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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

PIRUVAT TAYINI iCIN ALUMINYUM NANOPARCACIKLARLA MODIFIiYE
EDILEN BIiYOSENSORUN TASARIMI

Ilayda DIKKULAK

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah

Tez Danismani: Do¢. Dr. Muhammet Samet KILIC
Ikinci Damisman: Prof. Dr. Seyda KORKUT URU
Haziran 2024, 43 sayfa

Polikaprolakton filmi aliiminyum nanopartikiillerle modifiye edilerek yeni, basit ve gilivenilir
bir biyosensor gelistirilmis ve pirlivat1 tespit etmek icin ilk kez kullanilmistir. Alliminyum
nanopartikiiller ile modifiye edilmis film kapl altin elektrotun elektrokimyasal 6zellikleri ve
yiizey Ozellikleri dongiisel voltametri, taramali elektron mikroskobu ve enerji dagilimli X-1g1n1
spektroskopisi kullanilarak incelenmistir. Biyosensor, uygulanan +0,4 V potansiyelde 2,30 pA
uM™! cm? hassasiyetle 1 uM ila 1000 uM konsantrasyon araliginda piriivata yanit vermistir.
Biyosensoriin dogrulugu %99,5 + 0,002 ve bagil standart sapmasi sadece %0,041 olarak
hesaplanmigtir. Dedeksiyon limiti 0,45 uM olarak hesaplanmistir. Biyosensor, erkek AB
plazmasindan elde edilen insan serumu kullanilarak test edilmis ve %105,11 £ 0,02'lik yiiksek
Ol¢tim dogruluguna sahip bir sonu¢ vermistir. Baglangigtaki yanit 10 ve 20 giin sonra sirastyla

%98 ve %87 olarak korunmustur.

Anahtar Kelimeler: Piriivat biyosensorii, diferansiyel puls voltammetri, aliiminyum
nanopartikiiller, polikaprolakton, insan serumu.
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

DEVELOPMENT OF AN ELECTROCHEMICAL PYRUVATE BIOSENSOR FOR
PYRUVATE DETERMINATION

Ilayda DIKKULAK

Zonguldak Biilent Ecevit University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biomedical Engineering

Thesis Advisor: Assoc. Prof. Dr. Muhammet Samet KILIC
Co-Adyvisor: Prof. Dr. Seyda KORKUT URU
June 2024, 43 pages

A novel, simple, and reliable biosensor was developed by modifying a polycaprolactone film
with aluminum nanoparticles and used for the first time to detect pyruvate. The electrochemical
properties and surface characteristics of the aluminum nanoparticles-modified film-coated gold
electrode were investigated using cyclic voltammetry, scanning electron microscopy, and
energy dispersive X-ray spectroscopy. The biosensor responded to pyruvate within a
concentration range of 1 uM to 1000 uM with a sensitivity of 2,30 pA uM~1 cm™2 at an applied
potential of +0,4 V. The obtained accuracy was 99,5% =+ 0,002 with a relative standard deviation
of only 0,041%. The limit of detection was calculated to be 0,45 uM. The biosensor was tested
using human serum from male AB plasma and gave a result with a high measurement accuracy
of 105.11 + 0.02%. The initial response was maintained at 98% and 87% after 10 and 20 days,

respectively.

Keywords: Pyruvate biosensor, differential pulse voltammetry, aluminum nanoparticles,

polycaprolactone, human serum.
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BOLUM 1

PiRUVAT MOLEKULU

1.1 PIRUVAT VE ONEMIi

Piriivat (C3H40O3), tiim canli hiicrelerin hiicre bilesenlerinde belirgin olarak bulunan alfa-keto
yapisinda bir maddedir. [IUPAC'in resmi terminolojisi piriivati, a-keto propanoik asit olarak
isimlendirmektedir. Piriivatin kimyasal yapis1 Sekil 1'de sunulmustur [1]. Ug¢ karbon atomu
iceren pirlivat, yapisinda bir keton grubu ve bir karboksil grubu barindirir [2]. Karboksilik asidi
olusturan karbon, ilk karbon atomu olarak yazilmaktadir ve karbon omurgasi boyunca
karboksilik asit terminalinden uzaklasarak baglanma devam etmektedir. Ardindan a-karbon
olarak da adlandirilan ve ana fonksiyonel gruba en yakin pozisyonda bulunan ikinci karbon
atomuna keton grubu baglanmaktadir. Piriivatin yapisinda bulunan metil grubu ii¢iincii karbona

baglanmaktadir [3].

O

HaC
3 OH

O

Sekil 1.1 Pirtivatin kimyasal yapisi.

Piriivat; substrat, iiriin veya ara madde olarak protein, karbonhidrat ve lipit metabolizmasinda
onemli bir molekiil olarak gbrev yapar [4]. Biyolojik enerji iiretiminde rol oynayan glikolitik
ve piriivat dehidrojenaz yollarinda 6nemli bir ara iiriindiir. Canli organizmalarda yaygin olarak
bulunur ve viicut hiicrelerinde sentezlenebildigi i¢in temel bir besin maddesi degildir [5].
Hiicrenin karsilagtigt duruma gore aerobik ve anaerobik kosullar altinda biyolojik enerji
iiretiminde rol alan glikoliz de dahil olmak {izere gesitli metabolik yollarda yer alan anahtar
molekiil oldugu bilinmektedir [6]. Glikoliz, glikozun ¢esitli enzimlerle piriivata (piriivik asit)
kadar yikilmasi olayidir. Bir baska deyisle hiicre devamliligin1 saglamak i¢in gerekli olan

enerjinin kazanildig1 enzimatik reaksiyonlar zinciridir. Bu reaksiyonlar sonunda glukoz piirivik



asite (piriivata) kadar parcalanarak ATP kazanilir [7]. Glikoliz; 1 mol glukozun, 2 mol piriivat
olusturmak iizere, net 2 mol ATP ortaya ¢ikararak yikilmasidir. Reaksiyon zincirinde aslinda 4
mol ATP agiga ¢ikmasina ragmen; 2 mol ATP, ilk basamaklarda reaksiyonlarin baglayip
ilerlemesi i¢in hidrolize edilmektedir. Glukoz oksidasyonu ise, glikoliz reaksiyonlar1 sonucu
aciga cikan piriivatin, oksijen varligmda yikimidir. Iki reaksiyon zinciri de, cesitli

fonksiyonlarin ger¢eklesmesi igin kullanilmak iizere farkli miktarlarda enerji agiga ¢ikarir [8].

Viicudumuz i¢in elzem olan piriivat kanda 40-120 uM seviyeleri arasinda olmasi
beklenmektedir [9,10,11,12]. Bu seviyelerin ¢esitli hastalik durumlarinda normal seviyelerin
disma ciktig1 bilinmektedir. Bu metabolitin anormal seviyelerinin kardiyovaskiiler hastaliklar,
kanser, diyabet, siroz, metabolik asidoz ve ciddi beyin anormallikleri gibi ¢esitli hastaliklara
neden oldugu bilinmektedir [1]. Ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklar ve koroner enfarktiis gibi
kardiyojenik siddetin neden oldugu cesitli hastalik durumlari, ytliksek piriivat seviyelerini kalp
yetmezligindeki biyokimyasal degisikliklerle iliskili olarak aciklamaktadirlar [13,14,15]. Bazi
literatiir sonuglarinda kardiyojenik ve karaciger hastaligi olan bireylerde kan piriivat
diizeylerinde artis tespit edilirken, beyin dokusu disfonksiyonu olan hastalarin beyin omurilik
stvisinda (BOS) artan piriivat diizeyleri tespit edilmistir [16,17,18]. Kan ve BOS’da yiiksek
laktat ve piriivat diizeyi, Leigh sendromu hastaliginin tespitinde tani yontemi olarak
kullanilmaktadir [19]. Arastirmalar pirlivatin kanser i¢in bir tarama molekiilii oldugunu da
gostermistir. Oral kanserli hastalarin serum ve tiikiiriiklerindeki piriivat konsantrasyonlarinin
normal seviyelerden 2 ila 2,8 kat daha yiiksek oldugu bilinmektedir, bu da piriivat testinin
yararli bir agiz kanseri tarama yontemi olarak hizmet edebilecegini diisiindiirmektedir [20].
Ayrica, asit-baz dengesini korumaya yardimci olan pirlivatin, laktat dehidrogenaz
reaksiyonunu tesvik ederek egzersize bagli metabolik asidozu Onleyebilecegi 6ne siiriilmiistiir
[14]. Sonug olarak pirtivatin klinik ve tanisal acidan tespiti, yukarida bahsi gegen ve piriivat

eksikliginde ortaya ¢ikabilecek sorunlarin takibinde 6nemli bir parametre olarak yer almaktadir.

1.2 KONVANSIYONEL PIRUVAT TAYIN METODLARI
1.2.1 Spektrofotometrik Yontem

Spektrofotometri, dalga boyunun bir fonksiyonu olarak bir maddenin tranmittans/absorbans
ozelliklerini incelemekte ve kantitatif bir 6l¢iime olanak saglamaktadir. Yontemin temeli, 151k
konsantrasyonun belirli dalga boyu araliginda emilmesi veya iletilmesi prensibi ile

caligmaktadir. Spektrofotometre iki cihazdan olmaktadir. Bu cihazlar spektrometre ve



fotometredir. Spektrometre herhangi bir dalga boyunda 1sik iiretir. Fotometre ise 1s18in
yogunlugunu o6lcer [21]. Bu yontem ile maddenin niceliksel analizi yapilabilmektir.
Spektrofotometri kimya, fizik, biyokimya ve klinik uygulamalar gibi genis bir alana hitap eden
yontemlerinden birisidir. Yontemin genis analiz yelpazesi (goriiniir 151k, UV, IR), tahribatsiz
Ol¢iim, yiiksek hassasiyet ve dogruluk gibi ¢esitli kazanimlari bulunmaktadir. Ancak,
prosediiriin zaman almasi, bazi numunelerin 6n isleme tabi tutulabilmesi, uzman personel
gereksinimi ve pahali bir yontem olmasi, dikkate alinmasi gereken unsurlar olarak

nitelendirilmektedir [1].

1.2.2 Enzimatik Analiz

Enzimatik analiz spesifik, hizli ve gerceklestirilmesi kolay olan deneysel bir metottur. Bu
yontem, kandaki piriivat diizeylerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan analiz
metotlarindan birisidir. Bu yontem nikotinamid adenin diniikleotid (NAD™) ile laktat1, piriivata
doniistiirmek icin kullanilir. Olusan nikotinamid adenin diniikleotid hidritin (NADH) orani
dogrudan laktat konsantrasyonuyla iligkilidir. Bu reaksiyonun tersi piriivatin miktarinin

belirlenmesi i¢in kullanilir [22].

1.2.3 Kolorimetrik Yontem

Bir ¢ozelti i¢inde bulunan maddenin konsantrasyonunu ¢odzeltinin renginden yararlanarak
O0lecme yontemine kolorimetri, bu tip Ol¢limler i¢in tasarlanan fotometre temelli cihazlara da
kolorimetre denir. Yontemde renk yogunlugu hesaplanmakta ve numune konsantrasyonuyla
iliskilendirilmektedir. Kolorimetride numunenin rengi ile bilinen bir renk standardinin rengi
karsilastirilmaktadir. Bu yOntemin, hiicrelerdeki laktat/piriivat oraninin izlenmesi, su
kalitesinin kimyasal analizi ve besin maddelerinin konsantrasyonun belirlenmesi gibi yaygin
bir kullanim alan1 mevcuttur. Yontem, renkli maddelerin analizi i¢in ucuzluk, tasmabilirlik ve
kolay kullanim sunmasi sebebiyle avantaj saglamaktadir. Ancak rengi olmayan maddelerin
analizinin yapilamamasi, hassasiyetin diisiik olmas1 ve hataya agik kullanim sekli yontemin

dezavantajlar1 olarak gosterilebilmektedir [23].

1.2.4 Kromatografik Yontemler

Kromatografi, kompleks bir numunenin bilesenlerini tek tek ayirmak ve tanimlamak igin
kullanilan bir tekniktir. Yontemin esasinda; sabit bir faz iizerinden hareketli faz gegirilmektedir.

Numunedeki bilesenler dagilma ve adsorpsiyon gibi mekanizmalarla zamanla taginmakta ve



ayrilmaktadir [24]. Piriivatin tespiti i¢in ¢esitli kromatografik ayirma teknikleri mevcuttur. Bu
teknikler; yiiksek performanslt sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC) ve sivi
kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS) olarak adlandirilmaktadir [1]. Yiiksek
performanslt sivi kromatografisi, bilesikleri yiiksek basingta ayirmakta ve analiz etmekte
kullanilir. Gaz kromatografisi, maddelerin gaz halinde oldugu veya ayrismadan gaz fazina
getirilebildigi karisimlart ayirmakta kullanilir. Sivi kromatografisi-kiitle spektrofotometresi
isminden de anlasilacagi tizere iki yontemin bir arada kullanilabildigi bir cihazdir ve ¢ok diisiik
konsantrasyonlardaki maddelerin analizinin yapilabilmesini saglamaktadir [25,101].
Giliniimilizde kromatografi; kimya, biyoloji, ¢evre bilimi ve bunlarin yani sira petrol endiistrisi
gibi bir¢ok akademik ve endiistriyel alanda aktif olarak kullanilmaktadir. Yaygin olarak
kullanilan bu yontemin secilmesinde bazi1 6ne ¢ikan 6zellikleri vardir. Bu 6zellikler; yiiksek
coziintirliik, hizlilik, hassasiyet, kii¢iik boyuttaki numune analizi ve bilesiklerin kimyasal
ozelliklerine gore ayirilabilmesi olarak sdylenebilmektedir. Yontemin dezavantajli oldugu
noktalarda bulunmaktadir. Bu noktalar; yontemin kullaniminin pahali olmasi, nitelikli personel

ithtiyact, 6zel kosullara ihtiya¢ duymasi ve bazi durumlarda islem siiresinin uzunlugudur [102].



BOLUM 2

ELEKTROKIMYASAL BiYOSENSORLER

Biyosensorler, biyolojik olarak aktif maddelerin (biyoreseptdr) analiz sistemleriyle
birlestirilmesinden olusan ve biyokimyasal sinyalleri dlciilebilir elektrik sinyallerine ¢eviren
analitik cihazlardir [26,27]. Biyosensorler nemli avantajlarindan dolay1 birgok alanda oldukga
basarili bir sekilde kullanilmaktadirlar. Ozellikle geleneksel yontemlere kiyasla ¢ok daha ucuz,
farkli analitlere uyarlanabilme ve yiiksek secicilik gibi nitelikleri, biyosensorleri son yillarda
tercih edilen multidisipliner bir konu haline getirmistir [28]. Biyosensorler, temelde ¢evirici ve
biyoreseptdor olmak iizere iki ana bilesenden olusmaktadir. Biyoreseptorler; analitin
taninmasindan ve biiylik 6l¢ekte sensoriin spesifikligi ve hassasiyetinden sorumlu olan kismi
olusturmaktadirlar  [29]. Biyosensorlerin  tasariminda  enzimler, antijen-antikorlar,
mikroorganizmalar, organeller, dokular ve hiicreler gibi cesitli biyolojik materyaller
kullanilabilmektedir. Enzimler bahsi gegen biyolojik materyaller arasinda, yiiksek duyarliliklart
ve ozgiilliikleri nedeniyle en fazla tercih edilen ve kullanim alani bulunan biyomateryallerdir
[30]. Enzimlerin bu yiiksek duyarliliklar1 ve 6zgiilliikleri tipk1 bir anahtar-kilit iliskisi gibi
kendilerine 6zgli substratlariyla oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlarina girmelerinden ileri
gelmektedir. Genel olarak amag, biyoreseptdriin baglandig1 belirli bir analitin veya analit
grubunun konsantrasyonuyla iliskili bir sinyal {iretmektir [31,32]. Bu sinyal ¢evirici diye
adlandirilan kisimda islenmekte ve konsantrasyon bagimli bir sinyal iiretilmesi beklenmektedir.
Ceviricilerin sinyal iletim sekline bagl olarak fiziksel bilesenlerini; optik, kiitle, termal ve
elektrokimyasal olarak siniflandirmak miimkiindiir [33]. Bahsi gecen ceviriciler arasinda
elektrokimyasal ¢eviricileri  kullanan  biyosensorler, diisiik tayin sinir1, yiliksek
tekrarlanabilirlik, hizli yanit, diisiik maliyet ve minyatiirlestirilebilme gibi ¢esitli avantajlar
sunmaktadirlar [34-37]. Bu durum elektrokimyasal ceviricilerle tasarlanan biyosensdrleri son
yillarda oldukga popiiler bir duruma getirmistir. Elektrokimyasal biyosensorlerin temel ¢alisma
prensibi, biyosensor probu tizerinde bulunan genellikle bir polimer film yiizeyine immobilize
edilmis biyoreseptor ile hedef analit arasinda gerceklesen biyokimyasal reaksiyonlara
dayanmaktadir. Bu reaksiyonlar sayesinde oOl¢lim yapilan ortamin elektrik akimi veya

potansiyeli gibi dlciilebilir elektriksel 6zelliklerini etkileyen iyonlar1 veya elektronlari iiretmesi



veya tiiketmesiyle bir sinyal olusturulmaktadir [38]. Sonug olarak tayin edilmek istenen analit
konsantrasyonu belirlenebilmektedir. Biyosensorlerin bilesenleri ve genel mekanizmasi Sekil

2.1°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.1 Biyosensorlerin bilesenleri ve genel calisma mekanizmasi.

Elektrokimyasal temelli ¢caligmalarda ¢ogunlukla {iclii elektrot sistemi kullanilmaktadir [39].
Uclii elektrot sisteminde, ilgili reaksiyonun meydana geldigi calisma elektrodu (camsi karbon,
altin, platin vb.), ¢alisma elektroduna kiyasla sabit bir potansiyeli koruyan referans elektrot
(Ag/AgCl veya kalomel elektrot) ve karsit elektrot (genellikle platin ¢ubuk) bulunmaktadir
[40]. Ayrica bu li¢ elektrodu bir ¢ozelti ortaminda kullanabilmek i¢in bir elektrokimyasal

hiicreye ihtiyac vardir. Uglii elektrot sistemi Sekil 2.2’de sunulmustur.

Caligsma elektrodu; yiik aktariminin gerceklestigi, yiizeyinde elektro aktif tiiriin ylikseltgendigi
veya indirgendigi elektrottur. Cok cesitli tiirde ¢alisma elektrodu bulunmaktadir. En sik
kullanilan elektrotlar metal (platin veya altin gibi) ve karbon elektrotlardir. Kullanilan ¢aligma
elektrotlarinin yiizey alanlari, polarizasyonu arttirmak igin kiigiik tutulmalidir. Ideal bir alisma
elektrodu genis bir potansiyel araligina ve diisiik dirence sahip olmali, kolay temizlenebilmeli
ve sinyal/gliriiltli oram1 yliksek olmalidir. Biyosensér c¢alismalarinda ince film ve enzim

immobilizasyonu  gibi  deneysel = modifikasyonlar = calisma  elektrot  ylizeyinde



gerceklestirilmektedir ve bu durum aslinda calisma elektrodunu biyosensér probuna

doniistiirme islemidir [41].

Referans elektrotlart; elektrokimyasal c¢alismalar sirasinda iginde bulundugu ¢ozeltinin
bilesiminden etkilenmeyen ve potansiyeli dis ortamdan bagimsiz olan elektrotlardir. Ag/AgCI

ve kalomel referans elektrotlar1 yaygin olarak tercih edilmektedirler [42,43].

Karsit elektrot; ¢alisma elektroduyla bir ¢ift olusturarak onu elektronlarla besler, ortamda
olusabilecek istenmeyen akimlarin {izerinden gegmesine izin verir. Sinyal kaynagindan ¢ikan
elektrigin ¢ozeltiden gecerek calisma elektroduna aktarilmasini saglar. Karsit elektrodun yiizey
alan1 calisma elektrodundan biiylik olmalidir. Karsit elektrotta genellikle bir platin tel

kullaniminin yani sira civa havuzu, grafit, tantal ya da tungsten ¢cubuklar kullanilmaktadir [44].

Karsit elektrot

Calisma elektrodu . ' Referans elektrodu
— |

¥

L

Sekil 2.2 Uglii elektrot sistemi deney diizenegi.

2.1 ELEKTROKIMYASAL BiYOSENSOR CESITLERI

Biyoalgilama esnasinda meydana gelen degisikliklere dayanan elektrokimyasal biyosensorler,

amperometrik, potansiyometrik ve kondiiktometrik olarak {i¢ boliimde incelenebilmektedirler.

Amperometrik  biyosensorler, gergeklesen biyokimyasal bir reaksiyon ile analitin
oksidasyonundan veya rediiksiyonundan kaynaklanan akimi 6lgmektedirler. Clark oksijen
elektrodu, oksijen konsantrasyonu ile orantili olarak bir akimin iretildigi amperometrik
biyosensorlerin temelini temsil etmektedir. Amperometrik sistemler, ¢alisma elektrodunda bir
elektro-aktif bilesenin indirgenmesi veya yiikseltgenmesiyle olusan akimin 6l¢giilmesi temeline

dayanir. Ayrica amperometrik biyosensorler, kondiiktometrik ve potansiyometrik



biyosensorlerle karsilastirildiginda; yiiksek duyarlilik, hizlilik ve ucuzluk gibi avantajlara
sahiptir [45]. Bu avantajlarindan dolay1 bugiin piyasada bulunan ticari biyosensorlerin

cogunlugu amperometrik enzim biyosensorii tipindedir [46].

Potansiyometrik, duyusal analizlerde koklii bir yere sahip olan en eski enstriimental
yontemlerden birisidir. Elektrokimyasal hiicrede olusan gerilim degerlerinin bir ¢alisma
elektrodu ve referans elektrot kullanilarak 6l¢iildiigii yontemdir. Eger, konsantrasyonu degisen
numune ¢dzeltisinin potansiyelinde bir degisim meydana gelirse, bu degisim potansiyometre
ile ol¢iilerek konsantrasyonla iliskilendirilmektedir. Potansiyometrik biyosensorler; yiiksek
secicilikleri, diisiik maliyetleri ve basit olmalart nedeniyle cevre, saglik ve endiistriyel
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadirlar [47].

Kondiiktometrik biyosensorler, biyokimyasal reaksiyon sirasinda c¢oOzeltinin elektriksel
iletkenligini GSlgmektedirler. Elektrokimyasal reaksiyonlar iyon veya elektron iirettiginde
cozeltinin genel iletkenligi veya direnci degismektedir. Zayif sinyal-giiriiltii oran1 nedeniyle,
ozellikle de kullanilan biyolojik reseptoriin bir enzim oldugu biyo-algilama uygulamalarinda,

daha az tercih edilmektedirler [48,49].

2.2 BIYOMEDIKAL ALANDA KULLANILAN BiYOSENSORLER

Giliniimiizde fizyolojik sivilar icerisinde bulunan maddelerin dikkate deger bir boliimii icin
biyosensorler tasarlanmistir. Tasarlanan bu biyosensorlerin bazilari ticari olarak tretilirken
bazilar1 da heniiz akademik yayimn olarak literatiirde bulunmaktadir. Glikoz biyosensorii
(glikometre), gebelik testi ve Covid-19 testi gibi biyosensorler kisinin kendisi tarafindan
uygulanabilen ve saglik alaninda biiylik kolaylik saglayan ticari biyosensorlere orneklerdir.
Biyomedikal alaninda kullanilan baz1 biyosensorler asagida ozetle sunulmustur. Glikoz

biyosensort, literatiirde bilinen ilk biyosensordiir [SO].

Glikoz biyosensorlerinin genel ¢aligma prensibi, immobilize glikoz oksidaz (GOX) ile glikozun
enzimatik reaksiyonuna dayanmaktadir ve molekiiler oksijen varlifinda gerceklesmektedir.
Reaksiyonda glikoz, glikolik aside okside olurken yan iiriin olarak hidrojen peroksit agiga

cikmaktadir.

Glikoz biyosensorleri kompakt, kullanimi kolay, giivenilir, hizli ve dogru sonuglar iiretebilen
analitik cihazlardir. Literatiirde, kan veya dokudaki glikozu 6lgmek i¢in implante edilebilir
sensOrler de dahil olmak tizere ¢ok sayida farkli glikoz biyosensorii gelistirilmistir. Glikoz

sensorleri, deri alt1 yag dokusunda interstisyel glikoz seviyelerini dl¢en kiigiik, minimal invaziv



cihazlar olarak ticarilestigi de bilinmektedir [51]. Giiniimiizde bilhassa diyabet hastasi olan

kisilerin ve hastanelerin yaygin olarak kullandig1 bir cihaz konumundadir [52].

Gebelik testleri biyosensdrlerin en bilinen ve en sik kullanilan 6rneklerinden bir tanesidir. Bu
tip biyosensorler, hamilelik siirecinde ortaya ¢ikan ve gebelik hormonu olarak bilinen koryonik
gonadotropin maddesini idrar 6rneginde tespit etme prensibi ile calismaktadirlar. Hamilelik
testleri, pozitif veya negatif sonug veren ve sadece 2 ile 5 dakika i¢inde %99'dan fazla dogru
sonu¢ lretmektedirler. Yanal akis analizleri olarak adlandirilan bu sensor 6rnegi, gorsel ve
tutarlt sonuclar verdigi i¢in uluslararasi ticari bir basariya ulasmistir. Uygulamasinin ve
ulasilmasinin basit, giivenilirliginin ve dogrulugunun yiiksek olmasi bu biyosensoriin ticari

basarisina biiyiik katki saglamistir.[103].

Biyosensorler, Covid-19 tanisinda da kullanilarak pandemi siiresince hastane ve bilhassa
havaalanlarinda biiylik kolaylik saglamislardir. Bu tip sensdrler, birbirine spesifik maddeler
olan antijen ve antikor etkilesimi prensibi ile sonug verebilen immiinosensor olarak adlandirilan
biyosensor orneklerindendir. Covid-19 biyosensérleri tipine gore tiim viicut sivilarinda 6l¢tim
yapabilmektedirler. Medyator gibi elektro aktif maddelerin kullanimiyla beraber halihazirda
kullanilan yontemlere gore tayin alt sinirlar1 oldukcga diisiiktiir. Bu 6zelliginden dolay1 Covid-
19 test kitleri hem polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) giivenilirligine sahip hem de hizli bir

yontem olarak kisa zamanda kabul gérmiistiir [50,53].

Yeni bir ilag¢ gelistirmek 12-15 yil siirebilen ve maliyeti 1 milyar dolar1 asabilen karmasik bir
stirectir. Bu siirenin ve maliyetin daha aza indirilebilmesi i¢in elektrokimyasal, optik ve
mikrobiyal biyosensdrler kullanilabilmektedir. Literatiirde hiicre canliligi, sitotoksisite gibi
parametrelerin  degerlendirilmesi i¢in hiicre kiiltliri c¢alismalar1 ile kiyaslandiginda
elektrokimyasal biyosensorlerin de benzer sonuglar verdigine yonelik calismalar mevcuttur.
Elektrokimyasal biyosensorlerin  disinda optik  biyosensorler de ilag tayininde
kullanilabilmektedir. Genellikle antijen-antikor ve ilag-protein etkilesiminin yiiksek
seciciliginden yararlanan optik biyosensorler, fizyolojik parametrelerin belirlenmesi ve bazi
karmagik ilag¢ analizleri i¢in gelistirilen afinite ligand bazli biyosensorler olarak bilinmektedir.
Bunun yani sira ila¢ arastirmalarinda genotoksik ve karsinojenik kimyasallarin tespiti ve
taranmas1 i¢in gelistirilen mikrobiyal biyosensorler ile ilgili ¢aligmalar mevcuttur. Bu
caligmalar 15181nda ilk ticarilesen VITOTOX® adl bir ilagtir VITOTOX®, ilag gelistirmenin
erken asamalarinda ¢esitli ilag adaylarinin genotoksisite degerlendirmesi i¢in kullanilan bir

biyosensordiir. Ames testinden elde edilen sonuglarla iyi bir korelasyon gosteren VITOTOX®



testi ile 1-4 saat icinde test edilen bilesenlerin genotoksisite potansiyeli hakkinda veriye

ulasilabilmektedir [54,55].

Biyosensorler kanser patolojisi ve biyolojisi konularinda da bilim insanlarina yeni bakis acilar
kazandirmistir. Tiimor hiicrelerinin erken tanisinda genel olarak elektrokimyasal biyosensorler
kullanilmaktadir. Bu yontemin bilinen uygulamalarindan biri timdr hiicrelerinin, hiicre
empedans algilama teknolojisine dayali biyosensorler tarafindan tespit edilmesidir. Yaygin
olarak kullanilan elektrokimyasal bir arastirma yontemi olan siklik voltametri, elektrot
ylizeyindeki hiicrelerin biiyiimesinin neden oldugu elektrot ara yiiziindeki empedans veya

mikro akimdaki degisikligi tespit etmek i¢in kullanilabilinmektedir [51].

Anaerobik kosullar altinda laktat iiretimi, insan performans seviyelerinin, yorulmanin ve
hidrasyonun bir gostergesidir. Yiiksek laktat seviyeleri, konjestif kalp yetmezligi, hipoksi ve
diyabetik ketoasidoz, iskemi, fel¢ gibi ¢esitli tibbi durumlardan kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla
laktatin gergek zamanli olarak saptanmasi yukarida bahsi gecen tibbi durumlarin
degerlendirilmesinde yararli olabilmektedir. 1976 yilinda La Roche (Isvigre), ilk defa enzim
tabanli bir laktat biyosensoriinii gelistirmistir ve bu biyosensor Lactate Analyzer LA 640
ismiyle piyasaya siiriilmiistiir. Daha sonralar1 ticari olarak kullanilan bazi 6nemli laktat
biyosesensorleri, Yellow Springs Instruments —3L, Eppendorf (Almanya), Nova Biomedical

(ABD) — Lactate Plus firmalari tarafindan kullanima sunulmustur [56].

Baska bir literatiir verisinde aragtirmacilar, spesifik olarak gelistirilen ve bor nitriir kuantum
nanoparc¢aciklarinin kullanildigi elektrokimyasal bir biyosensor ile kalp kasinda meydana gelen
hasarlar sonrasinda kan dolasimina salinan ve kalp krizini tetikleyen troponin degerlerini anlik
ve yiksek secicilikle tespit edilebildigini sunmuslardir. Bdylelikle troponin kaynakl
olusabilecek saglik riskleri i¢in kullanilabilecek bir biyosensoriin temelleri literatiirde

raporlandirilmistir [57].

Biyosensdrlerin geleneksel analizlere kiyasla bilgiye hizli bir sekilde ulagsmasi ve ticarilesme
potansiyeline sahip olmasi son yillarda {izerine yapilan ¢alismalarin eksponansiyel olarak

artisin1 saglamaktadir ve her gecen giin literatiire yeni bir arastirma eklenmektedir.

2.3 PIRUVAT BiYOSENSORLERI

Kulys ve arkadaslar1 arac1 olarak metilen yesili ile modifiye edilmis karbon macunu bazli ve

enzim temelli (piriivat oksidaz) piriivata duyarli bir amperometrik biyosensor elektrodu
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tasarlamislardir. Insan terindeki piriivatin belirlenmesi i¢in tasarlanan ve 2 aydan uzun siire
stabil kaldig1 ifade edilen biyosensoriin doymus kalomel elektroda (SCE) karst 0-0.5 V
araliginda anodik bir akim iirettigi belirtilmistir. Tasarlanan biyosensor hassasiyeti 51,8 pA 1
mmol! cm™'dir. Lineer aralign ¢dzeltideki normal oksijen konsantrasyonuna bagli olmadigi

rapor edilmistir [10].

Arai ve arkadaglar1 elektron alici olarak piriivat dehidrojenaz ve 2-metil-1,4-naftokinon igeren
bir karbon macun bazli bir amperometrik ¢alisma elektrodu tasarlanmistir. Elektroda piriivat
oksidaz enzimi immobilize edilmistir. Sisteme flavin adenin diniikleotit disodyum tuzunun
(FAD) ve tiamin pirofosfat kloriirtin (TPP) eklemeleri yapilmistir ve piriivat ile reaksiyonunda
gerekliligi ele alinmistir. FAD' 1in yoklugunun, muhtemelen enzimle olan yiiksek enerjili bagi
nedeniyle enzimatik aktivite lizerinde cok kiiciikk bir etkiye sahip oldugu ve TPP 'nin
yoklugunun ise enzimatik aktivite iizerinde ¢ok carpici bir etki gosterdigi rapor edilmistir.
Yapilan ¢alismada 1 pM ila 2 mM arali§inda dlgiim alinmus ve tespit smir1 1 pM (2,9 nA cm 2)
olarak belirtilmistir. 7 giin boyunca yapilan olgtimlerde %5’°ten daha az diisiis gozlemlenmistir

[58].

Akyilmaz ve Yorganci’nin yaptigr bir ¢alismada; piriivat ve fosfat tayini icin piriivat
oksidaz bazli amperometrik bir biyosensor gelistirilmistir. Biyosensor tasariminda kullanilan
piriivat oksidaz, jelatin ve gluteraldehit (¢apraz baglama ajani olarak, %2,5) ile immobilize
edilmistir. Yapilan optimizasyon ¢alismalarinda optimum sicaklik 35 °C, pH degeri 7,0 olarak
tespit edilmistir. Biyosensor; glikoz, askorbik asit, laktik asit, oksalik asit ve sitrik asit gibi
muhtemel girisim yapabilecek maddelerle test edilmis ve girisimin etkisinin ihmal edilebilir
diizeyde oldugu rapor edilmistir. Biyosensoriin 0,0025 ile 0,05 uM arasindaki
konsantrasyonlarda dogrusallik sundugu belirtilmistir. Biyosensoriin tepki siiresi de 3 dakika
olarak tespit edilmistir. Ayni grubun yapmis oldugu bir baska calismada, piriivat oksidaz
enzimine dayali bir biyosensor tasarlanmig ve tiamin (B1 vitamini) molekiiliiniin enzim
aktivitesi tlizerine etkisi arastirllmistir. Biyosensor, jelatin ve glutaraldehit kullanilarak
cozlinmiis oksijen probu iizerinde kovalent immobilizasyon yontemiyle hazirlanmigtir.
Tiaminin, piriivat oksidaz enzimi i¢in bir aktivator oldugu belirtilmis ve biyosensoriin tespit
yontemi, tiaminin enzim aktivitesi {izerindeki bu etkisine dayandirilmistir. Biyosensor
tepkilerinin tiamin varliginda artis gosterdigi rapor edilmistir. Tasarlanan biyosensoriin cevap
stiresi 2 dakika olarak belirtilmistir. Biyosensoriin optimizasyon ¢alismalarinda en uygun
enzim miktar1 2,5 U cm™ olarak bulunmustur. Ayrica 35 °C sicaklik ve pH 7,0; 50 mM fosfat

tamponu, optimum ¢alisma kosullar1 olarak belirlenmistir [13].

11



Malik ve arkadaslart; polianilin (PANI) filmi lizerine piriivat oksidaz (Aerococcus sps.),
karboksillenmis ¢ok duvarli karbon nanotiipler (c-MWCNT), bakir nanopartikiiller (CuNPs)
kullanarak bir biyosensor tasarlamiglardir. Calismada kullanilan ¢alisma elektrodu altindir
(AuE). Bakir nanopartikiiller kimyasal indirgeme yontemiyle hazirlanmis ve gecirimli elektron
mikroskobu (TEM), UV-goriiniir spektroskopisi ve X-1is1m1 kirinimi (XRD) ile karakterize
edilmistir. Calisma elektrodu (POx/c-MWCNT/CuNPs/PANI/AuE), yapiminin farkli
asamalarinda taramali elektron mikroskobu (SEM), Fourier doniisimli kizilotesi
spektrometresi (FTIR) ve elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ile incelenmistir.
Biyosensor, 35°C'de ve pH 5.0 tampon ortaminda optimum aktivite gostermistir. Ayrica,
piriivat i¢in 0.1 uM ila 2000 uM konsantrasyon araliginda dogrusallik sunmustur. Eklenen
pirlivatin analitik geri kazaniminin %99,6 ve %99,2 oldugu tespit edilmis ve standart
spektrofotometrik yontemle Slgiilen serum piriivat degerleri ile mevcut yontem arasinda yiiksek

korelasyon oldugu rapor edilmistir [3].

Malik ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir baska ¢aligmada; kalem grafit elektrot iizerine
kovalent olarak immobilize edilen piriivat oksidaz nanopartikiilleri ile hassas ve gelistirilmis
bir amperometrik biyosensor iiretilmesi amaglanmistir. Biyosensor; pH 6,0 tampon ortaminda,
-0,1 V uygulama potansiyelinde ve 30 °C sicaklikta optimum degerlerini sunmustur.
Biyosensoriin lineer araliginin 0,001 ila 6000 pM arasinda oldugu rapor edilmistir.
Biyosensoriin 210 giinden fazla bir siire boyunca stirekli olarak kullanildig1 ve uzun bir depo
kararlilig1 gosterdigi tespit edilmistir. Tasarlanan biyosensor, saglikli ve kalp rahatsizligi olan

bireylerin serumlarindaki piriivat seviyesinin 6l¢iimii icin kullanilmistir [16].

Shao ve arkadaglari; kan serumu o6rneklerinden piriivat tespiti i¢in amperometrik bir piriivat
biyosensorii tasarlamiglardir. Calisma elektrodu olarak camsi karbon elektrot kullanilmstir.
Elektrot yiizeyine Au@CNT (Karbon nanotlip yiizeyine modifiye altin nanopartiikiilleri)
nanokompozitinin elektrodepozisyonu saglanmis ve ardindan piriivat oksidaz immobilize
edilmistir. XRD ve SEM kullanilarak yapilan yapisal ¢aligmalar, metalik altin nanopartikiillerin
(AuNPs'lerin) CNT yiizeyinde etkin bir sekilde dekore edildigini ve Au@CNT
nanokompozitinin camsit karbon elektrodun (GCE) vyiizeyinde elektrodepozisyonunu
gostermistir. Gergeklestirilen elektrokimyasal 6l¢iim sonuglar1 biyosensoriin iyi bir 6zgiilliige,
hassasiyete ve stabiliteye sahip oldugunu gostermistir. Biyosensor; 10 ila 480 puM
konsantrasyon araliginda dogrusal aralik, 5 nM dedeksiyon limiti ve 0,12482 nA/uM hassasiyet
sunmugtur. Biyosensoriin pratikligi ve kesinligi, saglikli yetiskinlerin kan serumundaki piriivat

diizeyinin belirlenmesi i¢in kullanilmigtir [59].
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Wen ve arkadaglarinin yaptig1 ¢calismada insan serumundaki pirtivatin hassas analizi i¢in platin
nanopartikiilleri (PtNP'ler) ile degistirilmis 2D MXene bazli bir biyosensor gelistirilmistir.
Calismada dongiisel voltametri ve kronoamperometri teknikleri kullanilmistir. Yapilan
calismanin klinik uygulamasini gostermek i¢in tasarlanan biyosensor ve standart bir test kiti;
insan serum Ornekleri ile test edilmistir. Biyosensor ve test kiti arasinda ithmal edilebilir bir
diizeyde farklilik (%6) oldugu rapor edilmistir. Calisma, pH 5,0 tampon ortaminda ve 0,1 V
calisma potansiyelinde ger¢eklestirilmistir [60].

Camsi karbon elektrodun (GCE) kullanildig: bir piriivat biyosensoriinde, enzim olarak laktat
dehidrojenaz (LDH) kullanilmistir. Calismada enzim sol-jel yontemi kullanilarak GCE'ye
immobilize edilmistir. Calisma elektrodunun sinyal giiciinli artirmak i¢in elektrot AuNPs-rGO
ile modifiye edilmistir. Biyosensor; 37 °C'de, pH 7.4, 100 mM fosfat tamponunda diferansiyel
puls voltametrisi teknigi ile ¢alistirilmistir. Biyosensor i¢in 1-4500 uM lineer aralik ve 254,54
A mM!' cm™ hassasiyet rapor edilmistir. Ayrica, D-glikoz, sitrik asit, dopamin, iirik asit ve
askorbik asit gibi muhtemel girisimci maddelerin varliginda oldukga basarili sonuglar verdigi

vurgulanmistir [12].
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BOLUM 3

MATERYAL METOD

3.1 KIMYASALLAR

Deneysel calismalarda kullanilan kimyasallar; piriivat oksidaz (Aerococcus sp.,liyofilize toz,
>35 U/mg protein), sodyum piriivat (CH3COCOONa >99), insan serumu (AB kan plazmasina
sahip erkek bireylerden temin edilmis, ABD menseli, steril filtreli), polikaprolakton (PCL,
ortalama Mn 80000), magnezyum kloriir hekzahidrat (MgCl> H,O,, >99), flavin adenin
diniikleotit disodyum tuzu (FAD, >%95), hidrojen peroksit (%35 H>0,) potasyum dihidrojen
fosfat (KH2POs), dipotasyum hidrojen fosfat (KoHPOs), lityum perklorat (LiClO4, %99),
hidroklorik asit (HCI, %36. 5-38), potasyum kloriir (KCl), potasyum hekzasiyanoferrat
(KsFe(CN)g), gluteraldehit (GA, H,0 icinde %?25), diklorometan (%99,9) ve potasyum
hidroksit (KOH, >%85) Sigma-Merck Corporation (Almanya) firmasindan satin alinmstir.
tiamin pirofosfat kloriir (TPP,>% 98) Tokyo Chemical Industry markasindan (Japonya) temin
edilmistir. Aliminyum nanopartikiiller (AINPs, 80 nm, %99,9) Nanostructured & Amorphous
Materials, Inc. (ABD) sirketinden satin alinmistir.

3.2 CIHAZLAR

Deneylerde kullanilan ekipmanlardan CHI1040B marka potansiyostat, altin ¢aligma elektrodu
(©=2 mm), platin karsit elektrodu, Ag/AgCl referans elektrot, cam hiicreler ve elektrot
temizleme kiti (0.05, 0.3 ve 1 mikron boyutunda aliimina tozlar1 ve zimparalar1) CH Instruments
firmasindan temin edilmistir. Deneylerde kullanilan otomatik mikropipetler Eppendorf, hassas
tarti cthazt Denver Instrument, manyetik karigtirict DragonLab MS-H-S, ultasonik banyo
Isolab, ultra saf su cihaz1 Milipore Direct-Q 3 UV ve pH metre Inolab pH 7110 markalarindan
temin edilmistir. Taramali elektron mikroskonu (SEM) cihazi Quanta FEG 450 markadir.

3.3 BIYOSENSOR PROBUNUN HAZIRLANMA ASAMALARI
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3.3.1 Tampon Cozelti Hazirlanmasi

pH 7,0, 50 mM fosfat tamponu potasyum dihidrojen fosfat (KH>PO4) ve dipotasyum hidrojen
fosfat (KoHPO4) kimyasallart kullanarak hazirlanmistir. Hazirlanan tampon ¢ozelti igerisine
destek elektroliti olarak 0,7 mg mL™! olacak sekilde lityum perklorat (LiClOs) ilave edilmistir.
Son olarak ¢ozelti icerisine enzimatik reaksiyonun gergeklesebilmesi i¢in ihtiya¢ duyulan 50
UM tiamin pirofosfat klortir (TPP), 5 uM flavin adenin dintikleotit (FAD) ve 1 mM magnezyum
kloriir (MgCl>) kofaktorleri eklenerek deneyler i¢in hazir hale getirilmistir.

3.3.2 AINPs Modifiye Polimer Cozeltisinin Hazirlanmasi

Polimer ¢ozeltisini hazirlamak icin ticari katt PCL kullanilmistir. 10 mg PCL, 1 mL
diklorometan i¢cinde manyetik karistirici yardimiyla ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltiye 0,4 mg AINPs
ilave edilmistir. Daha sonra AINPs'leri homojen bir sekilde disperse edebilmek i¢in, ¢ozelti

kapali bir tiip icerisinde ultrasonik banyoda 10 dakika boyunca muamele edilmistir.

3.3.3 Enzim Cozeltisinin Hazirlanmasi

Piriivat oksidaz (PyOx) enzim ¢ozeltisi (2 mg mL™") pH 7,0 (50 mM) fosfat tamponu ile
hazirlanmistir. Hazirlanan enzim ¢ozeltisi kullanilmadigr zamanlarda buzdolabinda (+4 C°)
muhafaza edilmistir. 5 mM’lik stok pirtivat ¢ozeltisi, (pH 7,0) fosfat tamponda tamamen

cOziinene kadar manyetik karistiricida karistirilarak hazirlanmistir.

3.3.4 Elektrot Temizleme Prosediirii

Deney diizeneginde kullanilacak olan altin ¢alisma elektrodu sirasiyla 1; 0,3; 0,05 mikron
boyutlarindaki aliiminyum tozlar1 ile zimparalanmistir. Elektrot, zimparalama isleminde
boyutlar arasinda ultra saf ile yitkanmis ve oda sicakliginda kurutulmustur. Daha sonra 10 mL
ultra saf su igerisinde %25°lik hidrojen peroksit ve 50 mM potasyum hidroksit olacak sekilde
bir ¢ozelti hazirlanmistir. Altin elektrot, hazirlanan ¢ozelti igerisinde 10 dakika bekletilmis ve
tekrar ultra saf su ile yikanip, kurutulmustur. Son agama i¢in 50 mM potasyum hidroksit iceren
10 mL ultra saf su ¢dzeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozelti ile -0,2 V ile -1,2 V arasinda 50 mV s

tarama hizinda 2 dakika dongiisel voltametri (CV) teknigiyle temizleme islemi
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gerceklestirilmistir. Islem sonrasinda ¢alisma elektrodu ultra saf su ile son bir kez yikanip, oda

sicakliginda kurutulmus ve kullanima hazir hale getirilmistir.
3.3.5 Elektrot Yiizeyinin Polimerik Filmle Kaplanmasi ve Enzim iImmobilizasyonu

Temizleme prosediirii uygulanan Au elektrot yiizeyine 0,4 mg mL™" AINPs ile modifiye PCL
polimer ¢ozeltisinden 3 pulL damlatilmis ve elektrot ¢oziiciiniin buharlagmasi i¢in oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Ardindan kaplama yapilan yiizey ultra saf su ile narince
yikanmistir. Capraz baglama ajani olarak kullanilan glutaraldehit ¢ozeltisinden (H20- iginde
%2,5) 3 uL, polimerik film kapli Au yiizeyine damlatilmis ve oda sicakliginda kurutulmustur.
Daha sonra, 2 mg mL"' PyOx c¢ozeltisinden 6 pL elektrot yiizeyine damlatilmis ve film
ylizeyinde olusturulan ¢apraz bag aglar1 araciligiyla kimyasal enzim immobilizasyonuna izin
vermek icin oda sicakliginda 2 saat beklenmistir. Elektrot yiizeye baglanamayan enzim
kalintilarini1 temizlemek i¢in her adimdan sonra ultra saf su ile yikanmistir. Biyosensoriin

fabrikasyon agamalar1 sematik olarak Sekil 3.1'de sunulmustur.

i j =

AINPs/PCL Gluteraldehit

—_—

Sekil 3.1 Piriivat biyosensor elektrodunun fabrikasyon asamalarinin sematik gosterimi.

3.4 PIRUVAT OLCUM SISTEMi VE PARAMETRELERI

Geleneksel biyosensor sistemi referans elektrot (Ag/AgCl), altin ¢alisma elektrodu (Au, @=2
mm), platin tel karsit elektrot, cam hiicre ve CH 1040B ¢ok kanalli potansiyostattan olusmustur.
Pirlivat Ol¢iimleri, artan genlikte bir potansiyel puls serisi kullanan diferansiyel puls
voltametrisi (DPV) ile ger¢eklestirilmistir. Elektrokimyasal Olc¢iimler i¢in yaygin olarak
kullanilan yontemlerden biri olan DPV teknigi [61-65], yiizeye baghh molekiillerin
elektrokimyasal davranisini izleyebilirken, faradaik olmayan akimin azalmasina izin vererek

hassasiyette onemli bir artis saglamaktadir [66,67]. Analizler, elektrotlarin destek elektrolit
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olarak kullamlan 0,7 mg mL"! LiClOs ve 5 uM FAD, 50 uM TPP, 1 mM magnezyum (Mg*?)
(enzim kofaktorleri) iceren 10 mL 50 mM pH 7,0 havalandirilmig PBS igine daldirilmasiyla
gergeklestirilmistir. FAD, TPP ve Mg*? kofaktdrlerinin konsantrasyonlar1 dnceki ¢alismamizda
optimize edilmis ve bu ¢alismada da kullanilmistir [68,69]. DPV deneysel sartlari; 0,002 V'luk
bir artig, 0,1 V'luk bir genlik, 0,06 s'lik bir darbe genisligi, 0,02 s'lik bir 6rnekleme genisligi ve
-0,1 V ila +0,1 V'luk uygulanan bir potansiyel araliginda 0,75 s'lik bir darbe periyodu seklinde

ayarlanmigtir. Biyosensor 6l¢iim sisteminin sematik diyagrami Sekil 3.2'de sunulmustur.

Potansiyostat

f a4 H:;— . ,,./"J \
i g \"x PC *
% =~

—*  Ag/ AgCl

Pt karsit £
- referans elektrot

elektrot

Potansiyal

Au/PCl/ AINPs / GA / PyOx

Sekil 3.2 Biyosensor ol¢iim sisteminin sematik diyagrama.
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BOLUM 4

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 PCL/AINPs FILMININ KARAKTERIZASYON CALISMALARI
4.1.1 Yiizey Morfolojisi

Yiizey karakterizasyon c¢alismalar1t Quanta FEG 450 (Thermo Fisher Scientific Inc., ABD)
model taramali elektron mikroskobu (SEM) ile elektrot yiizeyinin SEM ve enerji dagilimli X-
1s1n1 spektroskopisi (EDX) analizleri yapilarak gerceklestirilmistir. PCL/Au ve AINPs/PCL/Au
elektrotlarinin ylizey morfolojileri x1000 biiylitmedeki SEM goriintiisiinden analiz edilmis ve
sirastyla Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 'de verilmistir. Elektrot yiizeyindeki PCL ince filminin oldukca
gozenekli oldugu (Sekil 4.1) ve PCL ince filminin gozeneklerinin AINP'lerle doldugu ve
yizeyde kiimelendigi gozlenmistir (Sekil 4.2). EDX analizi elektrot yiizeyinde olusan
kiimelerin saf AINP'lerden kaynaklandigimi dogrulamis ve ilgili grafik Sekil 4.3'de
sunulmustur. Elde edilen filmin, elektrot yiizey alanini artirarak daha fazla enzim molekiiliinii

baglayabilmesi beklenen muhtemel sonugtur.

;.‘.; WmagAD ”der | mode | vac mode | WD | HV | 100 ym ——

*4
s 1000 x | BSED | Z Cont | High vacuum | 10.3 mm | 30.00 kV FEI QUANTA FEG 450

Sekil 4.1 PCL/Au elektrodunun %1000 biiylitmedeki SEM goriintiisii.
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Sekil 4.2 AINPs/PCL/Au elektrodunun %1000 biiylitmedeki SEM goriintiisii.

kv:30.0 Tilt:0.00 Tkoff:3.01 Det: SDD Apollo X Reso:125.8 Amp.T:12.80

FS : 1318 LSec : 6.7 Prst:None 9-Jun-2023 15:16:34

EDS Quantitative Results
Element Wt% At%
CK 41.69 55.14
OK 26.06 25.88
AlK 32.25 18B.99

8.20 9.20 keV

Sekil 4.3 AINPs/PCL/Au elektrot ylizeyinin EDX analizi.
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4.1.2 Elektrokimyasal Yiizey Karakterizasyonu

Enzim immobilize AINPs modifiye edilmis ve modifiye edilmemis PCL film kapli Au
elektrotlarinin elektrokimyasal ozellikleri CV analizleri ile karakterize edilmistir. CV
calismasinda 0,7 mg mL! LiClO;4 ve kofaktdrleri igeren 50 mM pH 7,0 oksijenlendirilmis PBS
tamponu kullanilmistir. Sistem, 0,1 V s tarama hiz1 ve -1,0 ile +1,0 V arasindaki voltaj
araliginda galistirllmistir (Sekil 4.4). PCL film kapli elektrot, AINPs-modifiye PCL film kapl
elektroda kiyasla taranan her potansiyelde daha diisiik akim degerleri sergilemistir. Bu durum
PCL'nin iletken olmayan dogasi nedeniyle beklenen bir sonugtur. Sekil 4.4, elektrodun
AlINP'lerle modifiye edildiginde akim degerlerinde kayda deger bir artis oldugunu
gostermektedir. Analiz, iletken metalik AINPs'lerin PCL filmine entegre edildigini, ¢calisma
elektrodunun modifikasyonunun sagladigini ve piriivat tespiti i¢in biyosensoriin sinyal

kapasitesini artiracagini gostermektedir.

70

5.0 - /'“_'/

Akim (pA)
N

—_—
—_—
p—
| |

a  AINPs/PCl/Au elektrot
—  PCl/Au elektrot

-1.0 -08 06 -04 -02 0 02 04 06 08 1.0
Potansiyel (V)

Sekil 4.4 PyOx immobilize PCL/Au ve AINPs/PCL/Au elektrotlarinin CV'leri.

CV analizi, 10 mM K3Fe(CN)s ve 0,1 M KCl iceren 50 mM pH 7,0 PBS icinde (Sekil 4.5),
enzim immobilize AINPs modifiye elektrodun difiizyon katsayisini belirlemek i¢in -0,2 ila +0,6
V potansiyel araliginda, 0,08 V s! ile 09 V s' arasinda artan tarama hizlarinda

gerceklestirilmistir. Akim degerleri, artan tarama hiz1 ile oksidasyon ve rediiksiyon yoniinde
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orantil1 olarak artmistir. Voltamogram Sekil 4.5’de sunulmustur. CV'lerden elde edilen redoks
akimlari, tarama hizinin karekokiine karsi grafige gecirilmis ve Sekil 4.6’da verilmistir. Ortaya
cikan dogrusal egriler diflizyon kontrollii kiitle aktarim reaksiyonlarinit ve AINPs ile modifiye
edilmig PCL film tlizerindeki redoks doniisiim ve elektron transfer reaksiyonlarinin oksidasyon
ve rediiksiyon akimlari igin tersinir Ozellikler gosterdigini ortaya koymustur. Biyosensor
elektrodunun diflizyon katsayisi, Denklem 1'de sunulan Randles-Sevcik denklemi kullanilarak

hesaplanmugtir.
Ip=(2.69x10°) xn*2x Ax DY x Cx 0 ... e (1)

Ip: pik akimu (A), n: elektron sayisi, A: elektrot alan1 (cm?), D: difiizyon katsayis1 ( cm?s™),
p:p Y

C: analit konsantrasyonu (mol cm™ ), v: tarama hiz1 (V s™)].

AINPs ile modifiye edilmis elektrot i¢in oksidasyon [Dre(ox)] ve rediiksiyon [Drecred)] difiizyon
katsayilar1 sirastyla 4.92x10° cm? s ve 3.79x10° cm? s olarak hesaplanmustir. Deney,
oksitlenmis demir iyonunun indirgenmis demir iyonundan 1,3 kat daha hizl1 difiize oldugunu
ortaya koymustur. Bu durum elektrot ylizeyi ile indirgenmis demir iyonu arasindaki

elektrostatik itmeye baglanabilir [70].

Akim (pA)

-60-5 T~ 0.9Vs!
-70 1 T T T T T ‘ T T T T T T
-0.20 -0.10 0 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60

Potansiyel (V)

Sekil 4.5 10 mM KsFe (CN)s ve 0,1 M KCl igceren 50 mM pH 7,0 PBS tamponu i¢inde 0,08

ile 0,9 V s7! arasindaki tarama hizlarinda gerceklestirilen CV’lerin grafigi.
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Tarama hizimin karekokii (Vl"2 5'1’(2)

Sekil 4.6 CV'den elde edilen redoks akimlarina kars1 tarama hizinin karekdkiiniin grafigi.
4.2 PIRUVAT TESPITI ICIN UYGULANAN POTANSIYELIN BELIRLENMESI

Biyosensore uygulanacak potansiyeli belirlemek icin enzimatik reaksiyon mekanizmasini
ortaya ¢ikarmak gerekmektedir. Biyosensoriin yaniti, substrattan ya da enzimatik reaksiyonun
irlintinden gelen elektrokimyasal sinyale dayanmaktadir. Enzimatik {riinden tespit edilen
sinyal, istenen analitin dolayli olarak Ol¢iilmesini saglamaktadir. Bu nedenle, belirli bir
potansiyelde bir analitin veya iiriiniin spesifik yanitin1 kesin olarak belirlemek 6nemlidir. Bu
amacla, analitin tespit edilebilecegi kesin potansiyel degeri deneysel olarak belirlenmelidir.
PyOx; fosfat, pirtivat ve oksijenin asetil fosfat (enerji depolama metaboliti), karbon dioksit ve
hidrojen peroksite oksidatif dekarboksilasyonunu katalize eder (Esitlik 2). Kovalent olmayan
ve sikica baglanmis FAD, TPP ve TPP'nin difosfat kismii baglayan Mg*?, oksidatif piriivat
dekarboksilasyonunun enzimatik reaksiyonunda vazgecilmez kofaktorlerdir [71]. Esitlik 3'de
sunulan enzimatik reaksiyon birka¢ adimda gerceklesebilir. Enzime bagli TPP'nin 4-imino
kism1 C2-TPP'yi deprotonlayarak piriivatin karbonil grubuna niikleofilik bir sekilde saldirir ve
laktil-TPP olusturur. Laktil-TPP hidroksietil-TPP'ye doniisiir. Daha sonra hidroksil-TPP,
dihidroflavin adenin diniikleotid (FADH») ve asetil-TPP olusturmak iizere FAD tarafindan
oksitlenir. FADH: iki elektronu O: 'ye (son alict) aktarir ve analitin biyosensorle dolayli

Ol¢iimiinli yapmak i¢in gerekli olan H>O>’1 agi8a cikarir. Son adimda, asetil-TPP, asetilfosfat
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ve TPP olusturmak iizere fosforolitik olarak parcalanir, boylece yukarida bahsedilen

reaksiyonlar tekrarlanabilir[68-70,72,73].

Pirlivat biyosensoriiniin analitik yaniti, tiretilen H>O>' nin elektrokatalitik oksidasyonu ile
dolayli olarak olgiiliir. (Esitlik 3). H,O» termodinamik olarak kararsizdir ve -0,682 V teorik
indirgeme potansiyeline sahiptir [74]. Potansiyel degeri, calisma elektrodunun ylizey
yapisindan dogrudan etkilenir. Bugiine kadar yapilan biyosensor calismalarinda H>O»'yi
algilamak i¢in uygulanan potansiyel degerler farkl sekilde rapor edilmistir [75-78]. Bu amagla,
tasarlanan biyosensor ile dogru bir 6l¢lim saglamak i¢in, H2O>' nin oksidasyon potansiyelinin
kesin olarak belirlenmesi elzemdir. Pirlivatin algilama potansiyelinin belirlenmesi i¢in H>O»,
PyOx immobilize AINPs/PCL/Au elektrot yilizeyinde DPV kullanilarak test edilmistir. DPV
analizi (-1.0 V ile +1.0 V arasinda degisen bir potansiyel taramada), LiClO4 ve enzim
kofaktorleri iceren 50 mM pH 7,0 tamponuna 100 uM'dan 500 uM'a kadar (100, 200, 300, 400
ve 500 pM) artan konsantrasyonlarda H>O, eklenerek gerceklestirilmistir. ilgili voltamogram,
Sekil 4.7°de sunulmustur. +0,3 V ile +0,4 V potansiyel bir aralikta, elektrodun genis pik
akimlarinin artan H>O» konsantrasyonu ile arttifi goézlenmistir. Bu calismada piriivat
Olctimlerinin tiretilen HoO> 'nin oksidasyonu yoluyla gerceklestirilmesi beklendiginden, bu

potansiyel araliginda piriivat Ol¢iimlerinin yapilmasi sunulan reaksiyon mekanizmalarini

dogrulamaktadir.

PO
Piruvat + 0, + Fosfat 3 Asetil fosfat + CO, + HyOq..ooovovveiviiann, (Esitlik 2)
HyO)5 = 2H 4 Oy 4 2@ oot e (Esitlik 3)
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Sekil 4.7 100 uM ile 500 uM arasinda artan H>O> konsantrasyonlarindan elde edilen DPV
grafigi.

4.3 OPTIMUM AINPs DOZUNUN BELIRLENMESI

Bir biyosensordeki dedeksiyon limiti (LOD) ve hassasiyet, enzim immobilizasyonunu saglayan
kaplama malzemesinin arka plan akimindan etkilenmektedir. Ayrica, malzemenin morfolojisi
ve elektrot yiizeyindeki film yogunlugu da elektron transfer hizin1 ve biyosensoriin yanit
stiresini belirleyen 6nemli parametrelerdir [79]. Bu baglamda, analitik performansa katkida
bulunan ¢esitli polimer tiirleri ve bunlarin nanopartikiillerle modifikasyonu biyosensdrlerde
yaygin olarak tercih edilmektedir [68,80]. Nanopartikiillerin yigin formlarina gére ¢ok daha
reaktif olmalarinin yani sira, ¢aligma elektrodu yiizey alanini iistel olarak artirmalari ve bunun
sonucunda birim alan basina biyokatalizér baglanmasi i¢in aktif bolgelere katki saglamalari
tercih edilmelerinde biiyiik rol oynamaktadir. Bununla birlikte, elektrot yiizeyine kaplanmig
nanopartikiillerle modifiye edilmis malzemeler, biyokatalitik reaksiyonlar1 engellemeden
enzimatik reaksiyonlar1 kolaylastiran veya hizlandiran bir konsantrasyona sahip olmalidir [81]
. Au elektrot yiizeyindeki PCL filmi, piriivat biyosensoriinden etkili bir yanit alinmast i¢in

uygun miktarda AINP igerecek sekilde tasarlanmistir. Spesifik olarak, degisen
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konsantrasyonlarda AINP'lerle (0,1, 0,2, 0,4, 0,8 ve 2 mg mL") modifiye edilmis 3 L PCL (10
mg mL™"), oda sicakliginda 5 ayr1 Au elektrot yiizeyine damlatilmistir (bkz. Boliim 3.3.5). Daha
sonra, Bolim 3.3.5'te acgiklanan glutaraldehit ve enzim immobilizasyon adimlar1 izlenerek 5
farklt AINPs-modifiye PCL film kapli elektrot hazirlanmistir. Elektrotlarin her biri i¢in 0,7 mg
mL"! LiCIO, ve enzim kofaktorleri (5 uM FAD, 50 uM TPP, 1 mM Mg*? ) igeren 50 mM pH
7,0 oksijenlendirilmis PBS tamponuna ¢esitli piriivat konsantrasyonlar1 (50, 100, 150 ve 200
uM) eklenmistir. DPV  Olgtimleri -1.0 V ile +1.0 V potansiyel tarama araliginda
gerceklestirilmistir. +0,4 V'ta DPV'lerden elde edilen akimlar islenerek Sekil 4.8’de
grafiklestirilmistir. DPV'ler, biyosensor yanitinin 0,4 mg mL'AINP konsantrasyonuna kadar
artarak maksimum akima ulastigini ve ardindan test edilen elektrotlarin her biri i¢in artan AINP
konsantrasyonu ile akimlarm azaldigimi gdstermistir. Elektrot yiizeyinin 0,4 mg mL™! 'den daha
yiksek bir AINP konsantrasyonu ile modifiye edilmesinin, Onerilen biyosensorde piriivat
molekiilleri i¢in bir i¢ difiizyon bariyeri olusturdugu sonucuna varilabilir. Bu konsantrasyon
seviyesine kadar pirlivat dl¢limleri i¢in yeterli sinyal giicli elde edilemediginden, sonraki
deneylerde PCL film modifikasyonu i¢in maksimum akima ulasilan 0,4 mg mL™' AINP

konsantrasyonu seg¢ilmistir.

<
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4
35
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2 2 | o
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1.5 ‘® 50 uM piruvat
1 100 pM piruvat
¥ 150 uM piruvat
0.5 k& 200 1M piruvat

0 0.5 1 1.5 2 2.5
AINPs konsantrasyonu (mg mL™%)

Sekil 4.8 AINP konsantrasyonunun +0,4 V'ta biyosensor yanit1 iizerindeki etkisi.
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4.4 OPTIMUM PH DEGERININ BELIRLENMESI

Optimum pH degerinin belirlenmesi, enzimin ii¢c boyutlu yapisinin maksimum aktivitesini

gdstermek icin ¢ok dnemlidir. Ideal pH kosullarindan sapmalar, baglanma bolgesindeki aktif

merkezin seklini degistirerek enzim aktivitesinde bir azalmaya yol acabilmekte ve biyosensor

performansini olumsuz yonde etkileyebilmektedir [82]. Biyosensor 50, 100, 150 ve 200 uM
piriivat varliginda farkli pH degerlerinde (kofaktorleri iceren pH 5,0-6,0-6,5-7,0 ve 8,0 PBS) -

1,0 Vile +1,0 V arasinda degisen bir potansiyel taramasi ile DPV kullanilarak test edilmis ve

pH'in etkisi aragtirilmistir. Sekil 4.9, test edilen her bir pH'a kars1 +0,4 V'daki akim degerlerini

gostermektedir. Biyosensoriin yamiti pH 7,0'ye kadar artmis ve ardindan tiim piriivat

konsantrasyonlari i¢in pH 8,0'e kadar azalmistir. Tespit edilen pH, PyOx tabanli biyosensorler

icin literatiirden tespit edilen 6,5 - 7,2 pH aralig1 ile benzer bir degerdir [6,75,83-85]. Elde edilen

maksimum akim g6z oniinde bulundurularak optimum pH degeri, 7,0 olarak belirlenmistir.

5.0
4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5

Akim (pA)

1@ 50 uM piruvat

100 uM piruvat
9 150 pM piruvat

1A 200 M piruvat

1 | ———
4 4.5 5 X

4.5 BIYOSENSORUN ANALITiK PARAMETRELERI

Biyosensoriin analitik performansi, 5 uM FAD, 50 uM TPP ve 1 mM Mg** kofaktorlerini

Sekil 4.9 pH'in biyosensor yanitina etkisi.
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iceren 0,7 mg mL"' LiClO4 konsantrasyonuna sahip oksijenlendirilmis PBS'de (pH 7,0)
gerceklestirilmistir. Bahsi gegen biyosensor ortamina 1 ila 1000 pM arasinda artan piriivat
konsantrasyonlar1 eklenmistir. Biyosensor DPV teknigi kullanilarak -1,0 ila +1,0 V arasindaki
potansiyel aralikta analiz edilmistir. Sekil 4.10 iist iiste bindirilmis ve yakinlastirilmis akim-
potansiyel grafigini gostermektedir. 10 pM'a kadar artan piriivat konsantrasyonlarindaki
akimlarda orantili bir artis gozlenirken, 10 pM'den yiiksek piriivat konsantrasyonlar1 i¢in
dogrusal olmayan bir akim artis1 gdzlenmistir. Bu tiir dogrusal olmayan durumlarda logaritmik
kalibrasyon egrisi kullanilabilir [70,86-90] Sekil 4.11'deki logaritmik kalibrasyon egrisi, Sekil
4.10'dan elde edilen piriivat konsantrasyonlarina karst cizilen akim degerleri kullanilarak
olusturulmustur ~ ([y=0,3374In(x)+0,3024], R?=0,986). Sonuglar, tasarlanan piriivat
biyosensoriiniin dnceki ¢alismalarda raporlanan biyosensorlerin pek ¢ogundan daha genis bir
konsantrasyon araligina sahip oldugunu gostermektedir. Bir biyosensor elektrodu, karbon
nanotiipler ve altin nanopartikiillerden olusan bir nanokompozitin cams1 karbon elektrot tizerine
elektrobirikim teknigi kullanilmasiyla elde edilmistir. PyOx elektrot iizerinde immobilize
edilmis ve 0,5 uM ila 480 uM'lik dogrusal bir aralik elde edilmistir [59]. PyOx'un platin disk
elektrot iizerine immobilize edilmesiyle hazirlanan amperometrik piriivat biyosensoriiniin
dogrusal araligit 10-2500 uM olarak belirlenmistir [91]. Yumei ve arkadaslari, ferrosen
modifiye altin elektrot ylizeyini PyOx, FAD, B-siklodekstrin doymus su, taze yumurta aki ve
%25 glutaraldehit iceren izometrik bir ¢dzelti ile muamele etmislerdir. Hazirlanan piriivat
biyosensoriiniin dogrusal araligimi 2.67-66.7 pM olarak bildirmislerdir [92]. PyOx'un
glutaraldehit yardimiyla 3-merkaptopropiyonik asit ve 6-aminokaproik asit modifiye altin disk
elektrot tizerine immobilize edilmesiyle hazirlanan piriivat biyosensoriinde dogrusal aralik 2,5-
50 uM olarak bulunmustur [6]. Calismamiz, PCL/PyOx filminin genis ve gdzenekli aktif yiizey
alaninin, AINPs'lerin yiiksek elektrokatalitik etkisi ve elektroiletkenligi ile birlestiginde, genis
bir 6l¢lim araliginda elektrot performansini artiran 6nemli bir sinerjik etki ile sonuglandigini

ortaya koymustur.

LOD, Sekil 4.11'de gosterilen logaritmik kalibrasyon egrisinin dogrusal bolgesi kullanilarak
belirlenmistir. Hesaplanan LOD degeri 0,45 uM olup, 3xSq¢/m formiilii (burada 3, sinyal-
giiriiltli orani, m ¢izginin egimi ve Sq regresyon ¢izgisinin y-kesisiminin standart sapmasidir)
ile belirlenmistir. Literatiirde PyOx, politiramin ylizeyine kovalent olarak immobilize edilerek
bir biyosensor tasarlanmistir. LOD 50 uM olarak rapor edilmistir [84]. Altin elektrot {izerine
kovalent olarak immobilize edilmis PyOx nanopartikiilleri ile insa edilen bir bagka pirtivat

biyosensoriinde, 0,67 uM'lik bir LOD bildirilmistir [11]. Bir bagska makalede, platin disk
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elektrot iizerine strilpiridin gruplari igeren polivinil alkol polimerinin fotopolimerizasyonu ile
tasarlanan PyOx tabanli amperometrik piriivat biyosensorii icin LOD 8,1 uM olarak
bildirilmistir [93]. Prusya mavisi ile modifiye edilmis ekran baskili karbon elektrot ylizeyinde
PyOx ile grafen kuantum noktalarinin ¢apraz baglanmasiyla tasarlanan piriivat biyosensori i¢in

LOD 0,91 uM olarak bulunmustur [94].

Biyosensoriin piriivata 5 dakikadan daha kisa bir siire icinde yanit verdigi gdzlemlenmistir.
Geleneksel tekniklerle karsilastirildiginda elde edilen sonug¢ oldukg¢a kisa bir zaman dilimi
olarak yorumlanabilir. Spektrofotometrik olarak numune yamt siiresi 120 dakika [95],
kolorimetrik olarak 8 dakika [96], enzimik florimetrik olarak 40 dakika [97], HPLC ile 6rnek
basina 41 dakika [98], kiitle spektral analizi ile 30 dakika [99] ve HPLC (florimetrik) ile 6rnek
basma <12 dakika [100] olarak bildirilmistir. Biyosensor hassasiyeti, logaritmik kalibrasyon
egrisinin dogrusal bdlgesinden DPV araciligiyla 2,30 pA uM™' cm™ olarak hesaplanmistir.
Olgiimiin dogrulugu [(6l¢iilen konsantrasyon/gercek konsantrasyon)x100] formiilii kullanilarak
%99,5 + 0,002 olarak hesaplanmistir. Biyosensoriin tekrarlanabilirligi 50 puM pirtivatin 15
ardigik Ol¢iimiiniin bagil standart sapmasindan (RSD%) hesaplanmis ve %0,041 olarak
bulunmustur. Biyosensor, ayni numunenin tekrarlanan ¢oklu 6lgtimleri i¢in miitkemmel ¢alisma
kararlih@g gostermistir. Onerilen biyosensoriin uzun vadeli depolama kararliligi, 10. ve 20.
giinlerde tli¢ ardisik 10 uM piriivat 6l¢limiine verdigi yanit izlenerek degerlendirilmistir. DPV
test sonuglari, biyosensoriin 10 giin boyunca ilk tepkisinin %98' ini ve 20. giiniin sonunda ilk
tepkisinin %87'sini korudugunu gostermistir. Elektrot kullanilmadig1 zamanlarda buzdolabinda
(+4 °C) PBS icinde saklanmistir. Biyosensdr tatmin edici ve uzun vadeli bir stabilite
sergilemistir. Yanitlardaki hafif akim diisiisleri, calisma elektrodunun kofaktorler ve pirtivat
iceren ¢aligma tamponundaki ardisik islemlerine baglanabilir. Elektrodun bu kosullara siirekli
maruz kalmasi enzim aktivitesi ilizerine negatif bir etki saglamis olabilir. Bunun nedeni,
molekiillerin ¢ozeltiden enzim molekiilii ve film yapis1 {izerine adsorpsiyonu olabilir. Daha
once yayinlanan bir piriivat biyosensoriinde PyOx, glutaraldehit kullanilarak poli(nétr kirmizi)
redoks aracist lizerine capraz baglanmustir. Biyosensor iki hafta boyunca baslangictaki
aktivitesinin %62'sini korumustur. Stabilite ve RSD% sirastyla 0.00013 pA uM™' cm™ ve %2.8
olarak rapor edilmistir [83]. Daha Once yaymnlanmis bazi piriivat biyosensdrlerinin analitik
parametreleri Cizelge 4.1'de dzetlenmistir. Piriivat biyosensorii olarak ilk kez kullanilan AINPs-
modifiye PCL elektrot ile basit bir sekilde tasarlanan biyosensoriin analitik performansinin daha

once bildirilenlerle rekabet edebilecegi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.10 1uM ile 1000 uM arasinda artan piriivat konsantrasyonlarina karst DPV’nin
verdigi yanitlar.
3
y=0,3374In(x) + 0,3024
LS - R*=0,9856
1
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Sekil 4.11 Piriivat biyosensoriiniin logaritmik kalibrasyon grafigi.
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4.6 INSAN SERUMUNDA PiRUVAT OLCUMU

Insan serumu; glikoz, trigliseritler, endotoksin, hemoglobin ve proteinler gibi birgok yapiy1
iceren karmasik bir fizyolojik sividir. Hedef analitin dogru 6l¢iimiinii test etmek ve kapasitesini
ortaya koyabilmek i¢in biyosensorii ¢esitli kompleks maddeler i¢eren bir numunede analiz
etmek olduk¢a Onemlidir. Bu durum girisim yapabilecek maddelerin Sl¢iim iizerindeki
potansiyel etkilerinin gozlemlenmesine yardimci olmaktadir. Gergek numune testlerinin
yapilmasi, biyosensoriin dogrulugunun ve gecgerliliginin kesin olarak belirlenmesini
saglamaktadir. Deneylerde, erkek AB plazma 6rneginden alinan insan serumu 6n igsleme tabi
tutulmadan kullanilmistir. Serum, analiz i¢in 0,7 mg mL™" LiClO4 ve kofaktédrler (5 uM FAD,
50 uM TPP ve 1 mM Mg*?) igeren 50 mM, pH 7 PBS ile 10 kat seyreltilmistir. Biyosensoriin
pratik uygulanabilirligini degerlendirmek i¢in seyreltilmis insan serumu Ornegine 10 uM
piriivat eklenmistir. Ornek, 5 mL test ortaminda -1,0 V ile +1,0 V potansiyel tarama aralig1 ile
DPV teknigi kullanilarak ii¢ kez test edilmistir. Hazirlanan ornekten elde edilen piriivat
konsantrasyonu biyosensoriin kalibrasyon egrisi kullanilarak belirlenmistir. Ug¢ &l¢iimiin
ortalama degeri 10,51 pM olarak bulunmustur. Ornekteki piriivat 6l¢iimiiniin dogrulugu
%105,11 £ 0,02 olarak hesaplanmistir. Tasarlanan biyosensor ile gergeklestirilen piriivat
Ol¢iimiiniin  dogrulugu standart piriivat Olctimiiyle (%99,5 + 0,002) karsilastirildiginda,
%)5,61'lik pozitif bir girisim oldugu tespit edilmistir. Bu varyans, insan serumunda bulunan
birgok kompleks yapinin toplam girisimine atfedilebilir. Ancak, bu girisim ihmal edilebilir
diizeydedir. Gelistirilen biyosensor, insan serumundaki piriivat seviyesinin ger¢ek zamanli
izlenmesi i¢in hizli ve gilivenilir bir yontem saglamistir. Ayrica, AINP'ler sayesinde ¢alisma
elektrodunun elektriksel iletkenligi iyilestirilmis ve sonug¢ olarak, insan serumundaki piriivat
konsantrasyonunu neredeyse dogru bir sekilde tespit edebilen, yiiksek sinyal giicline ve
kararliliga sahip bir biyosensor tasarlanmistir. Bu 6zelligi ile Onerilen biyosensoriin gergcek
orneklerde pirlivatin kantitatif tayininde basarili olabilecegi gibi yiizey sularinda, atik sularda,
gida Orneklerinde ve tip alaninda siklikla 6lgiilen ve PyOx'un diger substrati olan fosfat

iyonunun tayininde de basarili olabilecegi sonucuna varilmistir.
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BOLUM 5

SONUCLAR

Gergekei kisitlar altinda tasarlanan bu caligmada, insan metabolizmasi i¢in birincil enerji
kaynag1 olan ve eksikliginde/fazlaliginda ¢esitli hastaliklara neden olan piriivatin tespitinde
kullanilmak {iizere bir biyosensor gelistirilmistir. PyOx immobilize PCL polimeri, daha 6nce
herhangi bir piriivat biyosensor modifikasyonunda kullanilmamis olan AINPs ile modifiye
edilerek altin elektrot ylizeyi lizerine kaplanmistir. Piriivat 6l¢tim araligi +0,4 V'da 2,30 pA
puM! cm? hassasiyetle 1-1000 uM olarak bulunmustur. Dogruluk, bagil standart sapma ve
dedeksiyon limiti swrastyla %99,5 + 0,002, %0,041 ve 0,45 uM olarak hesaplanmistir.
Biyosensor, insan serumundaki piriivata %105,11 + 0,02 6l¢iim dogrulugu ile yanit vermistir.
Gelecekteki calismalarda, farkli tiirde daha karmasik molekiiller igeren gercek oOrneklerde
kullanilabilirliginin ayrmtili olarak arastirilmasi 6nerilmektedir. Olgiim dogrulugunun
bozulmasi durumunda, potansiyel girisimleri 6nlemek icin elektrot ylizeyine farkli iyonlar i¢in
secicilik sunan membranlar uygulanabilir ve gelistirilen biyosensor, c¢esitli gercek numune

tiirleri i¢in piriivatin giivenilir bir sekilde belirlenmesi i¢in kullanilabilir.
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