢in, diger

degiskenler sabit tutulmak sureti ile biyoaktif tabakasi 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1
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mg/mL ve 2 mg/mL enzim derisimi igeren biyosensorler hazirlandi. Daha sonra
icerisinde 5 mL, pH’st 5,0 olan 100 mM asetat tamponu bulunan o6l¢iim hiicresi
icerisine, 200 pg/dL demir iceren FeSO4 cozeltisi ile 100 mg/dL H,O, c¢ozeltisinden
5’er pL sirasi ile ilave edildi. Hazirlanan elektrotlarla yapilan dl¢timlerden elde edilen
yanit akimi degerleri ve enzim derisimi arasindaki grafikten optimum enzim derisimi

miktar1 gdsterildi.

3.3.3.3. BSA Derisimi Optimizasyonu

BSA miktariin biyosensdr cevabina etkisinin belirlenmesi i¢in diger
degiskenler sabit tutulmak sureti ile 15 mg, 30 mg ve 60 mg BSA igeren biyosensorler
hazirlandi. Daha sonra igerisinde 5 mL, pH degeri 5,0 olan 100 mM asetat tamponu
bulunan 6l¢tim hiicresi igerisine, 200 pg/dL demir iceren FeSO4 ¢ozeltisi ile 100 mg/dL
H,0, ¢ozeltisinden 5’er pl, sirasi ile ilave edildi. Hazirlanan elektrotlarla yapilan
Olctimlerden elde edilen yanit akimi degerleri ve BSA derisimleri arasindaki grafikten

optimum BSA miktar1 gosterildi.

3.3.3.4. Jelatin Derisimi Optimizasyonu

Hazirlanan biyosensor ile en uygun jelatin miktarinin biyosensor yaniti iizerine
etkisini incelemek i¢in, 22,5 mg, 45 mg, 67,5 mg ve 90 mg jelatin derisimi igeren
biyosensorler hazirlandi. Daha sonra igerisinde 5 mL, pH’s1 5,0 olan 100 mM asetat
tamponu bulunan 6l¢iim hiicresi igerisine, 200 pg/dL demir igeren FeSOas ¢ozeltisi ile
100 mg/dL H,0, c¢ozeltisinden 5’er pL sirast ile ilave edildi. Hazirlanan her bir
elektrotla yapilan 6l¢iimlerden elde edilen yanit akimi degerleri ve jelatin derisimi

arasindaki grafikten optimum jelatin miktar1 gosterildi.

3.3.3.5. Glutaraldehit Derisiminin Optimizasyonu

Glutaraldehit derisiminin biyosensor cevabi iizerine etkisini incelemek i¢in diger
degiskenler sabit tutulmak sureti ile %2, %2,5, %3 ve %3,5 oraninda glutaraldehit
derisimlerinden 5’er uL kullanilarak biyosensorler hazirlandi. Daha sonra igerisinde 5
mL, pH degeri 5,0 olan 100 mM asetat tamponu bulunan 6l¢tim hiicresi igerisine, 200

ug/dL demir igeren FeSO4 ¢ozeltisi ile 100 mg/dL H,O, ¢odzeltisinden 5’er pL sirast ile
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ilave edildi. Elde edilen yanit akimi degerleri ve glutaraldehit derisimleri arasindaki

grafikten optimum glutaraldehit miktar1 gosterildi.

3.3.3.6. Tampon Derisimi Optimizasyonu

Hazirlanan biyosensoriin optimum pH degeri ve bu pH degerindeki uygun
tampon sisteminin belirlenmesinden sonra, tampon derigimlerinin biyosensor yaniti
lizerine etkisinin saptanmasi icin, farkli derisimlerdeki tamponlarla dl¢limler
gerceklestirildi. Bu amagla bir onceki calismada en uygun tampon sistemi olarak
belirlenen asetat tamponundan pH’st 5,0 olan 50 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM ve
400 mM derisimlerde tamponlar hazirlandi. Daha sonra bu tamponlardan sirasi ile
Olctim hiicresi icerisine 5 mL alinarak, her bir tampon i¢in ayr1 ayri 200 pg/dL demir
iceren FeSOs4 ¢ozeltisi ile 100 mg/dL H,O, ¢bzeltisinden 5’er pL sirasi ile ilave edildi.
Elde edilen yamit akimi degerleri, tampon derisimlerine karsi grafige gecirilerek

optimum tampon derigimi gosterildi.

3.3.3.7. H,O; Derisimi Optimizasyonu

Hazirlanan biyosensoriin optimum H,O, derisimi degerinin belirlenmesi igin,
icerisinde 5 mL, pH degeri 5,0 olan 200 mM asetat tamponu bulunan 6l¢iim hiicresi
icerisine, 200 pg/dL demir igeren FeSOa4 ¢ozeltisi ile her bir 6l¢iim icin ayr1 ayr1 olmak
tizere 10, 50 ve 100 mg/dL H,O, derisimleri kullanilarak 5’er pL eklemelerle bu
derisimden uygulandi. Elde edilen yanit akimi degerleri, H,O, derisimlerine karsi

grafige gecirilerek optimum H,0O, derisimi gosterildi.

3.3.3.8. UV Isik Siiresi Optimizasyonu

Ultraviyole 151k siiresinin optimizasyonu i¢in, biyoaktif tabakas1 30, 40, 50 ve 60
dk UV isik siirelerinde hazirlanan biyosensdrler kullanildi. Her bir UV 1s1k siiresi i¢in,
icerisinde 5 mL, pH degeri 5,0 olan 200 mM asetat tamponu bulunan Sl¢iim hiicresi
icerisine, 200 pg/dL demir iceren FeSOs ¢ozeltisi ile 50 mg/dL H,O, ¢ozeltisinden 5’er
uL sirast ile ilave edilerek dl¢iimler gergeklestirildi. Bu 6l¢iimler sonunda elde edilen
yanit akimi degerleri, UV 1s1k siiresine kars1 grafige gegcirilerek optimum UV 1s1k siiresi

gosterildi.
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3.3.3.9. Sicaklik Optimizasyonu

Hazirlanan demir biyosensorii ile sicakligin biyosensor yaniti iizerine etkisini
incelemek i¢in 30, 35, 40 ve 45 °C’da olclimler gergeklestirildi. Optimum sicakligin
belirlenmesi i¢in, i¢erisinde 5 mL, pH degeri 5,0 olan 200 mM asetat tamponu bulunan
Olciim hiicresi igerisine, 200 pg/dL. demir iceren FeSOs ¢ozeltisi ile 50 mg/dL. H,O,
cOzeltisinden 5’er pL, sirasi ile ilave edilerek yanit akimlar1 elde edildi. Elde edilen

yanit akimlart sicakliga karsi grafige gegirilerek optimum sicaklik degeri gosterildi.

3.3.3.10. Tarama Hiz1 Optimizasyonu

Hazirlanan demir biyosensorii ile tarama hizinin biyosensér yaniti iizerine
etkisini incelemek icin 0,05, 0,06 ve 0,07 V/s tarama hizlarinda Olc¢limler
gerceklestirildi. Optimum tarama hizinin belirlenmesi i¢in, igerisinde 5 mL, pH degeri
5,0 olan 200 mM asetat tamponu bulunan Sl¢iim hiicresi igerisine, 200 pg/dL demir
iceren FeSOa4 ¢ozeltisi ile 50 mg/dL H,O; ¢ozeltisinden 5’er pL sirasi ile ilave edilerek
yanit akimlar1 elde edildi. Elde edilen yanit akimlari1 tarama hizina kars1 grafige

gegirilerek optimum tarama hizi degeri gosterildi.

3.3.4. Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Goriintiileme

Taramal1 elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM), elektron
demetinin incelenen 6rnegin yiizeyi ile yaptig1 fiziksel etkilesmelerin sonucunda ortaya
¢ikan sinyallerin toplanmasi ve incelenmesi prensibine dayanarak goriintii elde eden
elektrooptik prensipler kapsaminda tasarlanmig bir cihazdir.

Taramali elektron mikroskobu kati yiizeyinin ¢ok ince bir tabakasinin
incelenmesi i¢in gelistirilmistir. Bu incelemeler sonucunda, maddenin fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri hakkinda ¢ok oénemli bilgiler elde edilir. Bunun i¢in kati maddenin
yiizeyi, ¢ok iyi odaklanmis bir elektron demetiyle ince tabakalar halinde taramir®.

Tek kullanimlik Au(Au=—=Au +e) elektrot ve Au(Au—— Au' +¢)elektrot

lizerine immobilize edilen HRP, BSA ve jelatinden olusan tabakanin, taramali elektron

mikroskobu ile ylizey fotograflar ¢ekildi.
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3.3.5. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) Verileri

Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) proteinler, karbonhidratlar,
yag asitleri, niikleik asitler ve polisakkaridler gibi bircok kimyasal bilesiklerin
belirlenmesi ve yapilariin aydinlatilmasi i¢in kullanilan yontemlerden biridir.

IR (Infrared) spektrumlarindaki absorpsiyon bandlarini tamimak icin, cesitli
titresim sekillerine verilen isimleri bilmek gerekir (IR alanda, gonderilen isinlarin
absorplanmasina temel olusturan ve enerji gereksinimini yaratan hareketler de bu
titresim hareketleridir). Bunlar gerilme titresimleri ve egilme titresimleri olarak iki
grupta toplanirlar. Gerilme titresimleri: ki atomun ortak eksenleri boyunca birbirine
yaklagsma ve uzaklasma hareketleridir: Egilme titresimleri: Atomlar arasindaki bag

acilar1 degismelerinden ibarettir’®"’

Cizelge 3.1. Bazi FTIR grup frekanslari®®

Grup Gésterim  Titresim dalga sayisi arahg (cm™)
O-H gerilme v(OH) 3640-3600

N-H genilme v(NH) 3500-3380

C-H genilme (Aromatik halka) v(CH) 3100-3000

C-H gerilme v(CH) 3000-2900

CHj gerilme v(CHj3) 2962=10 ve 2872=5
CH; genilme v(CH») 2926+10 ve 2853+10
C=C genilme v(CCO) 2260-2100

C=N gerilme v(CN) 2200-2000

NH; diizlem 151 biikiilme S(NH») 1600-1540

CH; diizlem 11 biikiilme 8(CH») 1465-1450

CH: dizlem i¢1 bikiilme 3(CHs) 1450-1375

C-S gerilme v(CS) 1200-1050

C-H diizlem di51 biikiilme v(CH) 650-800

Demir biyosensoriiniin yapisin1 aydinlatmak i¢in HRP, HRP-BSA-jelatin
karisim1 ve HRP-BSA-jelatin-glutaraldehit karigtmlarinin FTIR spektrumu alindi.

3.3.6. Gelistirilen Demir Biyosensoriiniin Karakterizasyonu
Demir biyosensorii  i¢in  kullanilan  biyobilesenlerin ~ immobilizasyon
parametrelerinin  ve c¢alisma kosullarimin  optimizasyonlart yapildiktan sonra

biyosensorlerin karakterizasyonu ¢aligmalarina gegildi.

53



3.3.6.1. Substrat Derisiminin Etkisi ve Calisma Arahginin Belirlenmesi

Haziladigimiz demir biyosensoriinlin substrat derisiminine etkisini belirlemek
icin, 5 mL, pH’s1 5,0 olan 200 mM asetat tamponun bulundugu 6l¢iim hiicresi igerisine
25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 600 ve 800 pg/dL demir iceren FeSOa4
cozeltilerinden 5 pL eklenerek her defasinda 50 mg/dL H,O, ¢ozeltisinden 5 pL ilave
edilerek yanit akimlar1 elde edildi. Bulunan degerler ferr6z demir derigimlerine karsi

grafige gecirilerek biyosensdriin ¢alisma araligi belirlendi.

3.3.6.2. Biyosensoriin Tekrar Kullamilabilirligi

Demir biyosensorii yanitinin tekrarlanabilirliginin belirlenmesi amaciyla, her
Olciimden sonra tekrar eklenen ve 5 mL, pH’s1t 5,0 olan 200 mM asetat tamponun
bulundugu oOl¢lim hiicresi igerisine, 200 pg/dL. demir iceren FeSO4 ¢dzeltisi ile 50
mg/dL H,O, ¢ozeltisinden 5’er pL sirasi ile ilave edilerek yanit akimlari elde edildi. On
kez ayn1 biyosensor ile 6l¢iim yapilarak elde edilen yanit akimlar1 6l¢iim sayisina karsi

grafige gecirildi.

3.3.6.3. Biyosensor Yamitimin Tekrarlanabilirligi

Bu c¢alismada demir tayini i¢in gelistirilen biyosensoriin 6l¢iim sonuglarmin
giivenilirligini  belirlemek i¢in Ol¢iim kalitesi arastirildi. Her Ol¢lim  igin,
biyosensoriimiiziin biyoaktif tabakasi yeniden hazirlandi. Daha sonra 5 mL, pH’s1 5,0
olan 200 mM asetat tamponun bulundugu calisma hiicresi icerisine 200 ug/dL demir
iceren FeSOa4 ¢ozeltisi ile 50 mg/dL H,0, ¢ozeltisinden 5’er pL sirasi ile ilave edilerek
yanit akimlar1 elde edildi. On kez tekrar edilen Olglimlere ait ortalama deger (X),

standart sapma (SS) ve varyasyon katsayist (% VK) belirlenmistir.

3.3.7. Kanda (insan serumunda) Demir Tayininlerinin Karsilastirilmasi

Kan serumunda demir tayini basta anemiler olmak iizere cesitli demir
metabolizma hastaliklarinin teshisi, taramasi ve takibinde kullanilmaktadir. Her insan
plazmasinda demir seviyesinin belli bir aralikta olmasi gerekmektedir. Serum demiri
derisimi referans araligi 50-120 pg/dL’ dir.

Dengeye getirilen biyosensoriimiiziin gercek numuneler {izerine yanit akimlarini

incelemek amaciyla 0,06 V/s calisma potansiyelinde, 5 mL, pH’1 5,0 olan 200 mM
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asetat tamponu igerisine 25 farkli 6rnekten saglanan 5’er puLL serum numunesi eklenerek
yaklagik 1’er dakika beklenmistir. Bu siirede tasiyici bir protein olan transferrinin pH
5,0’da ferrik demiri serbest birakmasi saglanmistir. Her hiicreye daha sonra sirasi ile
derigimi 100 mg/dL olan hidroksilamin hidrokloriir ¢6zeltisinden ve derigimi 50 mg/dL
olan H,0, ¢ozeltisinden 5’er puL hiicre igerisine sirasi ile ilave edilerek alinan yanit
akimlar1 kaydedilmistir. Kaydedilen yanit akim degerleri incelenmis ve serumundaki
ferrik demir konsantrasyonu, biyosensoriin kalibrasyon egrileri kullanilarak

hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyosensoriin Calisma Kosullarinin Optimizasyonu

Tip alaninda rutin analizlerde kullanilan ve fazla maliyet getiren yontemlerin
yerine; daha ucuz, daha kisa siirede yanit verebilen ve daha az 6rnegin yeterli oldugu
biyosensorlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu amagla gelistirecegimiz kan serumu
demir biyosensorlii pratikte uygulanmaya basladigit zaman, tip alanmma ve iilke
ekonomisine dnemli katki saglayacaktir.

Demir tayini i¢in tasarlanan biyosensoriin ideal 6l¢iim kosullarini saptamak igin,
daha 6nceden HRP enzimi ve kan demiri tayini ile ilgili gergeklestirilmis calismalar goz

Oniine alindi. Degerler saptandikca optimum degerler kullanilmaya baslandi.

4.1.1. Calisma Arahginin Belirlenmesi

Calismamizin yontemi HRP enziminin, substrat olarak H,O,’i kullanmasina
dayanmaktadir. Calisma araliginin belirlenmesi amaciyla daha 6énceden yapilmis olan
caligmalar goz Oniine alinmistir. Biyoaktif tabaka, Au (Au— Au' + ¢ )elektrot {izerine
HRP enzimi, BSA, jelatin ve glutaraldehit’in UV 151k yardimiyla immobilize edilmesi
ile hazirlandi. Hazirlanan biyosensorde kutuplarin bir ucu elektroda diger ucu ise dl¢iim

hiicresine daldirilarak sabitlendi ve Sekil 4.1°de goriilen dongiisel voltammogram elde

edildi.
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Sekil 4.1. Dongiisel voltammogram

Dongiisel voltammogramdan alinan sonuglar dogrultusunda calismalara 0,2-1,4

V sabit akim araliginda devam edildi. Dongiisel voltammogram 6l¢iim verileri agagidaki

gibi belirlendi:

t equilibration : 10 s
E begin: 0,2 V

E vertex1: 0,2 V

E vertex2: 1.4 v

E step: 0,004 V
Scan rate: 0,06 V/s

Number of scans: 1

4.1.2. Caliyma Tamponu ve Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Calisma tamponu ve optimum pH degerinin belirlenmesi i¢in, pH 4,0; 4,5; 5,0;
5,5; ve 6,0’da 100 mM asetik asit/asetat tampon ¢ozeltileri ile pH 6,5; 7,0; 7,5; 8,0 ve
8,5’de olan 100 mM sodyum fosfat tamponlarinda ol¢iimler yapilarak Lineer Sweep

egrileri elde edildi (Sekil 4.2).
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Egrilere ait maksimum yanit akimi degerinin pH’e kars1 grafigi Sekil 4.3’de

gosterildigi gibidir.

Yanit Akimi (pA)

- T T T T Y T v T T T
0.80 0.90 1.00 1.10 1.20

Potansiyel (v)

Sekil 4.2. pH degisiminin biyosensor yaniti iizerine etkisini gdsteren Lineer Sweep gosterimi.

58
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Sekil 4.3. pH degisiminin biyosensor yaniti iizerine etkisi.

Maksimum o6l¢iim degeri 5 mL, pH 6,0’da 100 mM asetat tamponunda elde
edildi. Fakat biyolojik sivilarda Fe’* derisimi 6l¢iimii amaglandigindan, tranferrinin
Fe*™ii 5,5’in altindaki pH’larda serbest birakmasi nedeni ile ve HRP enziminin katalitik
aktivitesi devam ettigi i¢in, ¢alismamiza pH’s1 5,0 olan 100 mM asetat tamponunda

devam edildi.

4.1.3 Optimum Enzim Derisiminin Belirlenmesi

Optimum enzim derisiminin belirlenmesi amaci ile 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1
mg/mL ve 2 mg/mL derisimdeki ve sirasi ile 64, 128, 256 ve 512 U/mg enzim aktivitesi
iceren HRP enzim degerlerinde Olglimler alinarak Lineer Sweep egrileri elde edildi
(Sekil 4.4).

Egrilere ait maksimum yanit akimi degerinin enzim derisimine karsi grafigi

Sekil 4.5’ de gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.4. Enzim derisiminin biyosensdr yanit1 izerine etkisini gosteren Lineer Sweep gosterimi

12
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Akim Farki (uA)

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Enzim Derigimi (mg/mL)

Sekil 4.5. Optimum enzim derisiminin bulunmas1 amactyla degisik enzim derisimlerinin biyosensor yanit

akimi Uzerine etkisi
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Sekil 4.5°de elde edilen degerlerde en yiiksek yanit akimina sahip enzim
miktarinin 0,5 mg/mL (128 U/mg) HRP enzim derisiminde oldugu saptanmistir.
Bundan sonraki ¢aligmalara 0,5 mg/mL (128 U/mg) HRP enzim derisimi kullanilarak

devam edildi.

4.1.4. Optimum BSA Derisiminin Belirlenmesi

Optimizasyon calismalarindan elde ettigimiz; 5 mL, pH’s1 5,0 olan 100 mM
asetat tamponu ve 0,5 mg/mL enzim derisimi kullanildi. BSA, jelatin ve glutaraldehit
degerleri saptandik¢a bulunan optimum degerler kullanilmaya baslandi.

BSA miktar1 15, 30 ve 60 mg olan ¢ozeltiler ile hazirlanan li¢ farkli BSA-
jelatin/HRP/glutaraldehit modifiye biyosensorii ile yapilan Ol¢iimlerde Lineer Sweep
egrileri elde edildi (Sekil 4.6).

Egrilere ait maksimum yanit akimi degerinin sigir serum albumin derisimine

kars1 grafigi, Sekil 4.7’ de gosterildigi gibidir.

Alam Farki (uA)

v T hd T T v T L] LJ
0.90 0.95 1.00 1.05 1.70 1.15 1.20

Potansiyel (V)

Sekil 4.6. BSA miktarinin biyosensdr yaniti lizerine etkisini gosteren Lineer Sweep gosterimi
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Sekil 4.7. BSA miktarindaki derisiminin biyosensor yaniti {izerine etkisi.

Sekil 4.7°de elde edilen degerlerde en yiiksek yanit akimina sahip BSA
miktarinin 30 mg oldugu belirlenmistir. Bundan sonraki g¢aligmalara 30 mg BSA

derisimi kullanilarak devam edildi.

4.1.5. Optimum Jelatin Derisiminin Belirlenmesi

Jelatin miktar1 22,5, 45, 67,5 ve 90 mg olan ¢ozeltiler kullanarak hazirlanan dort
farkli BSA-jelatin/HRP/glutaraldehit modifiye biyosensorii ile yapilan Ol¢limlerde
Lineer Sweep egrileri elde edildi (Sekil 4.8).

Egrilere ait maksimum yanit akimi degerinin jelatin derisimine karsi grafigi

Sekil 4.9° da gosterildigi gibidir.
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Akim Farki (pA)
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Potansiyel (V)
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1.20

Sekil 4.8. Jelatin derisiminin biyosensdr yaniti {izerine etkisini gosteren Lineer Sweep gosterimi

Yanit Akimi (LA)

9,3

8,7

8,4

8,1

7,8

7,5

22,5 45 67,5 90
Jelatin Derisimi (mg)

Sekil 4.9. Jelatin derisiminin biyosensor yaniti lizerine etkisi
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Sekil 4.9°da elde edilen degerlerde en yiiksek yanit akimina sahip jelatin
miktarinin 67,5 mg oldugu belirlenmistir. Bundan sonraki ¢alismalara 67,5 mg jelatin

derisimi kullanilarak devam edildi.

4.1.6. Optimum Glutaraldehit Derisiminin Belirlenmesi

Capraz baglayict olarak kullanilan glutaraldehitin %2, %2,5, %3 ve %3,5 olan
cozeltileri kullanilarak hazirlanan BSA-jelatin/HRP/glutaraldehit modifiye biyosensorii
ile yapilan dl¢limlerde Lineer Sweep egrileri elde edildi (Sekil 4.10).

Egrilere ait maksimum yanit akimi degerinin glutaraldehit derisimine kars

grafigi Sekil 4.11° de gosterildigi gibidir.

1 % 3
104 /
1 % 3.5 /‘

o % 2.5 : /

= % 2
a= 6+
8
E
-—
<x
4
2_
]
O Ll T T T Ll T
0.90 0.95 1.00 1.05 1.10 1.15 1.20

Potansiyel (V)

Sekil 4.10. Glutaraldehit derisiminin biyosensor yaniti lizerine etkisini gosteren Lineer Sweep Gosterimi.
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Yanit Akimi (pA)
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Glutaraldehit Derisimi (%)

Sekil 4.11. Glutaraldehit derisiminin biyosensor yaniti lizerine etkisi

Sekil 4.11°de elde edilen degerlerde en yiiksek yanit akimina sahip glutaraldehit
derisiminin %3 oldugu belirlenmistir. Bundan sonraki ¢alismalara %3 glutaraldehit

derigimi kullanilarak devam edildi.

4.1.7. Optimum Tampon Derisiminin Belirlenmesi

Optimum tampon derigiminin belirlenmesi amaciyla 5 mL, pH 5,0’da derigimi
50 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM ve 400 mM olan asetat tamponlar1 kullanilarak
yapilan 6l¢iimlerde Lineer Sweep egrileri elde edildi (Sekil 4.12).

Egrilere ait maksimum yanit akimi degerinin tampon derisimine karsi grafigi

Sekil 4.13” de gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.12. Tampon derisiminin biyosensor yaniti lizerine etkisini gosteren Lineer Sweep gosterimi
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Sekil 4.13. Optimum tampon derisiminin bulunmasi amaciyla degisik tampon derisimlerinin biyosensor

yanit1 lizerine etkisi.

Sekil 4.13’de elde edilen degerlerde en yiiksek yanit akimina sahip tampon
derisiminin 200 mM oldugu belirlenmistir. Bundan sonraki ¢alismalara derisimi 200

mM olan asetat tamponu kullanilarak devam edildi
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4.1.8. Optimum H;0; Derisiminin Belirlenmesi

Olgiimlerde kullanilacak optimum H,0O, derisimi degerinin belirlenmesi i¢in, 5
mL, pH 5,0°da derisimi 200 mM, olan asetat tamponunda 10, 50 ve 100 mg/dL H,O,
derigimleri kullanilarak yapilan Ol¢imlerde Lineer Sweep egrileri elde edildi (Sekil
4.14).

Egrilere ait maksimum yanit akimi degerinin H,O, derisimine kars1 grafigi Sekil

4.15° de gosterildigi gibidir.

10
& 50 g/dL /
d 10 g/dL
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0.90 1.00 1.10 1.20 1.30

Potansiyel (V) |

Sekil 4.14. H,0, derisiminin biyosensor yaniti lizerine etkisini gosteren Lineer Sweep gosterimi.

12

| Yanit Akim (pA) |

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Hidrojen Peroksit Derigimi mg/dL

Sekil 4.15. Gelistirilen biyosensor i¢in H,O, derisimi egrisi.
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Sekil 4.15°de elde edilen degerlerde en yiiksek yanit akimina sahip H,O;
derisiminin 50 mg/dL oldugu belirlenmistir. Bundan sonraki ¢alismalara derigimi 50

mg/dL olan H,O; kullanilarak devam edildi.

4.1.9. Optimum UV Isik Siiresinin Belirlenmesi

UV 151k siiresinin optimizasyonu i¢in, biyoaktif tabakasi1 30, 40, 50 ve 60 dk UV

151k siireleri kullanilarak hazirlanan biyosensorler ile yapilan dl¢limlerde Lineer Sweep

egrileri elde edildi (Sekil 4.16).

Egrilere ait maksimum yanit akimi degerinin UV 1s1k siiresine kars1 grafigi Sekil

4.17° de gosterildigi gibidir.

10 4

Yanit Akimi (pA)
]

T v v T
1.10 1.20

Potansiyel (v) I

Sekil 4.16. UV 151k etkisi siiresinin biyosensor yaniti iizerine etkisini gosteren Lineer Sweep gosterimi.
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Sekil 4.17. Gelistirilen biyosensor igin ultraviyole 151k etki siiresi egrisi.

Sekil 4.17°de elde edilen degerlerde en yiiksek yanit akimina sahip UV 1s1k
siiresinin 40 dk oldugu belirlendi. Bundan sonraki c¢alismalara biyosensoriimiiziin

biyoaktif tabakasi i¢in 40 dk UV 151k siiresi kullanilarak devam edildi.

4.1.10. Optimum Sicaklik Degerinin Belirlenmesi

Optimum sicaklik degerlerinin belirlenmesi amaciyla 30 °C, 35 °C, 40 °C ve 45
°C sicakliklarda yapilan dl¢timlerde Lineer Sweep egrileri elde edildi (Sekil 4.18).

Egrilere ait maksimum yanit akimi degerinin sicakliga kars1 grafigi Sekil 4.19°

da gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.18. Sicakligin biyosensor yaniti lizerine etkisini gosteren Lineer Sweep gosterimi.

18

15

[
N

Yanit Akimi (LA)

25 30 35 40 45 50

Sicaklik (°C)

Sekil 4.19. Biyosensoriin aktivitesine sicakligin etkisi.
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Sekil 4.19°da elde edilen degerlerde en yliksek yanit akimina sahip sicakligin 40

°C oldugu belirlendi. Bundan sonraki ¢alismalara 40 °C sicaklik kullanilarak devam

edildi.

4.1.11. Optimum Tarama Hizi1 Degerinin Belirlenmesi
Optimum tarama hizinin belirlenmesi i¢in, elde edilen optimum degerler
kullanilarak hazirlanan kan demiri biyosensoriimiiz ile 0,05; 0,06 ve 0,07 V/s tarama

hizlarinda yapilan 6l¢iimlerde dongiisel voltammogram egrileri elde edildi (Sekil 4.20).

15
- 0,06 V/s
10 -
- 0,07 V/s ~
« 0,05 V/s =
| s
E
=
<T
b —
|~
8
=10 ey v

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

Potansiyel (v)

Sekil 4.20. Biyosensoriin tarama hizi 6lgtimlerini gosteren dongiisel voltammogramlar
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Sekil 4.21. Biyosensoriin aktivitesine tarama hizinin etkisi.

Sekil 4.21°de elde edilen degerlerde en yiiksek yanit akimina sahip tarama

hizinin 0,06 V/s oldugu belirlendi. Bundan sonraki ¢alismalara 0,06 V/s tarama hizi

kullanilarak devam edildi.

4.2. Taramah Elektron Mikroskopu (SEM) Analizi

Au (Auc— Au +¢e)elektrot lizerine immobilize edilen HRP, BSA ve jelatinden

olusan tabakanin, taramali elektron mikroskobu ile ¢ekilen yiizey fotograflari sirasiyla

Sekil 4.22, 4.23, 4.24 ve 4.25’de gosterilmistir.
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10:17:15 AM 20.00 kV

Sekil 4.23. Tek kullanimhik Au(Auz==Au'+¢) elektrot {izerine immobilize edilmis HRP, BSA ve

jelatinden olusan biyoaktif tabakanin SEM goriintiisii (40 pm).
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Sekil 4.25. HRP, BSA, jelatin ve glutaraldehitten olusan biyoaktif tabakanin SEM goriintiisii (5 pm).
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Yiizeyi ¢iplak Au (Au—= Au' + e )elektrot yiizeyi ve HRP enzimi immobilize
edildikten sonra SEM goriintiilerine bakildiginda ikisinin birbirinden farkli oldugu

goriilmektedir.  Sekil 4.22°de tek kullanimlik Au (Aue=—= Au' +¢e) elektrot yiizeyinin

kismen piiriizlii oldugu goriilmektedir. Sekil 4.23°deki SEM goriintiisii, tek kullanimlik

Au(Au—— Au +¢) elektrot iizerindeki immobilize edilmis HRP, BSA ve jelatinden

olusan biyoaktif tabakanin zemini tamamen doldurmus oldugu goriilmektedir. Biiyiiltme
miktar1 artirillarak SEM alindiginda biyoaktif tabakanin sikisik tanecikli yapiya sahip
oldugu izlenmektedir. Sekil 4.25°de ise glutaraldehit ile muamele sonrasi SEM
gorilintiisii sunulmustur. HRP enziminin immobilizasyonu ile yeni bir morfolojik yap1

olusmustur. Bu morfolojik yap1 bize HRP enziminin Au(Au—= Au' + ¢) elektrot lizerine

basaril bir sekilde immobilize edildigini gdstermektedir.

4.3. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Demir biyosensoriiniin yapisimt aydinlatmak i¢in HRP, HRP-BSA-jelatin
karistm1 ve HRP-BSA-jelatin-glutaraldehit karisimlarinin FTIR spektrumu alindi. HRP
ve biyoaktif tabakaya ait Sekil 4.26, 4.27, 4.28 ve 4.29°de 400-4000 cm™' araliginda
alman FTIR spektrumlar1 goriilmektedir. Sekil 4.25°de serbest HRP enzimine ait FITR
spektrumunda goriilen piklerin, liyofilize haldeki HRP enzimini hazirlamak ve stok
HRP enzimini seyreltmek ic¢in kullanilan fosfat ve asetat tamponlarindaki iyonlarin

varligini gostermektedir.
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Sekil 4.27 ve sekil 4.28 incelendiginde, N-H gerilme titresimini gosteren ve
3250-3330 cm’de gozlenen karakteristik bant, HRP-BSA-Jelatin-Glutaraldehit i¢in
3273 cm™ ‘de goriilmektedir. C-H gerilme titresimini gosteren ve 2840-3000 cm™’de
gozlenen karakteristik bant, HRP-BSA-Jelatin-Glutaraldehit i¢in 2921 cm™ ‘de
goriilmektedir. C=N gerilme titresimini gdosteren ve 1640-1690 cm'’de gozlenen
karakteristik bant, HRP-BSA-Jelatin-Glutaraldehit i¢in 1648 cm™’de goriilmektedir.
C=0 gerilme titresimini gdsteren ve 1500-1700 cm™’de gozlenen karakteristik bant,
HRP-BSA-Jelatin-Glutaraldehit icin 1537 cm” ‘de goriilmektedir. S=O gerilme
titresimini gosteren ve 1335-1370 cm™’de gozlenen karakteristik bant, HRP-BSA-
Jelatin-Glutaraldehit i¢in 1358 cm™ ‘de gériilmektedir. C-O gerilme titresimini gosteren
ve 1000-1300 cm™’de gozlenen karakteristik bant, HRP-BSA-Jelatin-Glutaraldehit i¢in
1014 cm™"de goriilmektedir.
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Sekil 4.29. HRP, HRP-BSA-jelatin karisim: ve HRP-BSA-jelatin-glutaraldehit karigimina ait FTIR

grafiklerinin birlikte goriintiisii.

4.4. Biyosensoriin Karakterizasyon Calismalarina Iliskin Bulgular
Demir biyosensorii  i¢in  kullanilan  biyobilesenlerin ~ immobilizasyon
parametrelerinin  ve c¢alisma kosullarimin  optimizasyonlar1 yapildiktan sonra

biyosensorlerin karakterizasyonu ¢aligmalarina gegildi.

4.4.1. Biyosensoriin Tekrar Kullanilabilirligi

Her 6l¢iimden sonra tekrar yenilenen ve 5 mL, pH’s1 5,0 olan 200 mM asetat
tamponu igerisine, 200 pg/dL demir iceren FeS0, ¢ozeltisinden ve 50 mg/dL H,O,
cozeltisinden siras1 ile 5’er pL eklenerek, ayni biyosensor ile yapilan oOl¢timlerde
dongiisel voltammogram egrileri elde edildi (Sekil 4.30).

Egrilere ait maksimum yanit akimi degerinin 6l¢lim sayisina karsi grafigi Sekil

4.31° de gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.31. Biyosensor aktivitesine 6l¢iim sayisinin etkisi.

Sekil 4.32°da elde edilen degerlerde, Ol¢lim sayisi arttikca biyosensoriin yanit

akiminin azaldig: goriildii.

79



4.4.2. Biyosensor Yamtlarinin Tekrarlanabilirligi

Demir tayini ig¢in gelistirilen biyosensoriin dlgiim sonuglarinin  giivenilirligi
arastirildi. Olgiimler 0,06 V/s tarama hizi, 40 °C sicaklik ve pH’s1 5,0 olan 200 mM
asetat tamponunda yapildi.

Olgiim hiicresi igerisine 200 pg/dL demir igeren FeSO, gozeltisinden ile

derigimi 50 mg/dL olan H,O, ¢dzeltisi sirasiyla 5’er uLL eklenerek yanit akimlari elde
edildi. Biyoaktif tabakasi her defasinda yenilenerek, 10 kez tekrar edilen Ol¢limlere ait
ortalama deger (X), standart sapma (SS) ve varyasyon katsayis1 (%C.V.) Tablo 4.1°de
verilmigtir.

- Varyasyon Kkatsayisi: Standart sapmanin ortalamaya gore degisimidir.

Asagidaki formiille hesaplanmaktadir.
CV = 100¢(sp/x)

Cizelge 4.1. Biyosensor yanitlarinin tekrarlanabilirlik degerlerini gosteren ¢izelge

Deneme 112 13 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10] x ss. | cv.
Say1s1

Ferr6z Demir
210 | 198 | 211 | 195 | 225 | 192 | 200 | 183 | 180 | 185 | 197.9 14,345 7,296
Derisimi pg/dL

4.4.3. Analiz Ol¢iim Arahg ve Sinir
Belirlenen optimum kosullarda hazirlanan biyosensor ile kan serum demirinin
belirlenebilecegi tayin araliginin tespit edilmesi i¢in, 6l¢tim hiicresi igerisine 25, 50, 75,

100, 150, 200, 250, 300, 400, 600 ve 800 ug/dL ferrdz demir igeren FeSO,

cozeltilerinden her bir derisim i¢in 5’er pL, her birinin iistiine 50 mg/dL olan H,0,
cozeltisinden 5 pL eklenerek yanit akimlari elde edildi. Standart olarak kullanilan farkli

ferr6z demir derigimlerinde 6l¢timler yapildi.
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Sekil 4.32. Gelistirilen demir biyosensoriiniin yanit akimina substrat derigsiminin etkisi

Sekil 4.32°deki degerlere lineer regresyon analizi uygulandiginda ferr6z demir

icin dogrusal ¢alisma aralig1 Sekil 4.33’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.33. Gelistirilen ksn demiri biyosensorii ile farkli ferrdz siilfat derigsim araliklarinda elde edilen

kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.32°de verilen degerler kullanilarak en yiiksek yanit akimini elde edildigi
deger (demir derisimi olarak alt 6l¢iim sinir1) 25 pg/dL, dogrusal ¢alisma aralig ise 25

pg/dL - 200 pg/dL olarak bulundu.

4.5. Kanda (Serumda) Demir Tayini
Kan serumunda yapilan demir tayini analizi sonunda 6lgiilen yanit akimlarina
kars1 gelen derisim degerleri kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplandi ve Cizelge

4.2°de gosterildi.

Cizelge 4.2. Serum numunelerinde hesaplanan demir miktarlari.

Kan Kan Demiri Biyosensorii Cukurova Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Serum Sonuglar1 (ng/dL) Klinik Biyokimya Laboratuvar
Ornegi Sonuclar: (ng/dL)

1 88 70
2 118 78
3 112 113
4 182 123
5 152 112
6 62 93
7 221 226
8 101 89
9 87 39
10 78 52
11 196 188
12 56 44
13 182 140
14 18 23
15 108 123
16 152 85
17 57 28
18 326 317
19 468 432
20 146 79
21 208 145
22 182 100
23 107 118
24 290 321
25 106 122
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Cizelge 4.3. Kan serum demiri biyosensérii ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik

Biyokimya sonuglarina iligkin tanimlayici istatistikler

n Ort + SS (min —maks) Medyan (IQR) p-degeri
Kan demiri biyosensorii 25 152.12 £98.16 (18 —468) 118 (88 — 182)
0.0025
Klinik Laboratuvar 25 130.40 + 98.95 (23 —432) 112 (78 — 140)

Ort: ortalama, SS: standart sapma, min: minimum, maks: maksimum, IQR: ¢eyreklikler arasi mesafe

(interquartile range)
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Sekil 4.34. Kan serum demiri biyosensérii ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik

Biyokimya sonuglarini karsilastiran Bland-Altman grafigi

Bu c¢alismada gelistirilen kan demiri biyosensorii ile yapilan 6l¢iimler ile Klinik
Biyokimya laboratuvardan alinan sonuglar arasindaki uyum Bland-Altman analizi ve
grafigi ile belirlendi (Sekil 4.34). Elde edilen sonucglara gore, kan serum demiri

biyosensorii ile Klinik Biyokimya laboratuvar degerleri ortalamanin +1,96 standart

sapma araliginda uyumlu olarak kaldig1 saptandi (d = 21.72, %95 GA 8.458 - 34.981).
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Sekil 4.35. Kan serum demiri biyosensorii ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik

Biyokimya sonuglarini kargilagtiran Box-Plot ve Sagilim Grafigi

Cizelge 4.4. Kan serum demiri biyosensérii ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik

Biyokimya sonuglarini karsilagtiran Sperman rho tablosu.

[liski ve Uyum Istatistikleri Deger %095 Giiven Aralig1
Spearman’s Rho KK (p) 0.865 0.714 - 0.939
Sinif-i¢i (Intraclass) KK (ICC) 0.972 0.938 -0.988
Konkordans KK (CCC) 0.924 0.840 — 0.964

Kan serum demiri biyosensorii ile merkez laboratuvar sonuglari arasindaki iligki

ve uyum ile ilgili tiim istatisksel analizler R 3.6.0 (www.r-project.com) programi

yardimiyla gerceklestirildi. Veriler Cizelge 4.4’de goriildiigii gibi Spearman’in rho,
siif-i¢i korelasyon katsayis1 ve konkordans korelasyon katsayisi ile kontrol edildi. Elde
edilen sonuglar, spearman’in rho katsayisina gore kan demiri biyosensorii ile merkez
laboratuvar sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yiiksek bir iligki
bulundu (p=0,865, p<0,05). Sinif-i¢i ve konkordans korelasyon katsayilarina gore ise
gelistirilen kan demiri biyosensorii ile elde edilen Ol¢limlerle merkez laboratuvardan

alian 6l¢iimler arasinda anlamli bir uyum oldugu goriildii.

84



5. TARTISMA

Bir biyosensor genellikle biyolojik bir yaniti, 6l¢iilebilir ve islenebilir bir sinyale
doniistiiren analitik bir cihaz olarak tanimlanir’. Biyosensorler, viicut sivilari,
yiyecekler, hiicre kiiltiirleri dahil olmak iizere ¢ok cesitli 6rneklere uygulanabilir ve
cevresel atiklar1 analiz etmek i¢in kullanilabilir'®. Biyosensérlerde kullanilan tipik
tanima elemanlar1 sunlardir: enzimler, niikleik asitler, antikorlar, biitiin hiicreler ve
reseptorleridir. Bunlardan enzimler en yaygi kullanilanidir™".

Demir eksikligi anemisi, diinyadaki en yaygin beslenme bozuklugu olup, anemi
vakalariin yaklagik yarisini olusturur, viicuttaki diisiik demir depolari nedeniyle
eritrositlerin iiretimi azalir'®®. Talesemiler ve benzeri birgok kan hastaligi ise viicutta
demir birikimine yol acar. Saglik sektdriinde, hastaliklarda biyolojik molekiillerin
algilanmasi, izlenmesi ve tanimlanmasinda giivenilir, hizli ve diisiik maliyetli sistemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismada serumda Fe’™iin nicel tespitini kisa siirede ve
uygun maliyette 6lgebilen bir biyosensor gelistirilmistir.

Serum Fe'* tayini i¢cin HRP enzimi, ulasilabilir ve ucuz olmasi nedeni ile tercih
edildi. Biyosensor calismalarinda, glukoz oksidaz enzimi ile beraber HRP en sik
kullanilan enzimdir’’. Enzimler, substratlari iiriinlere doniistiirmek icin giiclii katalizor
gorevi goren proteinlerdir. Oksidorediiktaz enzimleri, elektron {iireten veya tiiketen
tepkimeleri katalize ederler. Boylece substrat, antikor-antijen etkilesime benzer sekilde
enzimin baglanma cebi ile taninir. Bu tiir spesifik baglayici ceplere sahip enzimler,

elektronlarin tespit edildigi enzimatik biyosensorlerde kullanilabilir*.

Gautham ve arkadaslart Au (Au= Au" + & )elektrot {izerine immobilize edilmis

HRP’nin dogrudan elektrokimyasi iizerinde ¢alismislardir. immobilize edilmis HRP/Au

(Au— Au' + ¢ )konjugatinin karakteristik redoks zirveleri olusturdugunu herhangi bir

elektron aracist olmadan, H,O,'nin azalmasina iyi elektrokatalitik tepki verdigini
gostermislerdir'®.
Biyosensor sistemlerinde enzimlerin immobilizasyonu i¢in uygun tasiyict

malzemelere ihtiyag vardir'®. Bu calismada kullanilan Au (Au= Au' + ¢ )elektrodu

elektrokimyasal sistemin bir pargasi olmakla birlikte, enzimin bulundugu biyoaktif

tabaka i¢in de tastyic1 gérevi yapmaktadir. Literatiirde enzimlerin immobilizasyonu igin
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altin, karbon, bakir ve platin gibi cok ¢esitli metal elektrotlarin kullanildigi

belirtilmektedir'®. Bu c¢alismada HRP enziminin immobilizasyonu i¢in Au

(Au—— Au' + ¢ )elektrot kullanilmstir.

Baslangigta 1 mg/ml enzim, 30 mg BSA, 45 mg jelatin, %2,5 glutaraldehit, 100
mg/dL hidrojen peroksit, 60 dk UV 151k ve 100 mM asetik asit tamponu kullanilarak oda
sicakliginda (yaklasik 24 °C) ¢alisiimistir. Biitiin asamalarda l¢timler, 200 pg/dL Fe®*
icerecek sekilde hazirlanan ferr6z siilfat ¢ozeltisinden 6l¢iim hiicresine 5 pL ilave
edilerek yapilmistir. Her optimizasyon asamasindan sonra elde edilen en uygun deger
ile calismaya devam edilmistir.

Enzimler, pH'daki degisikliklerden etkilenir. Enzimin en aktif oldugu pH
degerine, en uygun pH degeri veya optimum pH denir. Optimum pH degeri genellikle
bir enzimden digerine degisir ve enzimatik aktiviteyi etkileyen birgok faktdrden
biridir."” Bunun nedeni, pH'daki degisikliklerin, molekiiller arasi baglarn kirilmasi
sonucu iyonik degisime neden olarak enzimin seklini ve dolayisiyla aktivitesini
degistirmesidir.

Son derece yiiksek veya diisiik pH degerleri enzimler i¢in genellikle tam aktivite
kaybiyla sonuglanir. Ortamimn hidrojen iyon igerigi, enzimlere hidrojen iyonlari
ekleyerek veya cikararak enzimatik aktiviteyi etkiler. Hidrojen iyonu pozitif olarak
yuklendiginden, enzimler {izerindeki negatif yiike baglanir. Tamponlar ise ortamdaki
pH degerini koruyan soliisyonlardir.'"’

Calisma tamponu ve optimum pH degerinin belirlenmesi icin, pH 4,0, 4,5, 5,0,
5,5, ve 6,0’da 100 mM asetik asit/asetat tampon ¢ozeltileri ile pH 6,5, 7,0, 7,5, 8,0 ve
8,5’de olan 100 mM sodyum fosfat tamponlarinda 6l¢timler alinmig, optimum o6lgiim
degeri pH 6,0’da 100 mM asetat tamponunda elde edilmistir (Sekil 4,3).

Calismamizda HRP enzimi en iyi katalitik aktiviteyi pH 6,0’da gostermistir.
HRP enzimi ile yapilan enzim aktivitesi ¢aligmalar1 incelendiginde benzer sonuglarin
elde edildigi goriilmektedir. Chagas ve arkadaslari yaptiklar1 calismada, serbest ve
immobilize edilmis HRP enziminin en iyi katalitik aktivitesini pH 6,0’da gosterdigini
belirtmislerdir'®.

Eed yaptig1 calismada ise, HRP enziminin katalitik aktivitesini pH 1,0; 7,0 ve
11,0’ de incelemis ve enzimin en iyi aktivitesinin pH 7,0’de oldugunu, pH 11,0' de ise

enzim aktivitesinin ¢ok diistiigiinii ve pH 1,0'de enzim akivitesinin hi¢ olmadigini
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gostermistir'”. Bu calismada ise, HRP enzimi en iyi katalitik aktiviteyi pH 6,0’da
gostermistir. Bu calismada elde edilen optimum enzim aktivitesindeki farkliligin,
calismanin sadece secilen belirli pH’larla sinirli olmasindan kaynaklandigini
gostermektedir.

pH 5,6’nin altindaki asidik ortamlar, demir-transferrin afinitesini azaltarak
demirin salinimini tegvik eder''’. Calismamizda biyolojik sivilarda ferrik demir derigimi
6l¢iimii amaglandigindan, transferrinin Fe™ 5,6’min altindaki pH’larda serbest birakmas1
nedeni ile ve HRP enziminin optimum pH’nin biraz altinda olmasina ragmen katalitik
aktivitesi devam ettigi i¢in; deneylere pH’s1 5,0 olan asetat tamponunda devam edildi.

Bir reaksiyona giren enzimin miktari, katalize ettigi aktivite ile 6l¢iiliir. Substrat
konsantrasyonunun yiiksek olmasi, sicaklik ve pH'min sabit tutulmasi kosuluyla,
reaksiyon hizi enzim konsantrasyonuyla orantilidir'®. Calismanmuzda en uygun enzim
derigimini belirlemek i¢in, diger degiskenler sabit tutulmak sureti ile biyoaktif tabakasi
0,25 mg/mL (64 U/mg), 0,5 mg/mL (128 U/mg), 1 mg/mL (256 U/mg) ve 2 mg/mL
(512 U/mg) enzim derisiminden 10’ar puL iceren biyosensorler ile dlgiimler yapilmistir.
En yiiksek cevap akimina sahip enzim miktarinin, 0,5 mg/mL (128 U/mg) HRP enzimi
derigiminde oldugu saptanmistir (Sekil 4,5).

Teepoos ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada ise, 2, 4, 6 ve 8 mg/mL
derisimlerdeki HRP enzimini, kitosan ve jelatin ile birlikte grafit elektrot {izerine
immobilize ederek biyosensorler hazirlamislardir. Bu biyosensorler ile yaptiklar
Ol¢iimlerde en uygun enzim derisiminin 4 mg/mL oldugunu gostermisler ve biyosensor
yanitinin 4 mg/mL’ye kadar artis gosterdikten sonra enzim derisimi arttikca azaldigini
belirtmislerdir. Arastirmacilara gore yanit akimindaki azalma, elektrot yilizeyindeki
yiiksek immobilize enzim yogunlugu sterik etkiye neden olmakta ve bdylece elektrot
yiizeyi ile enzim arasindaki elektron transferini zorlagtirmasindan kaynaklanmaktadr.'"!
Calismamizda her biyosensor i¢in kullanilan enzim derisiminin, bu literatiire gore 8 kat
daha az olmasi biyosensoriimiiziin enzim maliyeti konusunda ekonomik oldugunu
gostermistir.

Capraz baglama yontemi hemen hemen her enzimin immobilizasyonuna
uygulanabilen ve bir¢ok ekonomik ve ¢evresel faydaya sahip olan bir immobilizasyon

yontemidir. Biyoaktif tabaka gibi igerisinde enzim ve polimerlerin bulundugu karisim,
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capraz baglama yontemine uygun polimerler ile hazirlanir ise yiliksek aktiviteye olanak
sagladigini Nadar ve arkadaslari ifade etmistir' '%.

Capraz baglama polimerleri; en az iki reaktif uca sahip, proteinlerin ii¢ boyutlu
yapisini bozmadan, enzim molekiillerinin bulunduklar1 tabaka igerisinde toplanmalarini
saglayan ve enzim yiizeylerinin spesifik amino asit gruplarina baglanan maddelerdir.'"
Calismamizda capraz baglama polimerleri olarak sigir serum albumini (BSA) ve
glutaraldehit kullanilmistir.

Islan ve arkadaslar1 ilk once liyaz enzimini, sadece glutaraldehit ile capraz
baglamiglar ve enzimin aktivitesini tamamen kaybettigini saptamislardir. Daha sonra
aktivite kaybin1 6nlemek i¢in glutaraldehit ile birlikte, koruyucu madde olarak BSA’ nin
kullanilmasina karar vermislerdir. Arastirmacilara gére BSA’nin molekiiler agirligi
liyaz enziminin iki kat1 oldugu i¢in, BSA’nin ¢ogunlukla glutaraldehit ile bag yapmasi
beklenmektedir. Glutaraldehit, BSA ve liyaz enziminin sivi soliisyonlarini birlikte
kullandiklarinda enzim aktivitesinin devam ettigini kanitlamiglardir. Calismamizda
HRP enzim aktivitesinin diismemesi i¢cin BSA ve glutaraldehit capraz baglayicilarinin
birlikte kullanilmas: gerektigi saptanmistir' "%,

Cok sayida amin grubuna sahip olan sigir serum albumini (BSA), enzim
kiimeleri arasinda gii¢lii bir baglanma saglar, boylece biyoaktif tabakanin aktivitesi ve
stabilitesinin artmasia yola acar'"’. Calismamizda en uygun BSA miktarini belirlemek
icin 15 mg, 30 mg ve 60 mg BSA iceren biyosensorler hazirlanarak 6l¢iimler yapilmas,
en yiiksek yanit akimina sahip BSA miktariin 30 mg oldugu belirlenmistir (Sekil 4,7).

Islan ve arkadaslar1 glutaraldehit ile birlikte, BSA’nin 5 ve 10 mg/mL
derisimlerini kullanarak BSA-liyaz enzimi sivi sollisyonlar1 hazirlamiglar ve enzim
aktivitesinin 10 mg/ mL BSA derisiminde daha yiiksek oldugunu gostermislerdir''*.
Calismamiz optimum deney kosullarinda 30 mg BSA’y1, 67,5 mg jelatinle beraber 300
puL asetat tamponunda c¢oOzdiiglimiiz icin, kullandigimiz BSA miktar1 belirtilen
calismaya gore 10-20 kat daha fazladir.

Calismamizda yer alan jelatin bir hidrojeldir. Hidrojellerin su emme egilimi ve
sisebilme yetenekleri, bunlari biyomedikal uygulamalar i¢in ideal malzeme haline
getirmistir. Hidrojeller enzimlere uygun destek ortamlar1 saglayarak, enzimleri

hareketsiz hale getiren en Onemli biyomalzemedir. Jelatin, biyomolekiiller ve

mikrobiyal hiicreler i¢in faydali bir immobilizasyon matrisidir. Bulunabilirligi ve
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ucuzlugu dahil olmak iizere ¢ok sayida avantaja sahiptir. Ek olarak, immobilize edilmis
enzimi bir protein olarak hareketsiz hale getirir' .

Jelatin toksik olmayan, hidrofilik, biyolojik olarak parcalanabilir ve biyouyumlu
biyomolekiil olup, organik ¢oziiciilerde ¢Oziinmez, sicak suda ve asetik asitte
gézﬁnﬁrm.

Immobilize edilmis enzimin kararlilig1 ve immobilizasyonun etkinligi, matrisin
capraz baglanmasina bagli oldugu i¢in, jelatin konsantrasyonu ile dogrudan iliskilidir'"®.
Jel matris, jelatine kovalent bagli olarak tutuklanmis enzim igerir. Calismamizda jelatin
miktar1 22,5; 45; 67,5 ve 90 mg olan ¢ozeltiler kullanarak hazirlanan dort farkli serum
demiri biyosensorii ile yapilan ol¢limlerde, en yiliksek yanit akimina sahip jelatin
miktarmin 67,5 mg oldugu belirlendi (Sekil 4,9).

Sheelu ve arkadaglar1 fosfolipaz enzimi ile jelatin ¢ozeltisi karisimi glutaraldehit
ile ¢apraz baglanarak, enzimin jelatin matrise immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Jel
matriks icerisindeki jelatin miktar1 500 mg/mL olan stok jelatin ¢ozeltisi %10, %20,
%30, %40 ve %50 oranlarda hazirlanarak, enzimin aktivitesi 6l¢lilmiistiir. Jelatin stok
cozeltisinin  viskositesindeki sinirlama nedeniyle, jelatin miktar1 daha fazla
arttirllamamistir.  Arastirmacilar enzim aktivitesinin jelatin derigiminin artmasi ile
yiikselmeye bagladigini, %40 ve %50 jelatin derisimlerinde optimum seviyeye ulastigini
gostermiglerdir''’.  Aragtirmacilarin  test ettigi %40 ve %50 jelatin derisimi,
calismamizda 300 pL asetat tamponunda ¢6zdiiglimiiz jelatin derigimi ile nicel olarak
benzerlik gostermektedir. Bu ¢alisma jelatinin yiiksek derisimlerinde optimum enzim
aktivitesine olanak saglamasi dl¢giilmesi yoniinden sonuglarimizi desteklemektedir.

Capraz bagl enzimler, serbest enzimlere gore belirli bir sicaklikta daha kararl
halde olurlar ve birka¢ kullanimdan sonra baglangi¢ aktivitesinin 6nemli bir yilizdesini
koruyarak, onemli diizeyde tekrar kullanilabilirlik gosterirler. Enzimin (enzim saf
olmayabilir) c¢okelmesi sonucu olusan protein topaklari, glutaraldehit ile capraz
baglanir. Enzim-BSA karisimi, glutaraldehit gibi capraz baglayici bir madde ile
kovalent baglandiktan sonra daha kararli hale gelir''®,

Glutaraldehit, protein ¢apraz baglama kimyasal molekiilii olarak onlarca yildan

beri kullanilmaktadir. Bu iki islevli reaktif, ucuz ve ticari olarak kolaylikla

bulunabilmesi nedeniyle tercih edilen ¢apraz baglayicidir.'"’
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Calismamizda en uygun glutaraldehit yiizdesinin belirlenmesi ic¢in diger
degiskenler sabit tutulmak sureti ile %2, %2,5, %3 ve %3,5 oraninda glutaraldehit
derigimlerinden 5 pL kullanilarak hazirlanan biyosensorler ile 6l¢iimler yapilmis ve en
yiiksek yanit akimina sahip glutaraldehit derisiminin %3 oldugu belirlenmistir (Sekil
4,11).

Jie ve arkadaslar1 B-glukosidaz enzimini kitosan ve glutaraldehit ile beraber
immobilize ederek, glutaraldehit’in %1; %1,5; %2; %2,5 ve %3 derisimlerinin [-
glukosidaz enzimi lizerindeki etkisini arastirmislar ve en iyi yamit akimimin %]1,5
glutaraldehit derisiminde oldugunu gostermislerdir'*’.

Biyoaktif tabakanin optimizasyonundan sonra, tampon konsantrasyonunun yanit
akimi tizerindeki etkisini arastirmak icin 50, 100, 200, 300 ve 400 mM asetik asit
tamponundan 5’er mL 6l¢iim hiicresine koyularak dlgme islemi gergeklestirilmis ve en
iyl yanit akimmin 200 mM, olan asetik asit tamponunda oldugu belirlenmistir (Sekil
4,13). 200 mM’dan yiiksek konsantrasyonlarda daha diisiik yanit akimlarinin elde
edilmesi, artan iyonik kuvvetin enzimin katalitik aktivitesini azaltmasi olarak
diisiiniilebilir. Ayn1 zamanda 200 mM’dan diisiik konsantrasyonlarda daha diigiik yanit
akimlarmin elde edilmeside, azalan iyonik kuvvetin enzimin katalitik aktivitesini
diisiirmesi olarak degerlendirilmistir.

Belirli bir enzim konsantrasyonu i¢in, reaksiyon hizi bir noktaya kadar artan
substrat konsantrasyonuyla yiikselir, bunun {iistlinde substrat konsantrasyonunda ise
reaksiyon hizinda 6nemli bir degisiklik meydana gelmez. Bunun nedeni, herhangi bir
anda enzim molekiillerinin aktif bolgelerinin, neredeyse substrat ile doymus
olmasidir'*’,

Calismamizda substrat olarak kullanilan H,O, derisimi degerinin belirlenmesi
icin, 10, 50 ve 100 mg/dL. H,O; derisimlerinden 5 pL kullanilarak ol¢timler yapilmistir.
En yiiksek yanit akimina sahip hidrojen peroksit derisiminin 50 mg/dL oldugu
belirlenmistir (Sekil 4,15).

UV 151k polimer yiizeylerde fotokimyasal olarak molekiillerin ¢apraz baglanma
reaksiyonlarimi baslatir'*:. Eksimer UV lambalari gibi monokromatik (tek renkli) UV
lambalar, argon-florid gaz karisiminin elektrikle uyarilmasi sonucu, yaklasik 200 nm

123

dalga boyuna sahip UV 1s1k yayar ©°. Bu nedenle eksimer UV 1s1k, fotokimyasal
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reaksiyonu baglatarak, olusan iki fonksiyonlu polimerlerle enzimin foto-reaktif ¢apraz
baglanmasi sonucu hareketsiz hale getirilmesini saglar'**.

Opwis yaptig1 ¢aligmada, monokromatik eksimer UV 1s1k kullanmis ve katalaz
enziminin iki fonksiyonlu polimerler ile birlikte kumasg iizerine immobilize edilmesini
saglamigtir. Boylece fotokimyasal immobilizasyon ile katalazi haraketsiz hale getirerek,
eksimer UV 15181n katalaz gibi dayanikli enzimleri immobilize etmek i¢in uygulanabilir
oldugunu gostermistir.  Opwis’e gore fotokimyasal immobilizasyon teknikleri,
geleneksel immobilizasyonla rekabet edebilecek ve gelecekte yaygin olarak
kullanilacaktir'®.

Calismamizda UV 151k siliresinin optimizasyonu i¢in; biyoaktif tabakasi 30, 40,
50 ve 60 dk ultraviyole 151k kullanilarak hazirlanan biyosensorler ile yapilan
Olclimlerde, en yiiksek yanit akimina sahip UV 151k siiresinin 40 dk oldugu belirlendi
(Sekil 4,17). Bu sonuglar, HRP enzim aktivitesi i¢in fotokimyasal teknigin onemini
gostermektedir. UV 1s18in 40 dakikadan fazla kullanilmasi enzim aktivitesinin
diismesine neden olmaktadir. Bunun nedeni olarak, UV 15181in artik dogrudan enzim
yapisina zarar verebilecegi veya biyoaktif tabakadaki ¢apraz bag sayisinda enzim
aktivitesini diisiirecek degisiklige yol actig1 sdylenebilir.

Cogu kimyasal reaksiyon gibi, enzim katalizli bir reaksiyonun hizi, sicaklik
arttikca artar. Enzimatik reaksiyonlar s6z konusu oldugunda, bir¢ok enzim yiiksek
sicakliklardan olumsuz olarak etkilenmektedir. Reaksiyon hiz1 belirli bir sicakliga kadar
maksimum seviyeye yiikselir, sonra sicaklik artistyla birlikte diiser. Hayvansal
enzimlerin ¢ogu, 40 °C'nin iizerindeki sicakliklarda hizla denatiire oldugu icin, ¢ogu
enzim bu sicaklik degerinin biraz altinda optimum aktivite gosterir.

Sicaklik arttik¢a, reaksiyona giren molekiiller daha fazla kinetik enerjiye sahip
olmaya baglar. Bu, basarili bir ¢arpisma sansini arttirir ve boylece oran artar. Bir
enzimin katalitik aktivitesinin en yiiksek oldugu belli bir sicaklik vardir. Bu optimum
sicaklik, enzimler igin genellikle insan viicut sicakhigidir (37,5 °C). Bu sicakligin
tizerinde enzim molekiillerine daha fazla kinetik enerji yiiklenir, molekiiller arasindaki
baglar kirildig1 i¢in enzimin protein yapis: bozulmaya baglar'>.

Calismamizda optimum sicaklik degerlerinin belirlenmesi amaciyla 30, 35, 40

ve 45 °C sicakliklarda yapilan dl¢timlerde, en yiiksek yanit akimina sahip sicakligin 40
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°C oldugu belirlenmistir (Sekil 4,19). Calismamizda enzim aktivitesinin 40 °C’ye kadar
arttig1 ve 40 °C’den sonra diismeye basladig1 gorilmiistiir.

Eed yaptig1 calismada, HRP aktivitesi ilizerinde sicakligin etkisini aragtirmistir.
Enzim aktivitesini 9, 37 ve 41°C sicakliklarda ¢alismis ve 9°C'de enzimin aktivite
gostermedigini gozlemis, ayrica 41 °‘C’deki enzim aktivitesinin 37 °C'deki enzim
aktivitesinden 1,5 kat daha faza oldugunu gdstermistir'®”.

Biyosensoriimiiziin optimizasyon c¢alismasi bittikten sonra, karakterizasyon
calismasi icin 6l¢iim tekrarlanabilirligi incelendi. Hazirlanan serum demiri biyosensorii
ile ilk Ol¢lim alindiktan sonra, 6lgiim hiicresindeki tampon degistirilip substratlar tekrar
Olclim hiicresine ilave edilerek aymi elektrot ile ikinci kez Olglim alindiginda yanit
akiminin yaklasik %50 azaldigi goriildii. Ayni sekilde 10 kez olglim yapildiginda
baslangic yanit akiminin yaklasik %80 oraninda azaldigi saptandi (Sekil 4,32). HRP
enzim aktivitesindeki bu diislis, literatiirdeki diger enzimler ile karsilastirildiginda
oldukga yiiksektir.

Biyoaktif tabaka her 6lgiimden sonra tekrar hazirlanarak, 200 pg/dL Fe*
konsantrasyonunda olgiim sonuglarinin giivenilirligini arastirmak icin 10 kez Ol¢iim
yapilmistir. Serum demiri biyosensériimiiz 200 pg/dL  konsantrasyondaki Fe*”
derisimini 197,9 pg/dL ortalama ile 6lgmiistiir (Cizelge 4,1).

Daha sonra 800 pg/dL ferroz demir igerecek sekilde hazirlanmis FeSO4 stok

¢ozeltisinden hazirlanan 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 600 ve 800 pg/dL Fe?!
cozeltileri ile biyoaktif tabakasi her dl¢limden sonra yeniden hazirlanmig serum demiri
biyosenserleri kullanilarak, kalibrasyon egrisi i¢in dlglimler alinmustir.

Her bir 6l¢iim iki kez tekrarlanmis ve sonuglar degerlendirildiginde Fe*™ 25
ng/dL oldugu derisimde en yiiksek yanit akiminin elde edildigi goriilmiistiir. Daha sonra
50, 75, 100, 150 ve 200 pg/dL Fe?t derisimlerinde, her Sl¢iimde yanit akimlarinda
anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir. Yanit akimlarindaki bu azalmanin 200 pg/dL
Fe*" derisiminde durdugu ve 300, 400, 600 ve 800 pg/dL ferrdz demir derisimlerinde
anlamli bir dislis olmadigr goriilmektedir. Boylece gelistirilen serum demiri
biyosensdriiniin ¢alisma arah@mm 25 ile 200 pg/dL Fe*™ derisimi arasinda oldugu
degerlendirilmistir (Sekil 4,34).

Gelistirdigimiz serum demiri biyosensorii tepkime sonunda arta kalan H,O,

derisimini Ol¢tiigi i¢in, Fe?" derigimi arttikca serum demiri biyosensOriimiiziin yanit
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akimi azaldi. Calisma ortamindaki Fe®" derisimi arttikca, HRP enzimi aktivitesiyle
ortamdaki H,O, derisimi azalacagindan, bu siirecte serum demiri biyosensoriimiiziin
yanit akiminin diistiigii yaptigimiz dl¢iimler sonucu goriildii.

Serum demiri biyosensoriiniin ¢alisma araligi belirlendikten sonra, serum
ornekleri iizerinde 6l¢iim yapmak icin, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Klinik Biyokimya Laboratuvari’ndan 25 adet serum oOrnegi temin edildi. Ornekler
almirken serum demiri sonuglarinin farkli degerlerde olmasina ve serumlarin berrak
renkte olmasina dikkat edildi.

Serum Orneklerinden 5 pLl. mikropipet ile alinarak, 6l¢iim hiicresindeki 5 mL,
pH’s1 5,0 ve 200 mM derisimdeki asetat tamponu igerisine ilave edilmistir. Serum
transferrininden demirin salinimi i¢in 1 dakika beklenmistir.

Ferrozin, fenantrolin ve bipridin kullanilan spektrofotometrik yontemlerde
serbest kalan Fe’"ii, Fe’"e indirgemek icin hidroksilamin hidrokloriir ¢ozeltisinin
kullanildig1 bilinmektedir. Sylvia ve arkadaslari tarafindan Fe®* tayini icin yapilan
calismada, indirgeme maddesi olarak hidroksilamin hidrokloriir kullanilmis ve daha
sonra indirgenme sonrasi ortaya ¢ikan Fe'?, ferrozin kullanilarak fotometrik yontem ile
olctilmiistiir' 2.

Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik Biyokimya Laboratuvari’nda 2,4,6-
Tri-(pyridyl)-s-triazine (TPTZ) kromojeninden yararlanilarak spektrofotometrik
yontemle analiz edilen serum demir diizeyleri sonuglari ile ayni Orneklerin
laboratuvarimizda serum demiri biyosensorii uygulanarak bulunan sonuglari arasinda,
spearman’in rho katsayisina gore istatiksel olarak anlamli ve pozitif yiiksek bir iliski
(p=0,865, p<0,05) oldugu gorilmiistiir (Cizelge 4.3).

Serum demiri tayini ile ilgili literatiir taramasi yapilmis, serum demiri
biyosensorii ile ilgili g¢aligmalara ¢ok fazla rastlanilmamistir. Ancak, yukaridaki
tartismada belirtilen yontem ve tekniklerle gelistirilen serum demiri biyosensorii klinik

amagcl biyolojik sivilarda kullanilabilecektir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizda Oncelikle;

. Au (Aue— Au +e)elektrot lizerine ilk 6nce HRP ile BSA-Jelatin karisimi

eklenerek, HRP ve BSA’nin ¢apraz baglanmasi saglanmistir. Daha sonra

eklenen ¢apraz baglayici glutaraldehit, Au (Au—— Au" +¢)elektrot, BSA, HRP

ve Jelatininin kenetlenmesini saglamistir. Glutaraldehit enzime gore daha
ylksek affinite gosterdigi BSA’ne baglanarak, HRP iizerindeki BSA’dan
kaynaklanan siki kovalent capraz baglar1 azaltmis ve enzim aktivitesinin devam
etmesi saglamistir. Boylece HRP jelatin igerisine hapsedilmis ve enzim
aktivitesine en iyi katkiyr saglayan, enzim, BSA, jelatin ve glutaraldehitin
derisim miktarlar1 belirlenerek biyoaktif tabaka dlgiime hazir hale getirilmistir.

. Biyoaktif tabaka bilesenlerinin ¢apraz baglanmasini baglatmak ve desteklemek
icin, monokromatik eksimer lazer kullanilmistir. Kullanilan eksimer lazer stiresi
ile birlikte, 6l¢iim hiicresine eklenen pH’s1 5,0 olan asetat tamponunun derigimi
ve ortam sicakligi, hazir hale getirilen biyoaktif tabakadaki enzimin aktivitesine
gore optimize edilmistir.

Serum demiri biyosensoriiniin optimum degerleri; 0,5 mg/mL HRP, 30 mg BSA,
67,5 mg jelatin, %3 glutaraldehit, pH’s1 5,0 olan 200 mM’lik asetat tamponu, 40
dakika UV 1sik siiresi, 40 dakika sicaklik, 0,06 V/s tarama hiz1 ve 50 mg/dL
hidrojen peroksit derisimi olarak belirlenmistir.

Gelistirdigimiz serum demiri biyosensorii icin, Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Biyokimya Laboratuvarindan, serum demiri tayini ¢alisilan 25
adet kan serumu 6rnegi alinmustir. Gelistirdigimiz serum demiri biyosensorii ile
bu 6rneklerin serum demiri tayini gerceklestirilmistir. Icerisinde 5 mL, pH’s1 5,0
olan 200 mM’lik asetat tamponu bulunan Ol¢lim hiicresi igerisine serum
orneklerinden eklenmis ve tasiyict bir protein olan transferrinden ferrik demirin
salinmas1 i¢in yaklasik bir dakika beklenmistir. Daha sonra hidroksilamin

hidrokloriir kullanilarak serbest kalan ferrik demir ferr6z demire indirgenmis ve
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10.

11.

hiicreye hidrojen peroksit ilave ederek serum demiri biyosensorii ile Olglim
alinmustir.

Gelistirilen Serum demiri biyosensorii ile klinik biyokimya laboratuvarindan
alinan sonuglar arasindaki iliski Spearman’in rho, sinif-i¢i korelasyon katsayisi
ile kontrol edildi. Spearman’in rho katsayisina gore kan demiri biyosensorii ile
klinik biyokimya laboratuvari sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli ve
pozitif yiiksek bir iliski bulundu (p=0,865, p<0,05).

Sonu¢ olarak voltametrik yonteme dayali yeni bir kan-serum biyosensori
gelistirilmigtir. Serum demiri biyosensorii ile daha fazla 6rnek caligmasi
yapilarak, atomik absorbsiyon spektroskopisi gibi ikinci bir gold standart ile
Olgiim sonuclar1 karsilastirilabilir. Transferrinden ferrik demirin salinmasi
asamasinda pH’s1 5,0 olan asetat tamponu kullanilmis, transferrinin Fe’"'e olan
affinitesini azaltacak farkli biyomolekiiller kullanilanilarak salinim incelenebilir.
Daha ileriki ¢alismalarla; Otomasyona sistemin uyarlanabilmesi ve ayni enzimin
tekrar kullanilabilmesi i¢in biyoaktif tabakanin enzim stabilitesi ile ilgili olarak
ileri caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Gelistirilen serum demiri biyosensoriiniin  biyolojik sivilarda yapilacak
caligmalar i¢in biyouyumlu oldugu goriilmiistiir. Gelecekte doku 6rneklerinden
demir biyosensoriinii destekleyecek caligmalar yapildiktan sonra toksikoloji gibi
klinik caligsma alanlarinda kullanilmaya baslanabilir.

Bu c¢aligma bir adim daha ileriye gotiiriilerek degisik anemilerde eritrosit igi
demir tayini yapilabilir.

Ayni yontemden yararlanilarak serum ve viicut sivilarindaki Cu” ve Cu®" gibi
oksidorediiksiyona katilan iyonlar ve iligkili protein analizlerine uygulamalar1
gelistirilebilir.

Adli tip ve kriminolojik analizlerde, kurutulmus kan olanagi olan vakalarda kan
demiri biyosensorii nitel ve nicel olarak gelistirilebilir. Cevre kirliligi ve gida

teknolojisinde de yontemin gelistirilmesi saglanabilir.
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