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OZET

Urik Asit Tayinine Yonelik Yeni Bir Biyosensér Tasarim

Urik asit insanlarda puirinlerin katabolizmasi sonucu olusan son Grindir.
Biyolojik sivilarda urik asidin miktarn gut hastahgi, Lesch-Nyhan sendromu,
bobrek hastahgi ve Von Gierke hastahgr gibi bircok hastahgin teshisindeki
roliinden dolayi tayini tibbi agidan biyik énem tasimaktadir.

GunUimuzde drik asit  tayininde  kolorimetrik,  kromatografik,
spektrofotometrik gibi farkh yontemler kullamlmaktadir. Ancak bu yontemlerin
genel olarak zaman ahci ve pahah sistemler olmasindan dolayi, biyosensor temelli
yontemler tercih edilmeye baslanmustir. Biyosensorlerin diger yontemlerden en
O6nemli avantaji, tayin edilecek maddeler icin ekonomik, pratik ve 6zgtin olmasidir.

Bu calhismada, drik asit tayini i¢in yeni bir amperometrik biyosensér
gelistirildi.

Urik asit tayinine yonelik bu cahsmada irikaz enzimi, sigir serum
albumin/jelatin ve glutaraldehit ile capraz baglanarak grafit elektrot ytzeyine
sabitlenmis ve gelistirilen biyosensor ile trik asit 6l¢ctimleri 0.1 V’ta ahinmustir.

Tasarlanan biyosensérin optimizasyon cahsmalarinda biyoaktif tabaka
icin, BSA miktan, glutaraldehit %’si ve jelatin miktar1 optimizasyonu, ¢ahsma
kosullarnimin optimizasyonunda ise tarama hizi, pH, sicakhk ve tampon derisimi
belirlendi. Son olarak biyosensor karakterizasyon ¢gahsmalarinda tayin arahg, raf
6mru ve Olcum tekrarlanabilirligi analizleri yapildi.

Biyoaktif tabakamn optimizasyonunda sigir serum albumini miktari 0,03
gr, glutaraldehit yuzdesi % 2,5 ve jelatin miktann 0,45 gr olarak bulundu.
Optimum ¢ahsma kosullarimin belirlenmesinde asetat tamponunu pH 6,5 ve 0,1 M
derisiminde saptanirken, tarama hiz1 0,05 V/s ve sicaklik 35 °C olarak belirlendi.
Karekterizasyon cahsmalarinda ise gézlenebilme sinirt 2,5x107 M dogrusal arahk
2,56x107 — 5x10° M olarak bulundu. 40. giintin sonunda biyosensér yanitinin %
82,5’a kadar korundugu, 0,5 mM drik asit derisimi kullamlarak yapilan
tekrarlanabilirlik cahsmalarinda (n=15), standart sapma (SS) = 0,1 ve %
varyasyon katsayisi1 (VK) = 0,2 olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler: Grafit elektrot, trik asit biyosensora, tUrikaz, amperametri
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ABSTRACT

A New Designed Biosensor For The Uric Acid Determination

Uric acid is the end result of the catabolism of the purines in humans. The
amount of uric acid in biological fluids is important in the diagnosis of many
diseases. These diseases are diseases such as gout disease, Lesch-Nyhan syndrome,
kidney disease and Von Gierke's disease. Because of these reasons, uric acid
determination is of great medical importance.

Today, different colorimetric, chromatographic and spectrophotometric
methods are used for determination of uric acid. However, biosensor based
methods are preferred because they are generally time consuming and costly
systems. The most important advantage of biosensors over other methods is that
they are economical, practical and specific for the substances to be determined.

In this study, a new amperometric biosensor was developed for uric acid
determination.

In this study for the determination of uric acid, uricase enzyme on the
graphite electrode by using BSA/gelatin and crosslinking by glutaraldehyde.
Measurements were carry outat 0,1 V.

During the optimization studies the amount of gelatin, bovine serum
albumin and glutaraldehyde were determined. For the optimization working
condition pH, temperature, scanning rate and buffer concentration were carry out.
Afterwards, some parameters such as linearty, repeatability of the measurements
and shelf life were carry out.

From the bioactive layer optimization studies; gelatin, bovine serum
albumin amount and optimal percentage glutaraldehyde were determined as 0,45
gr, 0,030 gr and % 2,5 for the BSA-Gelatin/uricase/glutaraldehyde modified
biosensor. Asetat buffer of pH 6,5 and 0,1 M, scanning rate of 0,05 VIs,
temperature 35 °C were determined as a optimum working conditions.

It was determined that limit of detection 2,5x10” M and linear results are
obtained between the ranges of 2,5x10” — 5x10° M for Uric acid concentration. As
for shelf life studies, at the end of 40™ day of response has been preserved by
82,5%, repeatability of the measurement (n=15) standard deviation (SS) = 0,1 and
% coefficient of variation ( VK) = 0,2 respectively.

Key Words: Uric acid biosensor, Graphite electrode, Uricase, Amprometri
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1. GIRIS

Tamamen okside olmus bir plrin bazi olan Urik asit, insanlarda pirin bazlar
yikiminin son Griintidir. Urik asit tayini, biyomedikal ve klinik uygulamalarda oldukca
onemlidir. Cunk( kanda drik asit 5,75’ ten yiksek pH’larda monosodyum tuzu olan Urat
formunda bulunmaktadir. Sodyum dratin serumda ¢oziinebilirliginin azaldigi duruma
hipertirisemi ad: verilir'. Hipertiriseminin, basta gut hastalig1 ve Lesch-Nyhan sendromu
olmak Uzere Dbobrek hastaliklari, hipertansiyon ve kalp damar hastalig
(kardiyovaskuler) tirt rahatsizliklarla ilgisi oldugu birgok arastirmac: tarafindan
gosterilmistir." Dolayis: ile biyolojik sivilarda tirik asidin miktar1 bircok hastaligin
teshisinde 6nem arz etmektedir.> Pirin katabolizmasinda, urik asidin allantoine
oksidasyonundan sorumlu olan drikaz (lrat oksidaz, E.C.1.7.3.3) enzimi serumda Qrik
asit derisimini saptamada, Klinik teshis enzimi olarak yaygin bir sekilde
kullaniimaktadir™.

Gunumuzde drik asit tayinine yonelik kolorimetrik, kromotografik
spektrofotometrik ve biyosensor temelli bircok yontem kullaniimaktadir. Biyosensorler
genel anlamda, fizik, kimya, biyoloji ve biyokimya gibi pek c¢ok bilim alaninin bilgi
birikiminden faydalanilarak ve biyolojik molekillerin ya da sistemlerin secimlilik
Ozellikleri ile modern elektronik tekniklerin islem yeteneginin birlestirilmesiyle
gelistirilen biyoanalitik cihazlar olarak tanimlanir. “International Union of Pureand
Applied Chemistry" (IUPAC) ise, "kimyasal bir bilesige ya da iyona karsi verilen
biyolojik yaniti optik, termal ya da elektriksel sinyallere donustiren kagultilmus
cihazlar" olarak tanimlanmis ancak biyosensor teknolojisinin suan ki durumu géz 6niine
alindiginda bu tamm da yetersiz kalmistir.>** Bunlarin icinde biyosensér temelli
yontemler; tim vicut sivilarinda kullanilabilirligi, ek islemler olmaksizin kolay
hazirlanmasi, 6zgunlugu, kisa strede sonug vermesi ve ekonomik agidan uygunlugu
nedeniyle tercih edilmektedir. Literatiirde Urik asit tayinine yonelik gelistirilmis cesitli
potansiyometrik ve amperometrik enzim sensorlerine rastlanmaktadir.?

Amperometrik biyosensorler sabit bir potansiyeldeki akim siddetinin élcimana
esas alan sensorlerdir. Akim yogunlugu calisma elektrodunda ylkseltgenen (Eyux) veya
indirgenen (Einq) elektroaktif tirlerin derisiminin bir fonksiyonudur. Sinyal, elektrot
yizeyine olan kiitle aktarim hizina baglidir. Elektroaktif bir Grinun salimim: ya da



reaktifin biyokatalitik reaksiyona bagli olarak tlketimi grafit elektrot gibi inert bir
calisma elektrodunda dogrudan baglanilarak olctlebilir. ikinci elektrot ise referans
elektrot olarak is gorir.>®

Biyolojik aktif materyal olarak enzim iceren biyosensorler, temel olarak
elektrokimyasal sinyalleri alan bir elektrot ve bu elektrot Uzerine immobilize edilmis
enzim veya enzimleri icermektedir.

Urikaz, drik asit tayininde analitik reaktif olarak, Ozellikle biyosensor

uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadr.

f = o  H
H“‘H Mo+ 2,0 2 NH)Y 9= + €O, +2H'+ 2¢
Oﬁ’ﬂq "NH D’/AH!\' ~NH
H
Urik Asit Allantoin

Sekil 1.1 Urikazin kataliz reaksiyonu

Sekil 1.1°de rikazin kataliz reaksiyondan da goruldigu gibi, Grikaz enzimi, bir
elektrot yiizeyine immobilize edildigi zaman amperometrik olarak belirlenebilecek olan
urik asit bulundurmaktadir. Bu c¢alismada Urik asite duyarli, Gzerine Urikaz enzimi
immobilize edilerek bir biyosensor hazirlanmis ve immobilizasyon parametreleri ile
calisma kosullarinin  optimizasyonu, elektrodun raf omriu ve tekrarlanabilirligi

gosterilmistir.




2. GENEL BiLGILER

2.1. Biyosensorlere Genel Bakis

Biyosensorler genel anlamda, fizik, kimya, biyoloji ve biyokimya gibi pek ¢ok
bilim alaninin bilgi birikiminden faydalanilarak ve biyolojik molekillerin ya da
sistemlerin secimlilik Ozellikleri ile modern elektronik tekniklerin islem kabiliyetinin
birlestirilmesiyle gelistirilen biyoanalitik cihazlar olarak tanimlanir. "International
Union of Pureand Applied Chemistry" (IUPAC) ise, "kimyasal bir bilesige ya da iyona
kars1 verilen biyolojik yaniti optik, termal ya da elektriksel sinyallere donustiren
kicultilmas cihazlar” olarak tanimlamaktadir.

Biyosensorler, basta saglik sektoriinde birgcok hastalik ve biyolojik molekillerin
algilanmasinda, izlenmesi ve taninmasinda ayrica diger sektorlerde cevre kirliliginin
izlenmesinde, gida analizlerinde, kimyasal silahlarin analizinde ve kimya endustrisi gibi
bircok alanda kullanilmaktadir. Diger yontemlere gore daha dogru, giivenilir, hizly,
dustik maliyetli, uzman gerektirmeyen ve basit kurulumu gibi avantajlarinin olmasi

biyosensorlerin akil almaz bir sekilde hizla gelistirilmesinin en énemli nedenleridir.

2.2. Biyosensorlerin Tarihgesi

Ilk biyosensor calismalar1 1950°li yillarin ortalarinda L.C. Clark'in Cincinatti
Hastanesinde (Ohio, A.B.D) ameliyat sirasinda hasta kaninin O, miktarinin
amperometrik bir elektrotla izlemesiyle baslamistir.” Bilimsel anlamda “biyosensor”
tanimi ilk olarak 1962 yilinda Clark ve Lyons sayesinde gerceklesmistir. Clark ve
Lyons’un tammladigi biyosensor, glukoz oksidaz enzimiyle Clark tipi bir O;
elektrodunun  birlikte kullanilmasiyla olusan amperometrik biyosensordiir.®® Daha
sonra, 1967 yilinda Updike ve Hicks bir oksijen elektrodunu glukoz oksidaz enzimi
tutuklanmis polimer jel tabakasiyla kaplayarak bir ¢calisma elektrodu hazirlamislar ve bu
elektroda ilk defa “enzim elektrodu” adini vermislerdir.® 1974 yilinda Yellow Springs
Instruments (Model 23 YSI, Yellow Springs, OH) firmas: ilk defa bir biyosensor
urlininG piyasaya sturmusttr. Bu gelismenin ardindan pek cok biyosensér daha da

gelistirilerek ticari anlamda piyasada yerini almistir.



2.3. Biyosensorlerin Yapisi ve Fonksiyonlar
Biyosensorler, genel olarak (¢ temel bilesenden olusur.

Bunlar;

1. Analiz edilecek madde ile etkilesime giren biyoaktif tabaka (biyoreseptér ya da
biyokomponent)

2. Etkilesim sonucu fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere donistirebilen
transduser (Sinyal Donusturiculer)

3. Sinyalleri alip 6lcebilen bir “kaydedici” yani bir 6l¢iim cihazidir.

ANALIT BiYORESEPTOR| DONOSTURUCO GLULEBILIR
SINYAL
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Sekil 2.1. Biyosensorun genel yapisi

Bir biyosensorde temel amag biyolojik bir olayin elektriksel sinyale
cevrilmesidir.'?
Guntmuizde biyosensorler icin biyokompenent ve sinyal iletici olarak bir¢cok

madde ve sistem bulunmaktadir. Bunlarin en dnemli olanlari tablo 2.1°de verilmektedir.



Tablo 2.1 Biyosensor bilesenlerinin icerigi

Analit Biyokompenent Transduser
(Biyoaktif Tabaka) (Sinyal Iletici Sistem)
U Metal U Enzimler Elektrokimya esash
U Hormonlar U Antikor . _
) U Amperometri
U Enzimler U Hucre . . .
U Potansiyometri
U Substrat U Doku
U Aktivator-inhibitor U Mikroorganizmalar Optik esash
U Antikor-antijen U Nuokleik asit § .
U Fotometri
U Nukleik asit U Lipidler § .
U Fluorometri
U Mikroorganizma U Hucre organelleri .
U Biyolliminesans
U Virsler U Reseptorler

Piezoelektrik

U QCM (kuartz
kristal
mikrobalans)

U Mikrokantilever

2.3.1. Biyoaktif Tabaka

BiyosensOrin yapisinda yer alan biyoaktif tabakaya biyoreseptor ya da
biyokomponent denir. Bir biyoreseptoriin gorevi analizlenecek maddeyi donlsiime
ugratmak ve bu doniistime eslik eden degisimlerin donustiriicu tarafindan algilanabilir
hale getirilmesidir. Biyosensorlerde, biyokomponent olarak enzimlerin yani sira doku
kaltarleri, mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar, nikleik asitler ve
biyolojik membranlar igine yerlestirilmis kimyasal reseptérlerde kullanilirlar. Bunlarin
icinde biyoaktif tabakada en yaygin tercih edilen biyokomponent tiirli enzimlerdir.

Enzim-substrat  etkilesiminin ilk adimi analitin protein  molekullerine
baglanmasidir. DOnlstime ugrayan analitteki herhangi bir fizikokimyasal degisim
transduser tarafindan sinyale dontsturalur. Bu sinyaller elektronik devreler araciligiyla

kaydediciye aktarilarak kaydedilir.*®



2.3.2. Transduser (Sinyal letici)

Transduser (Sinyal Iletici), cevirici elektrottur. Biyoreseptor-analit etkilesmesi
sonucu gerceklesen biyolojik tepkimeyi Olcebilir fiziksel bir sinyale donusturerek bu
sinyalin daha okunabilir ve kaydedilebilir bir sekle girmesini saglar.

Tablo 2.2°de enzim biyosensorleri igin kullanilan farkl: sinyal iletici ve alinan
yanitlar gorilmektedir. Biyokimyasal tepkime tiriine gore sinyal iletici segcilir.
Elektrodlar amperometrik ve potansiyometrik dlcimlerde kullanilir ve burada hedef

analittir. (O, elektrodunda ¢dziinmiis Oz, pH elektrodunda H*iyonu gibi)."®

Tablo 2.2. Enzim biyosensorleri icin kullanilan farkl: transduserler

Transduser (Sinyal letici) Yanit

Elektrokimyasal

Amperometrik

Uygulanan akim

Potansiyometrik Voltaj
Kondiktometrik Empedans
Optik Kolorimetrik Renk
Luminesans Isik siddeti
Floresans Isik siddeti
Kalorimetrik Termistor Sicaklik

2.3.2.1. Amperometrik Transduserler

Bugun piyasada bulunan ticari biyosensor cihazlarinin cogunlugu amperometrik
enzim biyosensorl tipindedir. Amperometrik biyosensorler referans elektroda sabit bir
potansiyel uygulayarak calisma elektrodunun yiizeyindeki yiikseltgenen ve indirgenen
tirlerin olusturdugu akimin o6lgtlmesi prensibine dayanir ( Sekil 2.3 ). Amperometrik
biyosensorlerin ¢ok tercih edilmesinin nedeni bu biyosensorlerin redoks enzimleri
tabanli olmasi ve bircok bilesikle (organik asitler, sekerler, aldehitler ve fenoller vs.)

lizerinde etkilesebilen oksidorediiktaz sinifi enzimlerin kolayca temin edilebilmesidir.**



2.4. Biyosensorlerin Sitmiflandiriimasi

2.4.1. Biyoaktif Tabakada Kullamlan Biyobilesen Tdrine Gore
Biyosensorlerin Siniflandiriimasi
Biyosensorleri biyoaktif tabakada kullanilan biyobilesen tiiriine gére genel olarak bes

gruba ayrilir.” Bunlar;

1. Doku temelli

2. Mikrobiyal kokenli

3. Enzim temelli

4. DNA temelli biyosensorler

5. Antikor/Antijen temelli biyosensorler (Immiinosensorler)

2.4.1.1. Doku Biyosensorleri

1981 de ilk defa bitki dokusu temelli elektrot hazirlanmasindan sonra, birgok
bitki dokusu temelli biyosensor gelistirilmistir. Bitki dokusu temelli biyosensorlerin
bircogu; amperometrik elektrotlar, potansiyometrik transduserler ya da bu sistemlerin
gaz duyarl: elementler ile ortak kullanimi sonucu olusturulur.?* Bitki doku materyalleri
kullanilarak olusturulan biyosensorler, izole enzimlerle olusturulan biyosensdérlere bir
alternatif ~ olarak  gorilebilir?® Doku  biyosensorlerin  avantajlari  enzimin
saflastirllmasinin ortadan kalkmasi, bazi enzimler igin dogal ortamda artan kararlilik ve
diisiik maliyetli olmasidir.?

Hayvansal ve bitkisel dokularin organelleri, kimi enzimlerce zengin oldugundan
dolayi, bu enzimlerin, izole edilmis preparatlarin yerine dogrudan biyosensor

hazirlanmasinda kullanilir.?*

2.4.1.2. Mikrobiyal Biyosensorler

Mikroorganizmalar, biyosensorlerin biyoaktif tabaka materyalleri olarak pek ¢ok
avantaja sahiptirler. Esherichia coli hicresinde 3000°’den fazla enzim bulundugu
bilinmektedir. Gelismis hicrelerdeki enzim sayisinin ¢ok daha fazla oldugu gergegi
unutulmamalidir. Saf enzimlerle gercgeklestirilen biyotransformasyon tepkimeleri bu
enzimi iceren hiicre ile de gerceklestirilebilir. Bunun igin tek sart hedeflenen



biyotransformasyon tepkimesinin hucrenin icerdigi diger enzimler tarafindan
etkilenmemesidir.

Gunimuize kadar bilinen enzimlerin % 90’indan fazlas1 hiicre icindedir. Bu
bakimdan, hticre ici enzimlerin kaynag olarak butun htcrelerin kullanimi, cesitli
endustriyel islemlerde saflastirilmis enzimlere karsi daha iyi bir alternatif olarak
dustinulmektedir. Biyosensorlerde enzim kaynag: olarak mikroorganizmalarin
kullanimi, enzim saflastirilmasinin uzun ve pahali islemlerini gerektirmez, enzimler
dogal cevresinden ayrilmadigindan daha uzun sire aktivitelerini kaybetmeden durabilir
ve agir metaller gibi distan gelen toksiklerin inaktivasyonundan korunurlar. Ancak
mikroorganizmalarin bitin hucreler olarak kullanildigi biyosensorler, enzim esash
biyosensorlerle karsilastirildiginda daha yavas biyosensor cevabir vermesi dezavatajidir.

Mikrobiyal biyosensérler daha ok gida ve cevre analizleride tercih edilmektedir.?®

2.4.1.3. Enzim Temelli Biyosensorler

Biyosensorlerin tarihsel gecmisine bakildiginda, bu alandaki ilk ¢alismalarin
enzim sensorleriyle (amperometrik ve potansiyemetrik temelli) basladigi gorulmektedir.
1962 de Clark ve Lyons ve 1967 de Updike ve Hick tarafindan rapor edilen glukoz
tayinine yonelik glukoz oksidaz enzim elektrodlar1 bu konudaki ilk 6rnekleri
olusturmaktadir.'” Biyosensér hazirlamada saf enzimleri kullanmak; 6zgunliik
bakimindan avantajli fakat saf enzimin pahali olmasi nedeniyle bir dezavantajdir.

Temel bilimlerdeki ilerlemeler enzimlerin yan: sira diger biyolojik materyallerin
fonksiyonlarinin da ¢ok daha ayrintili bir sekilde ortaya ¢ikarilmasina olanak
saglamistir.*® Bu ilerlemelerin dogal bir sonucu olarak farkl biyolojik materyallerin ve
iletim sistemlerinin ortak kullaniimasiyla ¢ok cesitli biyosensorler gelistirilmis ve
gelistirilmeye de devam ettigine degisik yayinlarda rastlanmaktadir.*®*° Buguinki
sonuca bakildiginda, hangi temel iletim sistemi séz konusu olursa olsun pratik ve ticari
uygulamalarda enzim elektrotlarinin bilyiik bir Gstinligi agik ara ondedir.® Ancak
elektrokimyasal esasli olanlarin tartisilmaz bir agirhigr vardir. Bu sonugtaki canl
sistemlerle ilgili en biyik etmen hemen hemen her tirli maddenin dogrudan ya da

dolayl olarak analizinde kullanilabilecek birgok enzimin varligidir.



Bilinen enzimlerin yani sira bilinmeyenlerin potansiyel varligi, piyasada
yuzlerce ticari enzim preparatinin bulunabilirligi ve bu sayinin her gegen giin artmasi

enzim sensorlerinin tartisilmaz tstunliigiiniin devam edeceginin bir gostergesidir.?

2.4.1.4. DNA Temelli Biyosensorler

Biyokomponent olarak tek zincirli DNA oligomerlerinin  kullanildig:
biyosensorlerdir. DNA yapisinin  aydinlatiimasi, hibridizasyon, amplifikasyon ve
rekombinant DNA teknolojilerinin gelisimi DNA sensorlerinin gelistirilmesine 6nculik
etmektedir. Genel olarak DNA sensorleri, yuzeyine immobilize haldeki tek zincirli
DNA probu ile belirli bir hastaligi simgeleyen tek zincirli DNA pargasinin

hibridizasyonu prensibine dayanir.

2.4.1.5. Antikor/Antijen Temelli Biyosensérler (Immiinosensorler)

Biyokomponent olarak antikorlarin kullanildigi biyosensorler antikor temelli
biyosensorler olarak adlandirilir. Viicuda giren yabanci organizmalara (virls, bakteri
vs.) veya onlarin protein drtinlerine kars: bagisiklik sistemi hticreleri tarafindan tretilen
protein yapili maddelere antikor denir. Antikorlar ve antijenler arasinda 6zgul etkilesim

oldugundan immdanosensorler ile 6zgul ve duyarl: analizler yapilabilir.

2.4.2. Sinyal letici Sistemlerine Gore Biyosensorler

2.4.2.1. Elektrokimya Esash Enzim Biyosensorleri

Enzim temelli biyosensorlerde g¢ogunlukla elektrokimyasal esasli ileticiler
kullanilmaktadir. Bu ileticiler amperometri ya da potansiyometri ilkelerine gore
Olcumler alabildiginden genellikle oksidorediktaz ( elektron agiga cikaran enzimler)

sinifi enzimler kullaniimaktadir.?
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Sekil 2.2. Enzim Biyosensoriiniin Genel Calisma Ilkesi?’( A: Substrat, B: Kosubstrat veya Koenzim, C ve

F: Ortinler, C: Olgiim ¢ozeltisi icindeki, T: biyoaktif tabakadaki ve Y: elektrot yiizeyindeki
derisimler. D.T: Difiizyon tabakasi, O.C: Olgiim ¢ozeltisi, B.T: Biyoaktif tabaka, I: Iletici)

Bir enzim biyosensori sekilden de goruldigi izere A substrati elektrot yiizeyine
sabitlenmis enzim tarafindan B koenziminin yardimiyla C ve F’ye donUsturalir. Bu
donisim sonrasinda elektrot yiizeyindeki madde derisimlerindeki farklilasma iletici

tarafindan sinyal olarak yansitilir ve kaydedicide kaydedilir.”®

2.4.2.2. Amperometrik Esash Enzim Biyosensorleri

Amperometri genel olarak sabit uygulanan bir potansiyelde elektrokimyasal bir
hlicredeki akim degerlerinin ya da yogunlugunun o6l¢iimine dayanir. Akim yogunlugu,
calisma elektrodu ylzeyinde yukseltgenme veya indirgenmeleri gerceklesen, ¢cozeltideki
elektrokimyasal olarak aktif tirlerin bir fonksiyonu olarak tanimlanir. Bu tlrlerin
derisimleri ile akim dogru orantilidir.?

Amperometride elektroaktif bir Grinin salinmas: ya da reaktifin biyokatalitik
reaksiyona bagli olarak tiiketimi, grafit gibi inert bir ¢alisma elektrodunda dogrudan
izlenebilir. Elektrot materyalinin biyokatalitik bilesen ve elektrot yiizeyi arasinda bir
yuk aktarim yolu saglamak icin elektron vericileri ya da alicilar ile modifiye edilmesi

de ilgi ceken bir yaklasimdir. Boylece, elektrottaki elektronlarin aktarim: daha disuk
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potansiyellerde gerceklesebilir ve bozucu tirlerin etkisi azaltilabilir. Bu yaklasimin bir
yarari da belirli tepkimelerin (6rnegin oksidaz enzimlerine dayananlarin) oksijen
bagimlihgina son vermesidir. letici sistem olarak amperometrik sensorin,
potansiyometrik biyosensorden farki Griinlerden sinyal olusturan tirin eleoktrot

ylizeyinde tiiketilmesidir.*

Sekil 2.3. Amperometrik esash bir biyosensoriin sematik gosterimi (A: calisma elektrodu (Pt), B:
referans elektrot (Ag/AgCl), C: elektrolit ¢cozelti (KCI), D: i¢ gaz gecirgen memran (teflon), E:
immobilize enzimi igeren biyoaktif tabaka, F: dig koruyucu memran

2.4.2.3. Voltametri

Maddelerin elektriksel davranislarini ve elektrik enerjisi ile kimyasal tepkimeler
arasindaki iliskileri inceleyen bilim dalina elektrokimya, elektrokimyasal bir hiicre
vasitasiyla bir cozeltinin elektriksel 6zelliklerini inceleyen analitik yontemlere ise
elektroanalitik kimya denir.*® Elektroanalitik kimya iki temel alt birimde incelenebilir.
Bunlar;

Potansiyometri: Hiicre potansiyel degisimini inceler.

Voltametri:Uygulanan anodik veya katodik potansiyelle akim degisimini inceler.

Voltametrik  yontemlerde, uygulanan potansiyel, elektrot yiizeyinde,
elektrokimyasal indirgenme veya yikseltgenme ile elektroaktif tiirlerin derisiminde bir

degisime neden olur. Bu potansiyel ve derisim arasindaki iligskinin incelendigi yonteme
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voltametri ve voltametride elde edilen akim-potansiyel egrisine de voltamogram adi

verilmektedir.*’

2.4.2.4. DOnusUmMIU Voltametri

Elektrokimyasal uygulamalar icinde en yaygin kullanilan tekniklerden biri
dondstimll voltametri teknigidir. Dontsumlu voltametri genellikle elektrokimyasal bir
analizde kullanilacak olan maddelerin elektriksel davranislarini incelemek amaciyla
kullanilir. Voltametri teknigi elektroanalitik kimyada genellikle ilk uygulanan ve redoks
islemleri Uzerine ortamin etkisinin degerlendirilmesinde, reaksiyon mekanizmalarinin
aydinlatiimasinda, reaksiyon drlnlerinin  kararliliginin - incelenmesinde, modifiye
yuzeylerin elde edilmesinde ve cesitli redoks problarin kullanimi ile kaplamanin ve
karmasik yapilarin aydinlatiimasinda oldukga sik kullanilan bir ydntemdir. 6%

Donlstmli voltametri teknigi ile gerilimin bir fonksiyonuna kars: akim degeri
olctilmektedir. Oncelikle baslangig ve bitis potansiyellerini belirten bir aralik belirlenir.
Sonra baslangi¢ potansiyelinden bitis potansiyeline dogru sabit hizda tarama yapilir.
Tarama yiikseltgenme veya indirgenme yoniinde uygulanabilir. Her iki yondeki tarama
hizi aym1 olmalidir. Daha sonra tarama ayni sabit hizda ters yonli yani bitis
potansiyelinden baslangi¢ potansiyeline dogru tekrar uygulanir. Strekli degisen belirli
araliktaki potansiyel degerlerine karsi akimdaki degisim grafige gecirilir. Bu grafik

déniisimli voltamogram olarak adland:iriimaktadir.®
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Sekil 2.4. Tersinir tepkimelerde elde edilen déniisiimlii voltamogram *°
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2.4.2.5. Voltametrik Teknikte Kullamlan Cihazlar
Voltametrik analizde kullanilan elektrokimyasal hiicre analit ve destek elektrolit

adi verilen ¢ozelti icerisine daldirilmis Ug elektrottan olusur. Bu Ug¢ elektrot;

1. Calisma elektrodu: Tepkimenin gergeklestigi elektrottur.

2. Referans elektrot: Potansiyel kontroliiniin gergeklestirildigi elektrottur.

3. Karsit (Yardimci) elektrot: Calisma Elektrodundaki ohmik diismeden
kaynaklanan potansiyel degismesini 6nlemek icin kullanilan yardimci karsit

elektrottur.**

Relerans [ alipma
Elekirod Elekiradu

I be kol

Kapdk o [r l [ﬁ :.'l : Potansiyostat

Sekil 2.5. Voltametrik analizde kullanilan sistem 2

2.5. Biyosensorlerde immobilizasyon Yontemleri

Biyokomponent, uygun bir immobilizasyon yontemiyle transdusere baglanir.
Bunun icin ¢ok cesitli immobilizasyon yontemleri vardir. Secilecek olan
immobilizasyon yontemi biyokomponent yapisina uygun olarak belirlenir. Genel olarak
adsorpsiyon, tutuklama, capraz baglama ve kovalent baglama yodntemleri tercih
edilmektedir.

2.5.1. 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
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saflastirmasina da olanak saglamasi bu yOntemin avantajidir. Bu yOntemde,
biyokomponentin transudiire nonkovalent etkilesimler (hidrojen bagi, coklu tuz
koprileri ve Van der Walls kuvvetleri) ile absorblanmasi prensibine dayanir. Seliloz,

silika jel ve cam, enzimleri adsorplamak icin kullanilan baslica absorbanlardir.®

2.5.2. Tutuklama
Buylk molekdl kitleli biyomolekillerin, bir memran veya tabaka icinde
hapsedilmesi ile yapilan immobilizasyon islemidir. Enzimler, polimer jel tabakalarda,

akrilamit polimerlerinde, silikon lastigi ve PVC’de tutuklanabilirler. ¥

2.5.3. Capraz baglama

Biyomolekdllerin, glutaraldehit ve hekzametilen diizosiyanat gibi reaktiflerin
kullanilarak  biyokompenent ile absorban arasinda c¢6zunmeyen kompleksler
olusturmasidir. Aralarinda en ¢ok kullanilan ¢apraz baglama ajani glutaraldehittir.3*3*
Kovalent baglama ile enzim veya protein yapisindaki gibi birgok biyoaktif bilesenlerin
onemli immobilizasyon reaksiyonlarindan birisi olan glutaraldehit ile ¢apraz baglama

reaksiyon mekanizmasi sekil 2.6’da gortilmektedir.®

0] [ o 'EI_'J_—H ?J

1 H=F=CHCHCH ey
H—C=—CH,CH,CH; ¢ — = H—C-—C.HdCHz_C:;l:_H et -
H

Nl

o ﬁ. o CHO
H—C—CH,CH;CH; .C—H —————— H—C—CHyCH; C=—CH—CH,CH,CH;
CH
il
H=C=CH,CH,CH, 5 —
CH CHO o

| [
= H—C—CH;CH; - CH—CH-,CH-,._.!—; C—CH-CH-

CH

o
@—NH, .@—NH; ] | '|:’H
o H—C—CHzCHz

(1]
I

C——CHzCHz - T_ CHCH;CH
]

H

MH

P, ve P, Prostetik gruplar | %)

Sekil 2.6. Enzim molekullinin glutaraldehit ile ¢capraz baglanmasi.
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2.5.4. Kovalent Baglama

Enzimin tasiyicitya kovalent baglanmasinda baglanma, enzimin Katalitik
aktivitesi icin gerekli olmayan gruplar (Tiyol, hidroksil, amino grup, karboksil gibi
nikleofilik o6zelligi olan gruplar) Gzerinden gergeklesir. Baglanma, molekdl ici
baglanma oldugu icin oldukga kuvvetli ve saglamdir. Biyokompenentlerin bu yontemle
immobilizasyonu sicaklik, pH ve iyon siddeti gibi dis etkenlere karsi direng saglar ve

biyosensoriin dmriini uzatir.>

2.6. Biyosensorlerde immobilizasyon Yontemlerinin Ustiinlikleri
Immobilize enzimlerin, diger enzimlere goére uUstinlukleri asagidaki gibi

siralanabilir.

Immobilize enzim, serbest enzime gore daha kararlidr.
Sicaklik ve pH gibi ortam sartlarina kars1 daha dayaniklidir.
Birden fazla ve uzun stre kullanilabilir.

Uriin olusumu daha kolay kontrol altinda tutulabilir.
Immobilize enzimlerin bozulma olasihig: daha diistiktir.
Immobilize enzimler, tepkime sonunda ortamdan kolaylikla

uzaklastirilabildikleri icin cok basamakli tepkimeler icinde uygundur.

2.7. 1ldeal Bir Biyosensoriin Sahip Olmasi Gereken Ozellikler

2.7.1. Kullamim Omrti

Biyosensortn kullanim émrind kisitlayan en énemli faktor biyolojik ceviricinin
aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica, biyosensoriin kalibrasyon sikligi, stabilite,
tekrarlanabilirlik gibi diger parametrelerini de etkilemektedir.** Ozellikle biyobileseni
enzim olan biyosensorlerde enzimler sicakhik, pH degisimi gibi dig etkilerden g¢abuk

etkilenirler ve dzelliklerini yitirirler.
2.7.2. Kalibrasyon Ihtiyac

Tim biyosensorlerin karakteristik bir kalibrasyon cetveli vardir. Ideal bir

biyosensoriin en az kalibrasyona gereksinmesi istenir. Kaliteli bir Gretim sartinda
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tasarlanmis bir biyosensor bile 4-8 ay sonra tamamiyla yanlis 6lgim yapabilir. Bu
yuzden biyosensorler kullanim émurleri boyunca, siklikla kalibre edilmelidirler.

2.7.3. Tekrarlanabilirlik

Bir  biyosensorin en  6nemli  ozelligi  tekrarlanabilirlik  6zelligidir.
Tekrarlanabilirlik belirli bir zaman dilimi iginde gerceklestirilen bir seri deney verisinin
kendi aralarindaki uyum derecesi gostermektedir.™> Ayrica tekrarlanabilirlik, rastgele
veya belirsiz hatalarin bir 6lcustudur ve hesaplanmasinda standart sapma, varyans ve
varyans katsayisi olarak verilen G¢ sayisal olcut kullamilir. Ideal bir biyosensorde,
elektrotun aym kosullar altinda arka arkaya yapilan Olglimlerde ayni sonuglarin
okunmasi istenir. Pratikte pek mimkin olmasa da bu durum g6z 6niine alinmali yapilan
calismalarda tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne
kadar iyi olursa biyosensoriin uygulamalarinin da o kadar iyidir denebilir. Biyosensor
sistemlerinde yapilan tayinlerde beklenen tekrarlanabilirlik bagil standart sapma, (%
BSS) degeri % 5 - 10°dur. *°

2.7.4. Kararhhk

Kararlilik biyosensor ile yapilan bir dizi 6lglim sonucunda biyomolekiliin
aktivitesindeki degisim sonucu ¢ikis sinyalindeki degisimin toplam 6l¢ciim sayist ile ya
da giin sayis1 ile ifade edilmesidir. ideal biyosensor icin elektrot kararlihginin yiiksek
olmasi istenir. Biyoaktif bilesenin kararli olmasi ise ¢ok sayida analize imkan verecegi
icin biyosensdre ekonomik olma avantaji saglar. Kararlilik, kullanilan biyolojik
materyalin fiziksel dayanikliligina, elektrodun cinsine, biyosensor hazirlama yontemine
ve donlstlrictye baglidir. Kararlilik ozellikle sicakhik, pH, ortam oksijen miktar: ve

nem gibi degiskenlerin cozeltide sabit olarak kalmalaridir.™

2.7.5. Tayin Arahgi ve Tayin Siniri

Tayin araligi ile kastedilen, akim-derisim egrisinin lineer oldugu bolgedir.
Kalibrasyon grafiginde substrat derisimiyle akim farki arasindaki iliskisinin dogrusal
oldugu derisim araligina “dogrusal aralik” ya da *‘tayin araligi’’ denir. Bu dogrusal

grafigin en alt sinirt da ““tayin sinirt’” olarak tanimlanir.
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Amperometrik esasli enzim sensorlerinde substrat (veya Urlin) derisimi ile akim
arasinda dogrusal grafikler elde edilir. Genelde tayin sinirinin mM alti degerlerin
(10°M’dan daha dustik ) biyosensér tarafindan élciilmesi istenir. Amperometrik esash

enzim sensorlerinde bu degerlere erisebilmek mimkunddr.

2.7.6. Secici Ozellik

Bir analitik yontemin seciciligi, numune matrisinde bulunan diger turlerden
etkilenmeden tayin edebilme oOzelligidir. Biyosensorlerdeki biyoaktif bilesen 0zgun,
kararli, yalnizca analit derisimine duyarli olmali ve diger kimyasal tirlerden
etkilenmemelidir. Biyoaktif bilesenin 6zgiin olmasi, girisim yapabilecek tlrleri iceren
karmasik icerikli 6lcim ortamlarinda detayli 6n islem yapmaksizin analize imkéan
saglar. Eger yeterli secicilik mevcut degilse bu eksigi gidermek igin uzun ek islemler

gerekir.

2.7.7. Duyarhhk

BiyosensOre immobilize edilmis biyolojik materyalin sadece belirli maddelere
kars1 duyarli olmasi ideal biyosensorlerin 6zelliklerindendir. Kalibrasyon duyarligi
Olglimiun yapildig1 derisime karsilik gelen noktada kalibrasyon egrisinin egimi olarak
tamimlanmaktadir. Biyosensorin kalibrasyon egrisinin egimi, cevap degisimi/analit
konsantrasyonu (CD/AD)’dir.”® Egim degeri arttikca duyarlikta da artis olur. Sensériin
baydkligt, 6lgim ortamina dogru kimyasal turun kutle aktarim hizi gibi faktorler

duyarhg etkileyen faktorlerdir.

2.7.8. Hizh Cevap Zamam

Hizli cevap zamani algilayicilarin giris parametresinde degisime karsi tepki
vermesinin bir Olcust olarak tanimlanmaktadir. Kararli hal akim zamani Ol¢iim
hiicresine her bir analit eklenmesi ile belirlenir ve kararli hal akim cevaplarinin %
90’1na ulasmast icin gerekli siireden cevap zaman: anlasilabilir.’> Ornegin elde edilen
egride piklerin sekli yayvan ve genis ise cevap zamani uzun yani yavas, tersi s6z konusu

ise cevap zamani kisadir denir.
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2.7.9. Hizh Geriye D6nme Zamanu:

Geriye donme zaman: 6rnegin amperometrik calismalarda ilk 6érnekten ne kadar
stire sonra ikinci 6rnegin olculebilecegini gosterir. Yani ilk 6rnegin ilavesinden sonra
sabit akim degerleri kisa siirede gozlenebiliyorsa ikinci 6rnek de ayni slre sonra ilave

edilebilir.

2.7.10. Basitlik ve Ucuzluk

Ucuz, tasarimi basit ve kullanimi kolay biyosensorler tercih edilir. Bu nedenle
gelistirilen gunumizdeki biyosensorler ilk biyosensorlere gore karmasik ve de pahah
yapilarindan arindirilmis, basitlestirilmis ve mumkin oldugunca da maliyeti

dustrdlmastdr.

2.7.11. Kucultulebilirlik ve Sterilize Edilebilirlik

Elektrotlarinin sterilize edilebilmesi ve boyutlarinin kigiltilmesi biyosensor
tasariminda 6nemli bir avantajdir. Buna karsin, biyosensor yapisina giren biyolojik bir
materyalin fiziksel dayanikliligi, sterilizasyonu kisitlayan en 6énemli parametredir.

2.8. Urik Asit

Kapali formili CsH4N4O3 olan urik asidin (2,6,8- trioksiparin) IUPAC ismi: 7,9-
dihidro-1H-pirin-2,6,8(3H)-trione’dir. 2,6,8-trioksipurin seklinde de okunur. Temel
bileseni, nikleik asitlerin yap: tas1 olan purin halkasidir. Urik asidin molekiil ve Kristal

tanecik yapisi sirasiyla sekil 2.7°de ve sekil 2.8’de gosterilmistir.

Sekil 2.7. Urik asit formuli Sekil 2.8. Urik asit kristalleri
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2.8.1. Urik Asidin Genel Ozellikleri

Urik asidin genel 6zellikleri asagida maddeler halinde siralanmustir.

Saf ve kati haldeki Urik asit beyaz toz seklindedir.

Kristaller dortgen, kama, halter ve fic1 seklindedir. Beyaz, sari, kirmizi veya
kahve renkli olabilir.

Asidik 6zellik gosterir.

Isitma ile parcalanr.

Yogunlugu 1,87 g/cm¥dir.

Sudaki ¢oziintrligu ¢ok azdir.

Molekdler agirligi 168 g/moldr.

Asitlik sabiti (pKa): 5,8’dir.

2.8.2. Urik Asit Olusumu (Piirin Niikleotid Katabolizmass)

Purin nlkleotidlerinin katabolizmasi, karacigerde purin nikleotidi yapisindan
fosfat grubunun 5-niikleotidaz enzim etkisiyle ayrilmasiyla baslar ve son olarak agiga
¢ikan ksantinin, ksantin oksidaz etkisiyle drik asite ylkseltgenmesi ile sonlanir.
Y ukseltgenme tepkimesi sirasinda elektron alict molekil oksijendir (Sekil 2.9) .

Maymunlar, surtungenler, kuslar ve diger bazi hayvanlarda pirin
katabolizmasinin atilan son Grinu Grik asittir. Yetiskin bir insanda Grik asidin atilim hizi

yaklasik 0,6 gr/24 saattir.

Purin Metabolizmasi
Ribo:l-i-l" + ATP

| FPRPPS (fostoribozll pircfosfat sentetaz)
|

Guanilik asit inozinik asit — Adenilik asit
| |HGPRT
Hipnksunﬂn _# {hipoksantin guanin
KO fostorbozll fransferaz)
- Allopurinal
Ksantin _ S P
KO [ksantin oksidaz]

Orik ast -PPE9E- . Anantoin + cO2

Sekil 2.9. Purin metabolizmas:**
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Memelilerin gogunda ve bircok omurgalida Urik asidin trikaz etkisiyle yikilmasi
sonucu allantoin olusur. (Sekil 2.10) Bu nedenle serum drik asit seviyeleri dusuk
dizeydedir (<2 mg/dl). Fakat insanlarda trikaz geninin evrimi siirecinde 820 milyon yil
once olustugu varsayilan mutasyon sebebiyle, Urikaz enzimi islev gosteremez ve bu

nedenle serum (irik asit seviyeleri diger memelilere gére daha yiksektir (>2 mg/dl). *

8]
H . H
H\I’L N Urikaz \JHO\ =N o e
N ]}—O—EH;D—- NHy T %=0 + €O, +2H'+ 2¢
Df: ﬁ NH 044-.:{..- “NH
H
Urik Asit Allantoin

Sekil 2.10. Urik asidin irikaz etkisiyle yikilmas: sonucu allantoin olusumu

2.8.2.1. Pirinler igin Kurtarma Yolu (Salvage Yolu)

Normal hiicresel nikleik asitlerin déngisunden veya diyetten yikilmadan gelen
purinler, tekrar nukleozid trifosfatlara cevrilerek vicutta kullanilir. Buna parinlerin
kurtarma yolu denir. De novo sentez olduk¢a masraflidir, yiksek enerjili fosfat harcanir.
Ayrica eritrositlerde amidotransferaz olmadigindan, de novo olamaz. Bu yolda iki
enzim gorev alir, adeninfosforiboziltransferaz (APRT) ve hipoksantin-guanin
fosforiboziltransferaz (HGPRT). Her ikisi de 5-fosfo-d-ribozil-1-pirofosfati (PRPP)

riboz-5-P kaynag olarak kullanr.

2.8.3. PUrin Metabolizmasi Bozukluklari

2.8.3.1. Hiperdrisemi

Hiperurisemi, kanda drik asit diizeyinin normalden fazla olmasidir. Gut, nukleik
asitlerden zengin diyetle beslenme, nukleik asit yikilim ve olusumun arttigi hemolitik
anemi, hicre proliferasyonu ve hicre nekrozunun arttigi neoplazi durumlari, Grik asit
atihminin  bozuldugu bdobrek hastaligi, polisitemiler, psoriasis, akut aclik, doku
harabiyeti, pernisiydz anemi, gebelik toksemisi, Lesch-Nyhan sendromu, Von Gierke

hastalig1 gibi bircok durumda hipertrisemi gozlenir.
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2.8.3.2. Gut

Primer olarak kanda asir1 miktarda drik asit bulunmasi (hipertrisemi) ile
karakterize bir hastaliktir. Primer gut, cogunlukla erkeklerde ve 40-60 yaslarinda
goralir. Cesitli hastalik veya intolerans durumlarina bagl olarak olusan hiperdrisemi
sekonder gut olarak bilinmektedir. Gut, kanda ve dokularda Grik asit derisiminin
artmasina bagl bulgularla 6zgiindur. % 80 olguda drik asidin renal atilimi azalmistir.
Yuksek purinli diyet, asidoz, asir1 alkol alinmasi, disik doz aspirin alinmasi, kalp
yetmezligi, laktat infuzyonlari, kassal faaliyet gutu agirlastiran etmenlerdir. Gut
hastaliginda eklemler, sodyum Urat kristallerinin anormal birikimi yizunden iltihapls,
agrili ve artritik olur. Hiperlriseminin en onemli etkileri, Gratin bobreklerde ¢okerek
bobrek yetmezligine yol agmasi ve eklemlerde yiiksek miktarda sodyum drat Kristalleri
biriktirmesidir. Gut tedavisi i¢in ksantin oksidazi inhibe eden allopurinol

kullaniimaktadir. Sekil 2.11” de gut hastaliginin klinik gérinima gosterilmistir.

Tofus (Eklem
Eklam kireglenmesi)

Uik asit
kristal

Sekil 2.11. Gut hastaliginin klinik géranimleri

2.8.3.3. Lesch-Nyhan Sendromu

Hipoksantin-guanin fosforibozil transferaz aktivitesinin eksikligiyle ortaya ¢ikan
ve hemen hemen yalmzca erkek cocuklarda gorilen genetik hastaliktir. Belirtileri
karmasiktir.  Bu genetik hastaliga sahip c¢ocuklarda hastalik 2 yasinda kendini
gOstermektedir. Bazen zayif koordinasyon ve zihinsel gerilik gozlenebilir. Diismanca ve
kendilerine zarar veren el ve ayak parmaklarini, dudaklarint 1sirmak gibi davranislar
gosterebilirler. Hasta cocuklarda koreoateozis ve spastisite ile birlikte serebral felg

gorultr. Sekil 2.12° de Lesch- Nyhan sendorumunun klinik gérindma verilmistir.
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Sekil 2.12. Lesch- Nyhan sendorumunun klinik géranimleri

2.8.3.4. Von Gierke Hastahg
Glukoz-6-fosfataz eksikligi sebebiyle pentoz fosfat yolu aktivitesinin artisina ve

riboz-5-fosfat artistyla purin asir1 Uretimine baglh olarak hipertrisemi ile 6zdestir.

2.8.3.5. Hipourisemi
Kanda drik asit diizeyinin normalden az olmasidir. Wilson hastaligi, ksantindiri,
Fanconi sendromu, adenozin deaminaz eksikligi, purin niikleozid fosforilaz eksikligi

gibi durumlarda hipotirisemi gozlenir.

2.8.3.6. Ksantinuri
Ksantin oksidaz eksikligi sebebiyle ksantin bobrek taslari olusumu ve

hipourisemi ile 6zdestir.

2.9.4. Urik Asidin Tayin Yontemleri
Urik asit miktarlarim belirlenmek icin kullanilan standart metotlar asagidaki gibi

siralanabilir.

Spektrofotometrik ve Enzimatik
Kromatografik

Polarografik

Kolorimetrik

o M L N

Biyosensor temelli yontemler
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1. Spektrofotometrik ve Enzimatik Yoéntemle Urik Asit Tayini:

Urik asit reaktifi Synchron CX sistemi kalibratorii ile birlikte kullanildiginda
viicut sivilarindaki drik asit derisimi kantitatif olarak tayin edililir. Urik asit reaktifi tirik
asit derisiminin bir zamanl bitis noktas: yontemiyle dlciilmesinde kullanihr. Urik asit,
urikaz ile yiikseltgenerek allantoin ve hidrojen peroksit dretilir. Hidrojen peroksit renkli
bir Grtin Gretilmesi igin peroksidazla katalize edilen bir reaksiyonda 4-aminoantipirin (4-
AAP) ve 3,5-dikloro-2hidroksibenzen silfonat ile reaksiyona girer.

Synchron CX sistemi uygun numune ve reaktif hacimlerini klvet icinde
otomatik olarak orantilar. Kullanilan oran 1 kistm numuneye 25 kisim reaktiftir. Sistem
520 nm’deki absorbans degisikligini takip eder. Absorbanstaki bu degisiklik

numunedeki Urik asit derigsimi ile dogru orantilidir.

2. Kromatografik Yontemler

a) Spektrometrik Yontem: Ters faz kromotografisi prensibine dayanir. Serum
ve idrardaki drik asite bakilir. Bu yontemin avantaji diger yontemlere gore daha 6zgun
ve hassas olamasidir. Serum ve idrardaki drik asidi kantitatif olarak o6lger. HPLC
metodunda, 235 nm veya 280 nm’deki spektrofotometrik 6lgumli ters faz kromtografisi

kullanilir.

b) Elektrokimyasal Yoéntem: Iyon degisim ayrimina dayanan yontemdir. Yine
serum ve idrarda bakilir. Bu yéntemin avantaji ise daha duyarlilik ve 6zgunliik gosteren
sabit faz iyon degisimini iceren, elektrokimyasal yontemin kullanilmis olmasidir.
Amperometrik 6lcumin hassasiyeti mg/L’dir. Yontem, 10 ve 200 mg/L arasinda

lineerdir.

3. Polarografik

Ozgiil bir elektrot yardimiyla, irikaz etkisi esnasinda tilketilen O 6lgiilmesi
prensibine dayanir. Oksijen tuketim orani, Urik asit derisimi ile orantihdir. Serum ve
idrardaki Urik asit derisimini 6lcmek icin kullanilir. Yaygin olarak kullanilan bir metot

desildir,
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4. Kolorimetrik
Urikaz enzimi reaksiyonunun éncesindeki ve sonrasindaki iyot ile kolorimetrik
titrasyon sonucu olusan toplam indirgenmis maddelerin 6lcimi esasina dayanir. IKi

Olcum arasindaki fark urik asit miktari ile ilgilidir.

5. Biyosensor Temelli Yontemler

Urikaz reaksiyonlarda cogunlukla reaksiyon drini olarak H,O, aciga cikar.
Hazirlanan enzim elektrotlarin cogu, uygulanan sabit potansiyelde ¢calisma elektrodunun
yuzeyinde enzimatik reaksiyon sonunda olusan H,O,’ in yukseltgenmesi esasina
dayanmaktadir. Yukseltgenmenin meydana gelecegi bir potansiyelde calisildiginda
devreden gecen anodik akim olusan hidrojen peroksidin derisimi, dolayisiyla Urik asit
derisimi ile orantilidir.

Son vyillarda gelistirilen 6lciim tekniklerinden en 6nemlisi biyosensor temelli
olglim teknigidir.

Clnki geleneksel tekniklere gore birgok avantaj saglamaktadir. Ornegin
biyosensorlerde kullanilan biyolojik algilayici sistemin segiciligi; 6rnek 6n hazirligina
ve fazla miktarda 6rnege bagl kalmadan kompleks karisimlarda dahi gergek zamanl
analiz icin c¢ok yiksek ozgunliukte cihazlarin gelistirilmesine elverisli olmasidir.
Biyosensorler ayrica ¢ok yuksek hassasiyete, 6lgim hizina, basit kullanima sahip ve

cogaltilabilir analitik cihazlardir.

2.10. Urikaz Enzimi (Urat oksidaz, E.C. 1.7.3.3)

Purin katabolizmasinda, urik asidin allantoine oksidasyonundan sorumlu
enzimdir. Urikaz enzimi, oncelikle disik Km degerine sahip olmas: ve kararliligin
koruyabilmesinden dolay: serumda Urik asit derisimini saptamada Kklinik teshis enzimi
olarak yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.****® Bu enzim klinikte yalnizca teshis
enzimi olmayip, ayn: zamanda urik asit metabolizmasindaki bozukluklardan kaynaklan
hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir. Urikaz enzimi, plazma urik asit
seviyelerini diigtriict ilaglar arasinda da yer almaktadir.*®

Ayrica urikaz enzimi, Klinik uygulamalar disinda kozmetik, sa¢ boyama ve
dalgalandirmada kullanilmistir ve olumlu sonuglar alinmistir. Son yillarda yapilan pek
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cok calismada ise, trikaz enzimi, Urik asit miktarinin saptanmasinda, biyosensorlerin

yapiminda kullaniimugtir, %2173

2.10.1. Urikaz Enzimi Ilgili Onceki Cahsmalar

1. Arora vd. (2007) tarafindan indiyum kalay oksit (ITO) kaplanmis cam
substratlara poli(anilin) film elektrokimyasal olarak biriktirilmis ve bu film
Uzerine drikaz glutaraldehit ile capraz baglama yontemi ile immobilize ederek
hazirlamis oldugu amperometrik rik asit biyosensord ile optimum pH’1 6,5
(0,05 M Tris-HCI tamponu), optimum sicakligir 35°C ve cevap zamani 60 saniye
olarak belirtilmistir.

2. Zhang vd. (2007) tarafindan BSA ve glutaraldehit kullanilarak Grikaz
immobilize ederek hazirlamis oldugu oksijen probuna dayanan wrik asit
biyosensori ile optimum pH 8,0 fosfat tamponunda, sicakligr 10 °C — 45 °C
araliginda oldugunu, tekrarlanabilirlik ¢alismasinda % BSS % 3,1 (n=7), raf
Omrunun en az 3 ay oldugunu belirtilmistir.

3. Montalbini ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada degisik kaynaklardan
saflastirdiklar: Urikazlarda optimum pH ve sicaklik calismas: yapmiglar ve
genellikle enzimin pH = 8,0 - 9,5 arasinda kararli oldugunu ve sicaklik
calismalarinda ise enzimin 30 °C — 40 °C arasinda maksimum aktivite
gosterdigini belirtmislerdir.>*

4. Janguo ve arkadaslari Candida tlrlerinden saflastirdiklar: Urikaz enziminin
optimum pH’sin1 8,5 optimum sicakligin: ise 30 °C olarak bulmuslardur.®

5. Alamillo ve arkadaslari tek htcreli yesil bir alg olan Chlamydomonas
reinhardtii’den saflastirdiklar: trikaz i¢in optimum pH= 8,5 ve optimum
sicaklig1 40 °C olarak belirlemislerdir.*®

6. Arora vd. (2009) Urik asit tayini igin Urikaz—epoksi recine biyokompozit
membranint kullanarak ¢6ziinmis oksijenin 6l¢iilmesine dayanan biyosensorde,
optimum pH 8,5, (0,02 M Tris-HCI tamponu) optimum sicakhik 35 °C
belirtmiglerdir. Ayrica yOntemin dogrulugunun belirlenmesi ic¢in serumda
gelistirilen yontemle elde edilen 0rik asit degerleri standart enzimatik
kolorimetrik yontem degerleri ile kiyaslandiginda y = 0,984x + 0,0674 (r = 0,98)
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Iyi bir korelasyon elde edilmistir. 60 giin boyunca 100 kullanim sonunda elektrot
baslangic aktivitesinin % 68’sini korumustur.

7. Wang vd. (2007) tarafindan poli(maleimidostiren) ve poli(stiren) modifiye altin
elektroda irikaz immobilize edilerek amperometrik bir Urik asit biyosensori ile
yapilan calismada 0rik asit derisimini 0,01 M, optimum pH 8,5 fosfat
tamponunda, optimum sicakligi 30 °C olarak belirtmistir. Elektrot 21 glnlik
depolama siireci sonunda baslangi¢ aktivitesinin %213’Unu kaybetmistir.

8. Jiang vd. (2007) iyonik sivida (1-etil-3-metilimidazol-etil silfat) poli(anilin) ile
hazirladiklari modifiye Urik asit biyosensori ile cevap akimi 0,20 — 0,50 V
araliginda artan potansiyelle artmis ve cevap zaman: kisalmis, optimum calisma
potansiyeli olarak +0,40 V olarak alinmis. Bu potansiyelde optimum pH, pH
2—12 arahginda cevap akimi artan pH ile arttigindan optimum pH’nin

bulunamadigin: belirtmislerdir.

2.11. Biyosensorde Kullanmilan Biyoaktif Tabaka Bilesenleri
Bu bolimde drikaz enziminin immobilizasyonda kullanilan jelatin ve

glutaraldehit hakkinda genel bilgi verildi.

2.11.1. Jelatin

Jelatin, kollajenin hidroliziyle elde edilen bir proteindir ve karakteristik olarak
yapisinda yuksek oranda glisin, prolin ve hidroksiprolin amino asitlerini icermektedir.
Bu amino asitler sayesinde jelatin Gcli heliks bir yap: olusturur ve jellesme 0Ozelligi
kazanir.>’

Ucuz ve kolay bulunur olmasi yaninda, immobilizasyon materyali olarak
kullanilan diger polisakkaritlerin aksine jel olusumu icin herhangi bir molekile, iyona,
tuza ya da pH ayarlanmasina gerek duyulmamasi ve tamponda ¢6zullp isitildiktan sonra
tekrar oda sicakhgina getirildiginde jel kivamini almasi gibi 6zelliklerinden dolay:
jelatin iyi bir immobilizasyon malzemesidir.

Termal ve mekanik Kkararliliginin arttirrilmas: amaciyla immobilizasyonda
cogunlukla capraz baglayict ajan, bir reaktif olan glutaraldehit ile birlikte

kullanilmaktadir.>®
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2.11.2. Glutaraldehit

Glutaraldehit, ozellikle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda cogunlukla
kullanilan bifonksiyonel bir reaktiftir. Biyosensor gelistirilmesinde kullanilan enzim,
hicre doku gibi biyoaktif materyallerin, jelatin, kollajen ve kitosan gibi biyolojik
molekdllerle birlikte glutaraldehit ile capraz baglar olusturmas: esasina dayal
immobilizasyon yontemi sikla kullaniimaktadir.>®

Yontem kolay uygulanabilir olmas: yaninda immobilize sistemin termal ve
operasyonal aym1 zamanda da depo kararliligini arttirmas:  tercih  edilme

nedenlerindendir.®° Glutaraldehit'in gizgi yapis: sekil 2.13"de gosterilmistir.

AN Y
Sekil 2.13. Glutaraldehit’in ¢izgi modeli Sekil 2.14. Glutaraldehit’in top cubuk modeli

2.11.3. Sigair Serum Albumini (Bovine Serum Albumin: BSA)

Sigir serum albiimini sigir kamindan izole edilen bir kan proteinidir. insan ve
diger memeli hayvanlarin kan plazmasindaki en yaygin proteindir ve kanda bulunan
proteinlerin % 60’11 olusturur. Sigir serum alblmini dolasim sisteminin major ¢ozunar
bilesenidir bu nedenle birgok fizyolojik fonksiyonu vardir.

Immobilizasyon calismalarinda enzimle yapilan capraz bag sayisim azaltarak
enzimin aktivitesinin dismesinin engellenmesi ve 0Ozellikle tutuklama yontemlerinde

capraz baglayicilarla olusturulan ¢apraz bag sayisini arttirmak amaciyla kullanilir.
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Sekil 2.15. BSA’ ya ait (i¢ boyutlu yap:
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Geregler

Calismada kullanilan arag-gereg ve kimyasallar asagidaki gibidir.

3.1.1. Cihazlar

Q8 8 8 8 8 ¥ 8 8 8 B

Grafit Calisma Elektrodu (CHI, A.B.D)

Palm Sens Biyosensor (Hollanda)

Platin Tel Yardimci 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 (Tlv Bayern, Almanya)
pH Metre (Mettler Toledo)

Hassas Terazi (Mettler AJ100)

UV-1601 Spektrofotometre (Shimadzu)
Sonikator (Resonik 1016, Turkiye)

3.1.2. Kimyasallar

Q 8 8 8 8 8 8 v V8 8 8 8 8

Monosodyumhidrojenfosfat NaH,PO,4 (Merck)
Disodyumhidrojenfosfat Na,HPO4(Merck)
Sodyum asetat trihidrat (Merck)

Asetik asit (Merck)

Glisin (Sigma)

Distile/Bidistile su

Glutaraldehit (Sigma)

NaOH (Sigma)

HCI (Sigma)

Alimina (Sigma)

Altumina sollsyonlar:

% 96 Etanol (Sigma)

Sigir Serum Albimini (Sigma)
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@ Jelatin (Sigma)
@ Urik Asit (Sigma)
@ Urikaz Enzimi (Sigma)

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler

Fosfat tamponu: 0,1 M Fosfat tamponu hazirland: (Disodyumhidrojenfosfat ve
monosodyumhidrojenfosfat) ve ¢ozeltinin pH’1 0,1 M NaOH ve HCI kullanilarak 7,0’ e
ayarlandi. Farkl: derisimlerdeki ve pH daki tampon ¢Ozeltileri hazirlamak icin de aynm
yol izlendi. Tampon ¢6zelti buzdolabinda +4 °C’de sakland:.

Asetik asit/asetat tamponu: 0,1 M Asetik asit/Asetat tamponu hazirland:
(Sodyumasetattrihidrat ve asetik asit) ve cozeltinin pH’t 0,1 M NaOH ve HCI
kullanilarak 6,5’e ayarlandi. Farkli derisimlerdeki ve pH daki tampon cozeltileri
hazirlamak igin de ayni yol izlendi. Tampon ¢ozelti buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

Glisin/NaOH tamponu: 0,1 M Glisin/NaOH ile hazirlanan ¢ozeltinin pH’1 0,1
M NaOH ve HCl ile 9,0’a ayarland: Farkli derisimlerdeki ve pH daki tampon ¢ozeltileri
hazirlamak icin de ayni yol izlendi. Tampon ¢6zelti buzdolabinda +4 °C’de sakland:.

Serbest Urikaz enzimi: Deney sirasinda kullanilacak olan enzim cozeltisi
buzdolabinda bekletildi. Cozelti uzun stre kullanilmadigi zaman derin dondurucuda
sakland:.

Urik asit c¢ozeltisi: 0,84 gr tartilan kati Grik asit 0,1 M sodyum hidroksit
cozeltisinde ¢ozuldikten sonra derisimi 0,1 M ve pH’s1 6,5 olan asetat tamponuyla
tamamlanarak 0,5 mM derisimde 10 ml stok ¢Ozeltisi olarak hazirlandi. Bu ¢ozeltiden
belirli bir miktar alinarak ve ayni sekilde 0,1 M asetat tamponu ile seyreltilerek farkl:
derisimlerde Urik asit ¢ozeltileri hazirlandi. Cozelti buzdolabinda +4 °C’de sakland:.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Kat1 haldeki sodyum hidroksit saf suda ¢ozllerek
0,1 M derisimde ¢ozelti hazirland:.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi: Derisik HCI saf su ile seyreltilerek 0,1 M derisimde

¢ozelti hazirlandi.
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3.2. YOntem

3.2.1.Urik Asit Tayinine Yonelik Immobilize Edilmis Biyosensér

Hazirlanmasi

Oncelikle grafit elektrot fiziksel, kimyasal ve elektrokimyasal yontemlerle
temizlendi.

Temizlik asamalari asagida belirtildigi gibidir.

I.  Bir miktar gama aliimina sollisyonu kadife yiizey (zerine damlatildi. Daha
sonra grafit elektrot kadifeye ylzey Uzerine hafif bir sekilde halkalar ¢izerek
gezdirildi. Boylece yizeydeki tabaka ve/veya herhangi bir Kirlilik mekanik
olarak giderilmis oldu.

Il. Grafit elektrot distile suyla durulamir sonra absorblanmis partikdlleri
uzaklastirmak i¢in 5-10 dk % 96’lik etanolde ve sonikator icinde bekletildi.
Tekrar distile suyla duruland: ve sonra 10 dk distile su igerisinde sonikatorde
bekletildi.

I1l.  Grafit elektrot yuzeyinin elektrokimyasal olarak temizlenmesi i¢in 0,1 N HCI
cozeltisi icerisinde +1,0 ve -1,0 potansiyelleri arasinda en az onbes tane

donguisel voltammogram alindi.

Biyosensorin biyoaktif tabakasini olusturmak igin 45 mg jelatin ve 30 mg BSA,
300 pL asetat tamponu pH 6,5 icerisinde ¢ozilip 35° C’de 20 dakika bekletildi.
Karigtmin 10 pL’si, 30 pL daha 6nce hazirlanan enzim ¢ozeltisi ile karigtirilarak elde
edilen toplam hacim 40 pL olarak grafit calisma elektrodu tzerine yayildi. Elektrot +4°
C’ de 1 saat bekletildikten sonra fiziksel olarak baglanmasi amaci ile 1 saat UV 1s1k
altinda bekletildi. Daha sonra % 2.5°lik glutaraldehit ¢ozeltisinde 5 dakika capraz
baglanmanin gerceklestirilmesi saglandi. Son olarak elektrot, icerisinde pH 6,5’de asetat
tamponu bulunan tepkime hicresine alindi. Bitun deneyler ayni elektrot tipi
kullanilarak yapild:.

Hazirlanan biyosensor ile 6lgim calismalarinin yapildigi diizenegin fotografi

sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. Biyosensor dlizenegi

3.2.2. Urikaz Temelli Biyosensoriin Ol¢im Prosediiri

Urik asit biyosensoriiniin hazirlanmasi icin kullanilan calisma elektrodu grafit
elektrottur. Urik asit tayini icin kullanilan enzimatik tepkimelerde ¢ogunlukla reaksiyon
urind olarak H,O, acgiga ¢ikar. Hazirlanan enzim elektrotlarin ¢cogu, uygulanan sabit
potansiyelde calisma elektrodunun yiizeyinde enzimatik reaksiyon sonunda olusan
H,O.’in yiikseltgenmesi esasina dayanmaktadir.®®”® H,0, olusumu asagida
gosterilmistir.

Urik asit + O, + HLO — Allantoin + CO, + H,0,

Olusan hidrojen peroksit, grafit elektrot yuzeyinde sabit bir potansiyelde
asagidaki reaksiyona gore yiikseltgenmektedir.”

HO, — » O+ 2H" + 2e-

Yikseltgenmenin meydana gelecegi bir potansiyelde calisildiginda devreden
gecen anodik akim olusan hidrojen peroksitin derisimi, dolayisiyla Urik asit derisimi ile
orantihdur.

Bu calismada grafit elektrodu ile enzimatik reaksiyon sonucunda olusan hidrojen
peroksitin dolayisiyla Urik asidin o6lctlmesinde c¢ozeltide ve elektrot yiizeyinde

gerceklesen olaylar sematik olarak asagidaki sekilde gosterilmektedir.

32



i ® ! vk x_\ Unik aeil

Elekimkimyasml ’ d "'|

rea ks yom ;

’ o i
Pl S T ] a4t - Y
0.1V Oy Bl Ercum 0 Marrtodn
" . £ faoned )

Grafit BSA/JGA 1

Brwokirmmea] makayon

Sekil 3.2, Urik asidin allantoine yilkseltgenmesi sirasinda elektrot viizeyinde gerceklesen elektron
aktarimi

3.2.3. Immobilizasyon Parametrelerinin Optimizasyonu

Urikaz temelli biyosensor icin en iyi cevabin elde edilebilecegi immobilizasyon
kosullarinin tespit edilmesi amagclandi. Bu amacla BSA, glutaraldehit ve jelatin,
miktarinin biyosensor cevabr Uzerine etkileri arastirildi. Immobilizasyonun her bir
parametresinin optimum miktarinin belirlenmesi igin, diger degiskenler sabit tutularak
optimizasyonu belirlenecek parametre degistirilip biyosensor hazirlandi ve amaclanan

6lcumler alind:.

3.2.3.1. Sigir Serum Albumin Miktarimn Biyosensor Cevabina Etkisi

BSA miktarinin biyosensor cevabina etkisinin belirlenmesi icgin farkli BSA
derisimlerinde elektrot hazirlandi. Hazirlanan her bir elektrotla yapilan 6lciimlerden
elde edilen akim fark: ve substrat derisimi arasindaki grafikten en uygun BSA miktar
belirlendi. Bu amacla 0,015 gr, 0,03 gr, 0,045 gr, 0,06 gr ve 0.12 gr BSA iceren
biyosensorler hazirlandi. Olgiimler 0,5 mM (irik asit derisimde ve pH 6,5’da asetat

tamponunda gerceklestirildi.

3.2.3.2. Glutaraldehit Ylzdesinin Biyosensor Cevabina Etkisi

Biyosensor icin en uygun BSA miktari belirlendikten sonra glutaraldehit
ylzdesinin biyosensor cevabir Uzerine etkisinin incelenmesi amaciyla BSA miktari
0.030gr olacak sekilde sabit tutularak sadece glutaraldehit ylizdesi degistirilerek % 1,5;
% 2; % 2,5; % 3 ve % 3,5 oraninda glutaraldehit ile biyosensorler hazirlandi. Olgtimler
0,5 mM derisimde ve pH 6,5 asetat tamponunda gerceklestirildi.
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3.2.3.3. Jelatin Miktarinin Biyosensor Cevabina Etkisi

Hazirlanan biyosensor i¢in en uygun jelatin miktarinin biyosensor cevabi Uizerine
etkisi incelenmek amaciyla farkl: jelatin miktar: ile elektrot hazirlandi. Hazirlanan her
bir elektrotla yapilan dlgclimlerden elde edilen akim farki ve substrat derisimi arasindaki
grafikten en uygun jelatin miktart belirlendi. Bunun igin BSA miktar1 0,30 gr ve
glutaraldehit yiizdesi % 2,5 olacak sekilde sabit tutularak 0,225 gr, 0,45 gr, 0,67 gr, 0,90
gr ve 1,2 gr jelatin iceren biyosensorler hazirlandi. Olgiimler 0,5 mM drik asit derisimde

ve pH 6,5 asetat tamponunda gerceklestirildi.

3.2.4. Biyosensorun Cahsma Kosullarimin Optimizasyonu

Biyosensorin calisma kosullarini optimize ederek en iyi biyosensor cevabini
verdigi kosullarin bulunmas: ic¢in caligma araligi, optimum tarama hizi degerleri,
tampon pH'1, derisimi ve sicakligin biyosensor cevabina etkileri incelendi ve her birinin

maksimum degerlerinin biyosensor cevabina kars: grafikleri cizildi.

3.2.4.1. pH Optimizasyonu

pH: 5,0; 5,5; 6,0 ve 6,5°de 0,1 M asetik asit/asetat; 7,0; 7,5; 8,0 olan 0,1 M
sodyum fosfat tamponlar1 ve pH 8,5; 9,0; 9,5 olan 0,1 M glisin/NaOH tamponlari
hazirland:. En iyi biyosensor cevabinin hangi pH degeri ile alindig: belirlendi. Olguimler
0,5 mM standart Urik asit ¢ozeltisi derisiminde yapildi. Calisma sonucunda tampon pH’1
ve maksimum degerlerinin biyosensOr cevabi arasinda grafik cizilerek optimum pH

belirlendi.

3.2.4.2. Uygun Tampon Derisimi

Hazirlanan biyosensorin optimum pH degeri ve bu pH degerindeki uygun
tampon sisteminin belirlenmesinden sonra tampon derisimlerinin biyosensor cevabi
uzerine etkisinin belirlenmesi amaciyla, hazirlanan biyosensorler igin farkh
derisimlerdeki tamponlarla élcumler gerceklestirildi. Bu amacla bir dnceki ¢alismada en
uygun tampon sistemi olarak belirlenen asetat tamponunun ( pH 6,5 ) 50 mM, 100 mM
ve 200 mM derisimleri ile calisildi. Olglimler 0,5 mM standart (rik asit cozeltisi
derisiminde yapildi. Calisma sonucunda tampon derisimi ve maksimum degerlerinin

biyosensor cevabi arasinda grafik ¢izilerek optimum pH belirlendi.
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3.2.4.3. Optimum Sicaklik

Optimum sicakhgin belirlenmesi icin distk sicakliktan yiksek sicakliga dogru
10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 45; 50 ve 55 °C’da olcumler gerceklestirilerek gelistirilen
biyosensor icin biyosensor cevaplar: incelendi. Olgiimler 0,5 mM standart Grik asit
cozeltisi derisiminde ve 0,1 M pH 6,5 asetat tamponunda yapildi. Calisma sonucunda
sicaklik ve % enzim aktivitesi arasinda grafik gizilerek optimum sicaklik belirlendi.

3.3. Biyosensoriin Karakterizasyonuna Yoénelik Calismalar
Urikaz biyosensoriin ¢alisma kosullar: ve biyoaktif tabaka bilesenlerinin
optimizasyonlarindan sonra belirlenen optimum kosullarda bir biyosensor hazirlandi ve

biyosensoriin karakterizasyon calismalarina gegildi.

3.3.1. Dogrusal Olgiim Arahgimn Belirlenmesi

Gelistirilen biyosensorin calisma kosullart  optimizasyonlarindan sonra
belirlenen optimum kosullarda bir biyosensor hazirlandi. Urik asidin farkl: derisimleri
icin 6lcumler alindi. Yapilan Olctimler sonucunda elde edilen amperometrik cevap
akimlar: ve (rik asit derisimleri arasindaki lineer bir artis gozlendi. Olgiim aralig: elde
edilen grafigin dogrusal egimi ¢gizilerek saptandi.

3.3.2. Analiz Sonuclarinin Tekrarlanabilirligi

Hazirlanan Dbiyosensorle yapilan analiz  sonuglarinin tekrarlanabilirliginin
belirlenmesi icgin belirlenen optimum kosullarda, trik asidin 0,5 mM derisimi icin arka
arkaya olcumler alindi. Olgiimlere iliskin standart sapma ve varyasyon Katsayilar

hesaplanarak biyosensorun tekrar kullanilabilirligi incelendi.

3.3.3. Raf Omriniin Belirlenmesi

Hazirlanan biyosensor ile aktivitesini kaybetmeden ne kadar siire boyunca 6lgiim
alabilecegini belirlemek icin optimum kosullarda bir biyosensér hazirlandi. Bu
biyosensor ile 40 giin boyunca Urik asidin 0,5 mM derisimi icin 6lgtimler alindi. Olgiim
alindiktan sonra bir sonraki giin 6lgiim almak {izere biyosensor + 4 °C’de buzdolabinda
bekletildi. ilk giin alinan 6lgtimiin aktivitesi % 100 olarak kabul edildi. 40 giin boyunca

alinan élcumlerin biyosensor cevaplar: % aktivite cinsinden verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyosensorde Cahsma Kosullarinin Optimizasyonu

Tasarlanan (rik asit biyosensorinun o6lcim kosullarint saptamak igin daha
onceden urikaz enzimi ile yapilmis caligmalar goz 6nune alindi ve tim optimizasyon
calismalar1 boyunca 0,5 mM drik asit kullanildi. Degerler saptandikc¢a optimum degerler

kullanilmaya basland:.

4.1.1. Cahsma Arahginin Belirlenmesi

Calisma araliginin belirlenmesi amaciyla daha 6nceden yapilmis olan ¢alismalar
g6z 6nune alinarak ve BSA- Jelatin kullanilarak hazirlanan biyosensérde kutuplarin bir
ucu elektroda diger ucu ise Olcim hicrelerine daldirilarak sabitlendi ve sekil 4.1°de

gorilen dongusel voltammogram alindi.
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Sekil 4.1. Déngiisel voltammogram (Olgiimler % 2,5 glutaraldehit ve 35°C de pH 6,5 olan 0,1 M asetat
tamponunda yapildi.)
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Dongusel voltammogramdan alinan sonuclar dogrultusunda calismalara 0,1 V sabit

akimda devam edildi. Lineer Sweep 6l¢lim verileri asagidaki gibi tercih edildi:

E condition: -1,2V
T condition: 0 V

E deposition : -1,0 V
T deposition: 0 V
Teq:8s

E begin: 0,8 V
Eend: 1,2V

E step: 0,003 V

4.1.2. Optimum Tarama Hizi Degerlerinin Belirlenmesi
Tarama hizinin biyosensor cevabi Uzerine etkileri incelenmis ve sonuclar Sekil

4.2.’de verilmistir.

Akim Farki(pA)

-1 —Trrrr T T Y

-0.4 -0.2 -0.1 0.0 0.1 02
Potansivel(\)

Sekil 4.2. Biyosensoriin tarama hiz1 6lgtimlerini gosteren dongusel voltammogramlar (Olgiimler % 2,5
glutaraldehit ve 35 °C de pH’s1 6,5 olan 0,1 M asetat tamponunda yapild1.)
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Sonugcta U¢ farkl tarama hizi ile yapilan élgimler icinde en yiksek akim ve pik

olusturan tarama hiz1 0,05 V/s olarak belirlenmistir.

4.1.3. Cahsma Tamponu ve Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Calisma tamponu ve optimum pH degerinin belirlenmesi icin pH 5,0; 5,5; 6,0 ve
6,5’de 0,1 M asetik asit/asetat; pH 7,0; 7.5; 8,0’de olan 0,1 M sodyum fosfat tamponlar
ve pH’st 8,5 9,0; 9,5 olan 0,1 M glisin/NaOH tamponu kullanarak o6lgtimler
gerceklestirildi ve Lineer Sweep egrileri elde edildi (Sekil 4.3).
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Potansivel (1)

Sekil 4.3.pH degisiminin biyosensor cevab: lizerine etkisini gosteren Lineer Sweep gosterimi (Olgtimler
% 2,5 glutaraldehit, 0,05 /s tarama hiz1 ve 35°C de yapildi).

Egrilere ait maksimum akim farki degerinin pH’ye karst grafigi sekil 4.4’ de

gosterildigi gibidir.
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Alam Farka(pA)
L

L)

pH

Sekil 4.4. pH degisiminin biyosensor cevabi Uzerine etkisi

Maksimum o6l¢im degeri pH 6,5’de 0,1 M asetat tamponu kullanilarak

saptanmastir.

4.1.4. Optimum Tampon Derisiminin Belirlenmesi
Optimum tampon derisiminin belirlenmesi amaciyla pH 6,5°de derisimi 50 mM,
100 mM ve 200 mM olan asetat tamponu kullanilarak tampon derisim optimasyonu

gerceklestirilmis ve sonuclar Sekil 4.5’de verilmistir.
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Potansiyel(V)

Sekil 4.5. Optimum tampon derisiminin biyosensér cevabi (zerine etkisini gosteren Lineer Sweep
gosterimi ( Olciimler % 2,5 glutaraldehit, 0,05 V/s tarama hiz1 ve 35 °C de pH’s1 6,5 olan

asetat tamponunda yapildi).
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Sekil 4.6. Optimum tampon derisiminin bulunmas: amaciyla degisik tampon derisimlerinin biyosensor
cevabi Uzerine etkisi
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Sekil 4.5.”deki egrilere ait maksimum 0Ol¢cum degerleri, tampon derisimine karsi
gafiksel olarak gosterildiginde (Sekil 4.6) maksimum degerin 0,1 M asetat tamponu

derisiminde oldugu saptanmustir.

4.1.5 Optimum Sicakhk Degerinin Belirlenmesi

Olcuimlerde kullanilacak optimum sicaklik degerinin belirlenmesine yonelik
calismalarda 10 °C — 55 °C arahginda biyosensor ile 6lciimler ahinarak akim farki
degerleri saptanmistir (Sekil 4.7).

Akim Farki(pa)

<030 010 010 0.30

Potansiyel(V)

Sekil 4.7. Gelistirilen biyosensor icin optimum sicaklik 6lgtimlerinin Lineer Sweep gosterimi (Olgiimler
degisen sicaklikta % 2,5 glutaraldehit, 0,05 V/s tarama hiz1 ve de pH 6,5 olan 0,1 M asetat
tamponu kullanilarak yapildi.)
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Sekil 4.7°deki egrilere ait akim farki 0lcum degerleri, sicakliga karsi gafiksel
olarak gosterildiginde (Sekil 4.8) maksimum sicaklik degerinin 35 °C oldugu

saptanmastir.

#
[

.ﬂ_hlm Farki{pA)
=)

=

0o 10 20 30 40 50 G
Sicakhk("C)

Sekil 4.8. Gelistirilen biyosensor icin optimum sicaklik egrisi

4.2. Biyosensorde Biyoaktif Tabakamn Optimizasyonu

Gelistirilen urik asit biyosensort igin 6lglim kosullari, bélim 4.1°de yapilmis
olan calismalar g6z oniine alinarak gerceklestirildi. Optimizasyon c¢alismalarindan elde
ettigimiz; 0,05 V/s tarama hiz1 ve 35 °C de pH 6,5 olan 0,1 M asetat tamponu ve 0,5
mM (rik asit ¢ozeltisi kullanildi.

Sigir serum albdmini, jelatin ve glutaraldehit degerleri saptandik¢a bulunan

optimum degerler kullaniimaya basland:.

4.2.1. Sigir Serum Albumin Derisiminin Optimizasyonu
Farkli BSA derisimine sahip cozeltiler kullanarak hazirlanan bes farkli sigir
serum albumin-jelatin/Urikaz/glutaraldehit modifiye biyosensori ile  yapilan

denemelerde alinan cevaplar Sekil 4.9’daki gibidir.
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Sekil 4.9.BSA derisiminin biyosensor cevabi uzerine etkinsini gdsteren Lineer Sweep gosterimi
(Olgiimler % 2,5 glutaraldehit, 0,05 V/s tarama hiz1 ve 35 °C de pH’s1 6,5 olan 0,1 M asetat
tamponunda yapild: ve rik asit ¢ozeltisinin derisimi 0,5 mM idi).

Akim FARKI (pA)

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08
BSA Miktari(gr)

Sekil 4.10. BSA miktarindaki derisiminin biyosensor cevabi Uzerine etkisi
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Sekil 4.9’dan elde edilen degerler Sekil 4.10° da yerine kondugunda yuksek
akim farkina sahip BSA miktarinin 0,03 gr oldugu belirlenmistir.

4.2.2. Glutaraldehit Derisiminin Optimizasyonu
Urik asit tayinine yonelik hazirlanan enzimatik biyosensorde, capraz baglayic
olarak kullanilan farkli derisimlerdeki glutaraldehitin biyosensor cevabi Uzerine etkisi

incelenmis ve sonuglar sekil 4.11.’de gosterildigi gibidir.

Alam Farla(pd)

T rrrer - e T

-0.4 -0.2 0.0 02 04

Potansivel(V)
Sekil 4.11. Glutaraldehit derisiminin biyosensdr cevabi Uzerine etkinsini gosteren Lineer Sweep gosterimi

(Olgiimler degisik glutaraldehit, derisimleri, 0,05 V/s tarama hizi ve 35 °C de pH’s1 6,5
olan0,1 M asetat tamponu ve 0,5 mM (rik asit ¢ozeltisi kullanilarak yapildi)
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Sekil 4.12. Glutaraldehit derisiminin biyosensor cevabi izerine etkisi

Sekil 4.11den elde edilen degerler Sekil 4.12’de yerine kondugunda yuksek
akim farkina sahip glutaraldehit derisiminin % 2,5 oldugu belirlenmistir.

4.2.3. Jelatin Derisiminin Optimizasyonu
Farkli jelatin derisimine sahip enzim ¢ozeltileri kullanarak hazirlanan bes farkl:
sigir serum albumin-jelatin/trikaz/glutaraldehit modifiye biyosensor ile yapilan

denemelerde alinan cevaplar Sekil 4.13’de gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Jelatin derisiminin biyosensor cevabi zerine etkinsini gdsteren Lineer Sweep gosterimi
(Olgiimler % 2,5 glutaraldehit, 0,05 V/s tarama hiz1 ve 35 °C de pH 6,5 olan 0,1 M asetat
tamponunda ve 0,5 mM Uurik asit ¢cozeltisi kullanildi).

4,65
4,6
4,55

»
Ul

4,45

Akim farki(uA)
»
~

4,35

4,25

42
0,2 04 06 08 1 1,2 1,4 16 18

jelatin derisimi(gr)

Sekil 4.14. Jelatin derisiminin biyosensor cevabi Uzerine etkinsi
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Sekil 4.13’den elde edilen degerler Sekil 4.14’ de yerine kondugunda ytksek

akim farkina sahip jelatin miktarinin 0,45 gr oldugu belirlenmistir.

4.3. Biyosensoriin Karakterizasyon Cahsmalarina iliskin Bulgular

4.3.1. Tayin Arahg ve Tayin Simin
Belirlenen optimum kosullarda hazirlanan  biyosensor ile drik asidin
belirlenebilecegi tayin araliginin tespit edilmesi igin standart olarak kullanilan drik

asidin farkl: derisimlerinde 6l¢cuimler alind:.
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Urik Asit Derisimi (mM)

Sekil 4.15. Gelistirilen Urik asit enzim elektrodun cevabina substrat derisiminin etkisi
(Olciimler % 2,5 glutaraldehit, 0,05 /s tarama hiz1 ve 35 °C de pH 6,5 olan 0,1 M asetat tamponunda ve
farkl: derisimlerde urik asit ¢ozeltisi kullanildi).

Sekil 4.15°deki degerlere lineer regresyon analizi uygulandiginda drik asit igin

dogrusal calisma aralig: sekil 4.16° de gosterilmektedir.

47



¥y=1106x+0,723
R*=0,991

Alom Farki(A)

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5.00 6,00
Urik Asit Derisimi (mM)
Sekil 4.16. Gelistirilen rik asit enzim elektrot ile farkl: derisim araliklarinda elde edilen kalibrasyon
egrisi

Sekil 4.16°da verilen degerler kullanilarak gézlenebilme maksimum siniri 5x107

M, dogrusal calisma aralig: ise 2,5%10” —~5x107 M olarak bulundu.

4.3.2.Raf Omriniin Belirlenmesi
Tasarlanan biyosensorun raf émrunin belirlenmesi amaciyla bélim 3.3.3’de

bahsedilen islemler uygulanarak elde edilen degerler grafige gecirilmistir. Gelistirilen
biyosensoriin raf émriintin belirlenmesi amaciyla yapilan islemlerde elektrot +4 °C’da

buzdolabinda bekletilmistir.
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Sekil 4.17. Biyosensoriin raf émrii (Olgiimler % 2,5 glutaraldehit, 0,05 V/s tarama hiz1 ve 35 °C de pH
6,5 olan 0,1 M asetat tamponunda yapildi ve 0,5 mM Urik asit ¢cozeltisi kullanildi.)

40 gun boyunca yapilan 6l¢climler sonucunda immobilize enzim aktivitesinin %
82,5 oraninda korundugu saptanmistir (Sekil 4.17).

4.3.3. Biyosensorde Olgiim Tekrarlanabilirligi

Bu caligmada gelistirilen Grik asit biyosensorinin o6lciim tekrarlanabilirligi
arastirildu.

Olgiim hiicresi igerisine 0,5 mM drik asit ¢ozeltisinden 50’ser pL ekleme
yaparak ve ayn standart egri kullanmak sarti ile 6lctimler alindi. 15 kez tekrar edilen
Olctimlere ait ortalama deger (X), standart sapma (SS) ve varyasyon katsayist (%VK)
Tablo 4.1°de verilmistir. Tabloya ait Lineer Sweep gosterimi Sekil 4.18°de
verilmektedir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde biyosensor ile alinan yanitlarin
tekrarlanabilirliginin oldukca yiksek oldugu saptand:.

- Varyasyon katsayisi: Standart sapmanin ortalamaya gore degisimidir.

Asagidaki formille hesaplanmaktadir.

VK = 100¢(s/x)
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Tablo 4.1. Biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi ¢izelgesi

Deneme [1 [2 [3 4[5 6 7 8 [9 10 [11 1213 [14[15[X [Ss]cCV
say1st
Bulunan | 50 | 50 | 50.1 | 50 | 50.1 | 50.2 | 49.9 | 50 | 50.1 | 49.9 | 49.8 [ 50 | 49.9 [ 50 | 50 | 50 | 0.1 | 0.2
Urik asit
derisimi
mg/dL
5.
4
- ]
i -
3
h‘ =
é ]
14
O~ rrr
300
Potansivel(V)
Sekil 4.18.  Sigir  Serum  Albumin-Jelatin/Urikaz/Glutaraldehit modifiye biyosensére iliskin

tekrarlanabilirlik icin Lineer Sweep gosterimi (Olgimler % 2,5 glutaraldehit, 0,05 V/s
tarama hiz1 ve 35 °C de pH 6,5 olan 0,1 M asetat tamponunda yapildi ve 0,5 mM drik asit

¢ozeltisi kullamld1.)
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5. TARTISMA

Biyosensorler, bir fizikokimyasal cevirici ile biyolojik yapilari birlestiren
analitik cihazlar olarak tanimlanmaktadir. Bir biyosensor, bir veya bir grup analit
(analiz edilecek madde) miktar1 ile orantili olarak surekli sayisal elektrik sinyali
(elektriksel, optiksel vs.) Uretir.

Biyosensorler genel olarak u¢ temel bilesenden olusur. Bunlar, segici tanima
mekanizmasina sahip “biyokomponent”, bu biyokomponentin analit ile etkilesimi
sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere donustlrilebilen cevirici
ve bu sinyalleri ileten iletici(tranducer)’lerdir. Bu bilesenlerden en 6nemlisi, tayin
edilecek maddeye karsi son derece secimli fakat tersinir bir sekilde etkilesime giren,
biyokomponenttir.

Biyokomponent, analit tzerinde molekiler degisime ve donusime neden
olmakta ve bu donisim sonucu ortamda olusan sinyal takip edilerek sonuca
gidilmektedir. Bu amagcla saf enzim sistemleri, mikroorganizmalar ve bitkisel ya da
hayvansal doku parcalar1 gibi bircok biyomolekul kullaniimaktadir. Bu tez kapsaminda
biyomolekil olarak Urikaz enzimi ve amperometrik biyosensor kullanilmistir. Bu tir
biyosensorlerde temel prensip bir kimyasal tepkimenin iyon ya da elektronlar1 tretmesi
ya da tuketmesidir. Enzim temelli biyosensorlerde elektrokimyasal esasli ileticiler
kullanilir.  Bu ileticiler ile amperometri ilkesine gore Olcim alinabildiginden
amperometride 6zellikle oksidoreiiktaz sinifi enzimler kullanihr. Urik asidin Urikaz
enzimi ile katalizi esnasinda ¢0zeltinin elektriksel 6zelliklerinde degisimler olur ve bu
degisimler elektriksel sinyale donusturullr ve olgllerek kaydedilir.

Insanlar da pirin metabolizmasinin son Griini Grik asittir. Biyolojik sivilarda
urik asidin miktart birgok hastaligin (Gut hastaligi, Lesch-Nyhan sendromu, bobrek
hastaligi ve Von Gierke hastalig1 gibi.) teshisinde oldukga 6nemlidir. Ayrica kuvvetli
bir antioksidan olan (rik asit bu 6zelliginden dolay: radikalik oksijen tirlerini yok eder
ve basta lipit peroksidasyonu olmak (izere doku hasarlarin1 6nlemede énemli rol oynar.
Bu nedenlerden dolayi urik asit tayini tibbi acidan oldukca biyik 6nem tasimaktadir.

Urik asit tayininde giinimiizde cesitli kolorimetrik, polarografik, kromatografik,

spektrofotometrik yontemler kullanilmaktadir. Ancak bunlar genel olarak zaman alici
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ve pahali sistemlerdir. Bu nedenle rik asit derisiminin daha kisa sirede, daha distk
maliyetle daha dogru 6l¢ciim yapan sistemlerin gelistirilmesi olduk¢a énemlidir.

Bu tez kapsaminda Urik asit derisiminin daha hizli ve daha ucuz 6lgimine
olanak saglayan Grafit/BSA-J/Urikaz modifiye biyosensor gelistirildi. Gelistirilen bu
biyosensorin calisma kosullari ve biyoaktif tabakanin optimizasyon ve karekterizasyon
calismalar1 yapildi. Calisma kosullarinin optimizasyonunda oOncelikle tarama hizi ile
calisma aralig1 belirlenerek optimum pH, sicaklik ve tampon derisimleri bulundu.

Deney kosullar1 protein yapisindaki enzimlerin katalitik aktiveleri icin oldukca
onemlidir. Enzimlerin katalitik aktivelerini etkileyen en énemli etken ortamin pH’sidir.
Bu nedenle immobilizasyon sonrasinda pH, aktivite iligskisindeki degisimler, enzim
proteinin yapi-islev iliskisini anlamak ve biyosensoriin optimum calisma kosullarinin
belirlenmesi acgisindan oldukca dnemlidir. Optimum pH degerini belirlemek icin ortam
kosullarinin pH’s1; asetik asit tamponu ile pH 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 sodyum fosfat tamponu
ile pH 7,0; 7,5; 8,0 ve glisin/NaOH tamponu ile pH 8,5; 9,0; 9,5 olacak sekilde dl¢iimler
alindi. Yapilan 6lgiimler sonucu maksimum o6l¢ciim degeri asetik asit tamponu ile pH
6,5’de gozlenmistir (Sekil 4.4 ). Literatir calismalari sonucunda Urikaz enziminin
calisma araliginin pH’sinin 5,0 ila 9,0 arasinda olduguna rastlanmugtir.%% 3 3. 64 65
Bizim buldugumuz pH 6,5 degerinin literaturlerdeki degerler arasinda olmasi
biyosensor calismalar: sirasinda enzimin optimum pH degerinde calistiginin ve pH
degerine bagli herhangi bir aktive kaybinin olamadiginin gostergesidir.

Optimum sicakligin belirlenmesine yonelik c¢alismalarda sicaklik degerleri 10
°%C, 15 °C, 20°c, 25 °C, 30 C, 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C ve 55 °C olarak alind:.
Yapilan ¢alisma sonucunda sicaklik ve enzim aktivitesi arasindaki grafikten maksimum
aktivite icin optimum sicaklik 35 °C olarak bulundu (Sekil 4.8). Literatiire bakildiginda
farkl kaynaklardan elde edilen Grikaz enzimi icgin calisma sicakliginin 30 - 40 °c
araliginda oldugu goériilmektedir.®> ¢7 €
Optimum tampon derigimini belirlemek igin olgller pH 6,5’de derisimi 50 mM,

100 mM ve 200 mM olmak tzere 3 farkli asetat tamponunda ¢alisildi. (Sekil 4.6.)
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Sekil 5 1. Farkl: asetat tampon derisimlerine bagl olarak gerceklesen cevap akimlar

Calismalar sonucunda pH 6,5’de ve 0,1 M asetat tamponu kullanilarak yapilan
olcimlerde maksimum degere ulasildigi ve iyon siddetinin enzim aktivitesi tzerinde
etkisinin ¢ok fazla olmadig1 g6zlemlendi. Diger yandan bu yontemin degisik urik asit
derisimini belirlemek amaciyla yapildigi dikkate alindiginda normal bir Grik asit
orneginin (0,5 mM) asagisinda ve yukarisinda yapilan 6l¢ciimlerde Grik asit derisiminden
kaynakl: bir etkinin g6zlenmedigi ve tim derisimler i¢in dogrusal bir sonug grafigi elde
edilmistir.( R?=0.983) (Sekil 5.1).

Degisik bircok islemde ve 0Ozellikle de klinik slreclerde enzimler, substrat ile
karistirilir ve triine dontisim gerceklestirilir ve sonrasinda enzimler geri kazanilamaz.
Bu duruma ekonomik agidan bakildiginda oldukga maliyetli oldugu gorilmektedir. Bu
nedenle enzimlerin immobilize edilerek defalarca kullanilmalar: oldukga ekonomiktir.
Buna bagli olarak enzimlerin immobilizasyonuyla elde edilen biyoaktif tabaka;
biyosensorlerin  kararliligit ve tekrar kullanilabilmesi acgisindan biyuk avantaj
saglamaktadir. Biyoaktif tabakanin optmizasyonunu degerlendirmek icin BSA, jelatin
ve glutaraldehit kullanilarak her birinin farkli derisimlerinin enzim aktivitesine etkileri
arastirildu.

Gelistirdigimiz biyosensordeki biyoaktif tabakada BSA’nin kullanilmasinin
amaci hem capraz baglayici olan glutaraldehitle yapilan ¢apraz bag sayisint arttirmak

hem de enzimle yapilan bag sayisini azaltarak enzimin aktivitesinin dismesinin
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engellenmesidir. Calismamizda 5 farkl: derisimde BSA kullanildi ve en iyi sonug 0,030
gr BSA kullanildiginda elde edildi (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).

4,4
4o —8—0.909rBSA - g 0001x + 3,4425
’ R2=0,9841
4
— —e—0.15grBSA y=0,0002x + 3,6345
2 =
3 38 R2=0,9785
€ 36 ¢ ¢ ° -
= 0.45gr BSA y=0,0003x + 3,786
- ~— o —e— ® R2=0,953
32 — ¢ ®  —e—00075grasaYy=00002x+3201
R2=0,9561
3 r T T T 1
0 50 100 150 200 _
e 0.30grBsA Y= OE05x+4,3045
Urik Asit Derigimi (mM) R2=0,9931

Sekil 5.2. Farkli BSA derisimlerinin biyosensor cevabina etkisi

Sekil 5.2°de gorildugu gibi BSA miktarinin optimum degerinin (izerinde olmasi
(0,090 gr ve 0,045 gr) capraz bag sayisin arttirdigindan biyosensér cevabinda azalmaya
neden olmustur. Diger yandan BSA miktarinin optimum degerinin altinda olmasi (0,015
gr ve 0,0075 gr), bag sayisint biyoaktif tabakadaki toplam capraz bag azaltmasina
ragmen ayni esnada enzim-BSA, enzim-jelatin ve enzim-enzim capraz bag sayisinda
artmaya neden olur. Bu nedenle BSA miktarindaki azalma biyosensor cevabin
dasarebilir.

Farkli drik asit derisimleri kullanilarak alinan Olgclimlerde Urik asit miktarinin
farkli BSA derisimlerinden etkilenmedigi sekil 5.2’de gozlenmektedir. Bu gdzlemden
BSA miktarinin enzimin aktif bolgesi Uzerine herhangi bir etkisinin olmadig:
sOylenebilir.

Gelistirilen biyosensorde jelatin miktarinin biyosensor cevabina olan etkisi de
arastirildi. Jelatin biyosensor caligmalarinda termal ve mekanik kararliligin arttirilmasi
amaciyla immobilizasyonda genelde c¢apraz baglayici olan glutaraldehit ile beraber

kullanihr.t
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Sekil 5.3.Farkl jelatin miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Sekil 5.3’de goruldugu uzere jelatin miktarinin optimum degerden fazla olmasi
membran kalinlasmasi ve oksijen ile substratin biyoaktif tabaka igerisine difiizyonunu
engellemektedir ve bu nedenle jelatin miktarindaki artma biyosensér cevabinda
azalmaya neden olmustur. Diger yandan jelatin miktarinin optimum degerden az olmasi
capraz bag sayisini azaltacagindan biyosensor cevabinda diismeye neden olmustur. 0,45
gr jelatin ile hazirlanan biyosensor hem daha kararli hem de (rik asit derisim araliginda
daha miukemmel dogrusallik gosterdiginden tercih edilmistir (R?=0.98) (Sekil 5.3).

Son olarak glutaraldehit ytizdesinin biyosensor cevabi lzerine etkisi arastirild.
Farkli % derisimlerinde glutaraldehit ¢ozeltileri ile biyosensor hazirland: (Sekil 4.11 ve
Sekil 4.12). Bu grafiklerde akim farkina bakilarak en ylksek akim farki % 2,5’lik

glutaraldehit derisimli ¢Ozelti ile hazirlanan biyosensor tercih edilmistir.
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Sekil 5.4. Farkli glutaraldehit derisimlerinin biyosensor cevabina etkisi

Glutaraldehit miktar: arttikca, biyoaktif tabakanin daha dar olmas: beklenir. Bu
sebeple fazla glutaraldehit miktarinda biyosensor cevabinin disik olmasi beklenen bir
sonugtur. Dustk glutaraldehit miktar1 ile hazirlanan biyosensdrde biyokomponentler
arasindaki ¢apraz bag sayisinin azalmas: substratin biyoaktif tabakadan kagisina imkan
verebilir ve capraz bag sayisindaki azalis oksijenin tepkime ortamindan biyoaktif
tabakaya difiizyonunu kolaylastiracagindan oksijen derisimiyle orantili olmasi gereken
devreden akim miktarin: etkileyecektir.

Butln bu veriler 1s1ginda biyosensorin diger yontemlerden maliyet, dogruluk,

hizl1 ve daha duyarliligi agisindan avantajli oldugu sdylenebilir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada tasarlanan biyosensor sisteminde grafit elektrot ylzeyine Urikaz
enziminin immobilizasyonu gercgeklestirilmis ve Urik asit tayini yapilmistir. Yapilan
calismada biyosensor sistemini olusturmak igin drikaz enzimi, BSA, jelatin ve
glutaraldehit araciligiyla elektrot yizeyine immobilizasyonu gerceklestirilmistir (BSA-
Jelatin/irikaz/glutaraldehit). Olusturulan bu sistem 0,1V’ta amperometrik metotla
gerceklestirilmistir. Literaturlerde de degisik destek materyallerle yapilmis potansiyel
calismalarinda 0,1V, 0,3V, 04V ve 0,7V potansiyellerde c¢ahsildigina
rastlanmugtur.+%%7

Tasarlanan biyosensoriin optimizasyon ¢alismalarinda ilk olarak biyoaktif tabaka
icin, BSA miktar1, jelatin miktar1 ve glutaraldehit %’sinin optimizasyonu, daha sonra
calisma kosullarinin  optimizasyonunda tarama hizi, pH, sicaklik ve tampon
konsantrasyonu optimizasyonu belirlendi. Son olarak biyosensor karakterizasyon
calismalart icin raf omri ve 6l¢lim tekrarlanabilirligi analizleri yapild:.

Biyoaktif tabakanin optimizasyonunda sigir serum albumini miktart 0,03 gr,
glutaraldehit yiizdesi % 2,5 ve jelatin miktar1 0,45 gr olarak bulundu. Optimum calisma
kosullarinin belirlenmesinde asetat tamponunu pH 6,5 ve 0,1 M, tarama hiz1 0,05 V/s,
sicaklik 35 °C olarak belirlendi. Karekterizasyon calismalarinda ise raf émriniin 40.
Gunun sonunda yanmitin % 82,5’a kadar korundugu, 0,5 mM urik asit derisimi
kullanilarak yapilan tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda (n=15), standart sapma (SS) = 0,1
ve % varyasyon katsayisi (VK) = 0,2 olarak bulundu.

Belirlenen optimum kosullarda hazirlanan  biyosensor ile drik asidin
belirlenebilecegi tayin araliginin tespit edilmesi icin standart olarak kullanilan urik
asidin farkli derigimlerde Ol¢guimler alindi. Bu 6lgtimler arasinda dogrusal bir egri veren
2,5x10" — 5x10° M (irik asit derisimi aralig: tirik asidin tayin sinir1 olarak belirlendi
(Sekil 4.15 ve Sekil 4.16).

Raf omru calismalarinda 40 gin boyunca yapilan 6lgimler sonucunda
immobilize enzim aktivitesinin % 82,5 oraninda korundugu saptanmistir. Bulunan
sonu¢ literatlr degerleri ile Kkarsilagtirlldiginda hazirlanan biyosensorin tekrar

kullanilabilirliginin oldukca iyi oldugu séylenebilir.” 2
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Tekrarlanabilirlik ¢calismalarinda ise art arda yapilan 6lglimler sonucu degerlerin
birbiriyle uyumlu oldugu gérulmastr.

Sonug olarak bu yiksek lisans tezi kapsaminda, grafit elektrot ile drik asit
tayinine yonelik tasarlanan biyosensoriin gelistirilecek trikometreler igin iyi bir prototip

olacak ve ayrica literatiire 6nemli katkilar saglayacak veriler elde edilmistir.
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