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OZET

POTANSIYOMETRIK ESASLI GLUTAMIN BiYOSENSORU
TASARLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Didem Begiim BAGRIY ANIK

Kimya Anabilim Dali
Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Emine KARAKUS

Biyosensorler, tip, tarim, eczacilik, c¢evre kirliligi, savunma ve bir¢cok endiistriyel
alanda 6nemli rol oynar. Biyosensor teknolojisinin temel amaci, pratik ve ekonomik
analize imkan verecek ticari sensor gelistirilmesidir. Giiniimiizde yaklasik 200’e yakin
biyosensor gelistirilmesine ragmen, bunlardan sadece 25 kadar1 ticari olarak
iiretilebilmistir. Bu da, ticari biyosensor iiretimine temel teskil edecek c¢alismalarin
yapilmasinin ne kadar 6nemli oldugu agik bir sekilde gostermektedir.

Glutamin, kaslarda amino asit havuzunun %60'n1 ve viicutta toplam amino asit
dongiistiniin %20'sini olusturur. Glutamin'in temel olarak sagladig1 faydalar; biiylime
hormonunun salgilanmasina yardimci olmak, hiicrelerin azot alimmi zenginlestirmek,
protein sentezini artirmak, hiicre hidrasyonunu artirmak, hiicre iyilesmesini maksimize
etmek, kas yikimini engellemek, viicutta olusan toksin maddeleri temizlemek, hiicrelere
azot tasimak, bagisiklik sistemini giiclendirmek ve enerji vermektir. Genel saglk
acisindan ele alindiginda; glutamin, yara veya yaniklarin iyilesmesini hizlandirir,
enfeksiyon olusumunu engeller ve tiim kaslarda dayaniklilig1 arttirir. Glutamin, protein
metabolizmasimda 6nemli bir rol alir, viicut gelistirenler i¢in en 6nemli amino asittir ve
kas yikimmin 6nlenmesi i¢in gereklidir.

Bu caligmada membran materyali olarak; uzun zincirli bir yag asidi olan palmitik asit
kullanilarak elde edilen membranla amonyum-secici elektrot hazirlanmistir. Bu
elektrodun membranina glutaminaz enzimi immobilize edilerek glutamin biyosensorii
yapilmistir. Biyosensoriin optimum ¢aligma kosullarmi belirlemek amaci ile tampon
konsantrasyonu, tampon pH’si, enzim miktar1 ve ortam sicakliginin elektrot cevabi
lizerine etkileri incelenmis, enzim elektrodunun raf 6mrii, tekrarlanabilirligi, duyarlilig,
tayin araligi ve tayin smir1 belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada, hazirlanan glutamin
biyosensorii ile beyin omurilik sivisinda (BOS), GNC L-glutamin kapsiiliinde ve
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serumda glutamin tayini standart katma yontemi ile yapilarak elde edilen sonuglar
referans degerleri ile karsilagtirilmagtir.

Anahtar Kelimeler: Biyosensor, glutamin, glutaminaz, potansiyometrik, amonyum
secici elektrot, glutamin biyosensorii
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF
POTENTIOMETRIC BASED GLUTAMINE BIOSENSOR

Didem Begiim BAGRIY ANIK

Department of Chemistry
MSc. Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Emine KARAKUS

Biosensors play an important role in many industrial areas; medicine, agriculture,
pharmaceutical, environmental pollution and defence. The main purpose of biosensor
technology is development of the commercial sensor, which will allow to practical and
economic analysis. Recently, in spite of the developing 200 biosensors, only 25
biosensors produce commercially.

Glutamine, creates %60 of amino acid pool in muscles and %20 of total amino acid
cycle in the body. The benefits of glutamine as a basis, to help secrection of growth
hormone, enhance nitrogen uptake of cells, increase protein synthesis, cell hydration,
maximize cell recovery, prevent the destruction of muscles, clean up toxic substance
formed on the body, move nitrogen to cells, boost the immune system and give energy.
Taken in terms of general health; glutamine accelerates healing of wounds or burns,
prevents infection and increases strength of all muscles. Glutamine plays an important
role in protein metabolism and it is the most important amino acid for the developers of
the body builders.

In this study, as the membrane material, palmitic acid which is uses a long-chain fatty
acid, and amonium-selective electrode was prepared with obtained from the membrane.
The glutamine biosensor was prepared bu immobilizing glutaminase enzyme was onto
this membrane electrode. To determine the optimum working conditions of the
biosensor, we examined the effect of buffer concentration, buffer pH, the amount of
enzyme and media temperature on the electrode response. We also determined shelf
life, repeatibility, sensitivity, interval of determination (designated range) and detection
limit of our glutaminase enzyme electrode. The results obtained for determination of
glutamine by using standart addition method with our prepared glutamine biosensor in
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cerebrospinal fluid (CSF), GNC L-glutamine capsule and serum were compared with
reference values.

Key Words: Biosensor, glutamine, glutaminase, potentiometric, amonium selective
elektrode, glutamine biosensor
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BOLUM 1

GIiRiS

1.1 Literatiir Ozeti

Biyosensorler, tip, tarim, eczacilik, ¢evre kirliligi, savunma ve bir¢ok endiistriyel alanda
onemli rol oynar. Biyosensor teknolojisinin temel amaci, pratik ve ekonomik analize
imkan verecek ticari sensor gelistirilmesidir. Glutamin i¢in uygun, bugiinkii
biyosensorler, glutaminaz enziminin immobilizasyonuna dayanir [1],[2]. Glutamin
genellikle, standart yontemler olan ve enzimatik reaksiyona dayali HPLC,
spektrofotometrik ve kromatografik yontemlerle tayin edilebilmektedir. Literatiirde,
biyosensor esasli glutamin tayin yontemleri olarak, amperometrik ve optik
biyosensorler gelistirilmis ancak glutamin tayini i¢in potansiyometrik biyosensorlere

rastlanmamustir.

1.2 Tezin Amaci

Bu calismada, biyolojik 6rneklerde glutaminin tayininde kullanilmak iizere, hazirlamis
oldugumuz palmitik asit kullanilarak elde edilen amonyum-segici PVC membran
elektrot tizerine glutaminaz enziminin kimyasal olarak immobilize edilmesi ile
potansiyometrik esasli glutamin biyosensorii tasarlanmasi amaglanmistir. Biyosensoriin
optimum c¢alisma kosullarini1 belirlemek amaci ile tampon konsantrasyonu, tampon
pH’s1, enzim miktar1 ve ortam sicakliginin elektrot cevabi {izerine etkileri incelenerek,
enzim elektrodun raf émri, tekrarlanabilirligi, duyarlihigi, tayin araligi ve tayin smiri
belirlenmistir. Ayrica bu g¢alismada, hazirlanan glutamin biyosensorii ile GNC L-
glutamin kapsiiliinde, serumda ve beyin omurilik sivisinda (BOS) glutamin tayini

yapilarak elde edilen sonuglar standart yontem ile karsilastirilmasi da amacimizdir.



1.3 Hipotez

Yapilan tiim ¢aligmalarimiz amacima ulasarak, biyosensoriimiiziin optimum kosullarimi
zorlanmadan belirledik ve ger¢cek numunelerde glutamin tayinini gergeklestirebildik.
Literatiirde potansiyometrik esasli glutamin biyosensoriine rastlanmamis olmasi
calismamizin 6zgiin oldugunu gostermektedir. Tez ¢alismamizda glutaminaz enziminin
immobilize edilmesi ile potansiyometrik esasli glutamin biyosensorii basari ile
hazirlanarak analitik 6zellikleri incelenmis ve biyosensoriin gercek orneklerde bozucu

tiirlerin 6nemli bir girisim etkisi olmaksizin uygulanabilirligi ispat edilmstir.



BOLUM 2

AMINO ASITLER

Amino asitler, yapilarinda amino (-NH,) ve karboksilik asit (-COOH) gruplarini igeren
molekiillerdir ve canlilarda ¢ok degisik fonksiyonlara sahiptirler. Genelde biz onlar1
sadece proteinlerin monomerleri olarak biliriz ama dogada bulunan 300 amino asidin

yalnizca 20'si proteinlerde bulunur.

Proteinlerin yapisinda bulunan bu 20 amino asit L-a-amino asit olarak adlandirilirlar.
Buradaki o on eki, molekildeki a- karbonuna hem amino hem de karboksilik asit
gruplarinin  bagh oldugunu gosterir. L-6n ekiyse, daha ziyade molekiiliin
stereokimyasiyla alakalidir. Asagidaki sekilde gordiigiliniiz iizere o karbonuna -H, -NH,,
-COOH ve bir de -R grubu baglidir ve bu karbon R grubunun -H oldugu glisin disinda
diger tiim amino asitlerde, 4 farkli grubun bagli oldugu bir stereojenik merkezdir. Bu
yiizden bu o-amino asitler kiraldir ve L 6n eki sola c¢eviren anlamma gelen
Levarotatory’den gelir; molekiiliin de L-gliseraldehit ile ayn1 mutlak konfigiirasyona

sahip oldugunu gosterir [3].

Carboxyl group

Amino asitler suda ¢oziiniirler, alkol ve eterde ¢oziinmezler. Erime noktalar1 200°C °
nin iizerindedir, ¢linkdl iyonik baglara sahiptir. Amfoterik 6zellik tagirlar. Glisin diginda
3


http://www.kimyasanal.net/konugoster.php?a=82d2k0mye6
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tim amino asitler optik aktivite gosterirler. Amino asitler, besinlerle alinan
proteinlerden tiirevlenirler ya da hiicre ici ara iirlinlerden elde edilirler. Amino asitler,

metabolik enerjinin tiretimini saglayan dnemli bir biyomolekiil grubudur [4].

2.1 Amino Asitlerin Siniflandirilmasi
Amino asitler yan zincirlerine (R) gore isim alirlar. Amino asitleri yan zincirlerine gore,
yiik tastyan (pozitif ya da negatif yiiklii); aromatik halka tagiyan; alifatik zincir tasryan

amino asitler olarak siniflandirmak olasidir.

Alifatik yan zincir tasiyan amino asitler: Glisin, Alanin, Valin, Lsin, 1zo16sin bu

grupta yer alir.

Hidroksil grubu (-OH) tasiyan amino asitler: Serin ve Treonin bu gruptadir. Tirozin

de bu gruba dahildir, ancak aromatik halka tasidig1 igin baska grupta yer alir.
Kiikiirt iceren amino asitler: Sistein ve Metionin

Asit gruplar ve amidlerini iceren amino asitler: Aspartik asit, Asparagin, Glutamik

asit, Glutamin bu grupta yer alir.

Bazik grup iceren amino asitler: Arginin, Lizin, Histidin

Aromatik halka iceren amino asitler: Histidin, Fenilalanin, Tirozin, Triptofan
Imino asitler: Prolin Diger bir simflama ise;

Apolar yan zincire sahip olanlar: Glisin, alanin, valin, 16sin, izoldsin, metionin,

prolin, fenilalanin ve triptofan bu grupta yer alir.

Yiiksiiz polar zincire sahip olanlar: Serin, treonin, tirozin sistein ve glutamin bu

grupta yer alir. Glutaminin agik yapisi asagidaki sekildedir;

Yiiklii polar zincire sahip olanlar: Lizin, arjinin, histidin, aspartik asit ve glutamik
asittir [3].



E.coli gibi bakteriler, 20 amino asidin tamamin1 sentezleyebildikleri halde insanda ise

ancak yarisi sentezlenir. Sentezlenemeyen aminoasitlerin diyetle alimmasi gerekir.

Esensiyel veya eksojen amino asitler olarak da isimlendirilen bu amino asitlerin listesi

esensiyel olmayan amino asitlerle birlikte Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitler

Besinsel olarak Esansiyel Amino Asitler

Besinsel olarak Esansiyel olmayan Amino
asitler

Histidin Alanin
[zol6sin Arjinin
Lizin Asparajin
Metionin Aspartik asit
Fenilalanin Sistein
Treonin Glutamik asit
Triptofan Glutamin
Valin Glisin
Losin Prolin
Serin

Tirozin (Hidroksipirolin)

Histidin ve arjinin besinsel olarak yar1 esansiyel de olabilir.

2.2 Amino asitlerin metabolizmasi

Amino asitler, metabolik enerjinin iiretimini saglayan 6nemli bir biyomolekiil grubudur.

Besinlerle alinan proteinlerden tiirevlenirler ya da hiicre i¢i ara iiriinlerden elde edilirler.

Hayvanlarda amino asitler ii¢ farkli metabolik durumda oksidatif pargcalanmaya gider:

Hiicresel proteinlerin normal sentez ve yikimi sirasinda protein yikimiyla saliman bazi

amino asitler, eger yeni protein sentezi i¢cin gerekli degillerse oksidatif yikima ugrarlar.

Besinler proteinlerce zengin oldugunda ve amino asitler viicudun protein sentezinden

daha fazla miktarda alindiysa depolanmazlar ve yikima ugrarlar. Siddetli agclik ya da

diabetes mellitus sirasinda, karbohidratlar da mevcut degilse, viicut proteinleri yakit

olarak gorev yapar [4].




2.2.1 Amino asitlerin yikim

Aminoasitlerin yikiminda o-amino grubu, transaminasyon ve oksidatif deaminasyon
reaksiyonlart ile uzaklastirilip cogu iireye ¢evrilirken, geride kalan karbon iskeletleri de
asetil CoA, asetoasetil CoA, piruvat veya TCA devrinin ara bilesiklerinden birisine
donistirtliir. Asetil CoA, sitrik asit dongiisiine katilmakta ya da asetoasetil CoA
iizerinden keton cisimlerine donlismektedir. Asetil CoA ve asetoasetil CoA iizerinden
keton cisimlerine doniisen amino asitlere ketojenik, piruvat ve sitrik asit siklusu ara
riinleri  (o-ketoglutarat, suksinil-CoA, fumarat ve oksaloasetat) araciligi ile
glukoneogenez yoluyla glukoza ve glikojene doniisebilen amino asitlere ise gikojenik
amino asitler adi verilir. Clinkii, achik durumunda bu TCA devri ara bilesikleri ve
piruvat, fosfoenol piruvata ve daha sonra glukoza donistiiriilmektedir. Memelilerde
asetil CoA veya asetoasetil CoA’ dan glukoz sentezi yollar1 kapalidir [5]. Sekil 2.1°de

glukojenik ve ketojenik amino asitler goriilmektedir

Arginin
Keton Glutamat | Glutamin
cisimleri Histidin

l Prolin

I a-ketoglutarat I

Sitrik izolsdsin
Metionin

I Asetoasetil CoA

i Suksinil-CoA
as..lt g I - Treonin
dongusu valin
I Asetil CoA m
] Oksaloasetat I l Fumarat |g——— Fenilalanin
Tirozin

D S'ukoz |

Alanin

Sistein

Glisin [ Glukojenik
Serin

Treonin Asparagin - Ketojenik
Triptofan Aspartat

Sekil 2.1 Glukojenik ve ketojenik amino asitler

Amino asitlerin karbon iskeletlerinin yikimi; a-Amino grubu uzaklastirilmig amino
asitlerin geride kalan karbon iskeletleri, glukoza cevrilebilen veya sitrik asit devri
tarafindan ylikseltgenebilen ara bilesiklere donistiiriiliir. Gergekten yirmi amino asidin
karbon iskeletleri yedi gesit molekiile ¢evrilir. Bunlar; piruvat, asetil CoA, asetoasetil
CoA, a-ketoglutarat, siiksinil CoA, fumarat, ve okzalasetattir. Burada, metabolik

doniigiimlerin ne kadar ekonomik yiiriidiigliniin bir 6rnegi daha goriilmektedir [5].



Losin
Lizin
Fenilalanin
Tirozin
Triptofan

Glukoz

P(?sfocnol ‘ = Ase (}m i
- = t il
piruv-l\ / CoA
Axparagin X 2
Aspariat
————— Glutamat
a-ketoglutaray f»l'li:ul'"d'in“ -
Tirozin .
Fenilalanin |~ Fumarat Arsl::in
Aspartat W Suksinil CoA
Izolosin /
Matiyonin
Treonin
Valin

Sekil 2.2 Amino asitlerin karbon iskeletlerinin yikimi

2.3  Glutamin

Glutamin (GlIn), proteinleri olusturan 20 aminoasitten biridir. Molekiil formiili
CsH10N20O3'diir ve molekiil agirlhigr 146.15 g/mol’diir. Sistematik adi1 (2S)-2-amino-4-
carbamoyil-butanoik asittir. Yan zinciri, glutamik asidin hidroksil yan zincirinin amin
fonksiyonel grubuyla degismesiyle olusan amit grubudur. Kodu CAA ve CAG
seklindedir[6]. Polar 6zelliktedir, ancak fizyolojik pH'da yiiksiizdiir. Ciinkii yiiksiiz R
grubu tasiyan aminoasitlerden birisidir. Kaslarda amino asit havuzunun %601 ve
viicutta toplam amino asit dongiisiiniin %20'sini Glutamin olusturur. Diger amino
asitlerin aksine sadece Glutamin’in 2 nitrojen atomu vardir ve nitrojen mekigi olarak
bilinir. Viicudun en ¢ok hangi bdlgesinde gereksinim varsa o bdlgeye nitrojen tasir.
Nitrojen, yeni kas dokularinin olusumunda ve mevcut kas dokularmin biiylimesi ve
tamirinde onemli bir rol oynar. En fazla kas biiyiimesini saglayabilmek i¢in, viicuda en
fazla miktarda nitrojen takviyesi yapmak gerekmektedir [7]. Glutamin tiim amino asitler
icinde en ¢ok fonksiyona sahip olan temel bir amino asittir. Piirin ve pirimidin sentezi
ve amino gruplarmi plazmada tasinmasinda rol oynar. Bobrek tiibiiliis hiicresinde
serbest amonyak olusturur. Bu reaksiyon glutaminaz tarafindan katalizlenir ve asit-baz
diizenlenmesinde yer alir [8]. Metabolik asidozda, glutaminden amonyum olusumu
artar, alkalozda azalir. Glutamin, aminoseker sentezinde amino grubu vericisi olarak yer
alir. Esansiyel olmayan ve glokojenik bir aminoasittir. Molekiil formiilii ve 3 boyutlu

yapisi asagida gosterilmektedir [9].


http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
http://tr.wikipedia.org/wiki/Aminoasit
http://tr.wikipedia.org/wiki/P%C3%BCrin
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http://tr.wikipedia.org/wiki/Plazma
http://tr.wikipedia.org/wiki/B%C3%B6brek
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2.3.1 Glutaminin Fonksiyonlar

Glutaminin bir ¢ok biyokimyasal fonksiyonu vardir;
= DNA sentezinde substrattir.
= Protein sentezinde 6nemli bir role sahiptir.
= Enterositler (ince bagirsak hiicreleri) i¢in birincil yakit kaynagidir.

= Hizli boliinen bagigiklik hiicreleri uyaricisidir ve boylece bagisiklik sisteminin

calismasina yardimei olur.
=  Amonyum iireterek, bobreklerde asit-baz dengesini diizenler.

= Beyin icin alternatif yakit kaynagidir ve kortizol-indiikklenmis protein

katabolizmasini durdurmaya katkida bulunur.

= Heterositler sayesinde sabit bir nitrojen formu olarak, degismemis siyanobakteri

hiicrelerinden fotosintata doniisiir.
= Beyinden kana ulasan tek aminoasittir [6].

Glutamin’in temel olarak sagladigi faydalar; biiylime hormonunun salgilanmasina
yardime1 olmak, hiicrelerin nitrojen alimini zenginlestirmek, protein sentezini artirmak,
hiicre hidrasyonunu artirmak, hiicre iyilesmesini maksimize etmek, kas yikimini
engellemek, gliikoz fonksiyonunu optimize etmek, viicutta olusan toksin maddeleri
temizlemek, kaslarda protein azalmasini Onlemek, hiicrelere nitrojen tasimak, asit
dengesini saglamak, bagisiklik sistemini giiclendirmek ve enerji vermektir. Kisacasi
glutamin, hem anabolik hem de anti katabolik bir amino asittir. Genel saglik agisindan
Glutamin ele alindiginda; yara veya yaniklarin iyilesmesini hizlandirir ve enfeksiyon
olusumunu engeller. Bu sebepten dolayr ameliyat sonrasinda hastalara Glutamin

takviyesi verilir. Ayrica bagirsaklarin  saglikli olmasinda temel madde yine

8



Glutamin’dir. Sinir ve psikoloji saghigmni destekler. Ayrica glutamin amonyagin

tasinmasinda rol oynar ve lire dongiisiine katilir [10].

Amino asitlerin amino gruplar1 genellikle, ilk olarak karaciger hiicrelerinin sitosoliinde
o -ketoglutarata taginir ve glutamat olusturulur. Glutamat mitokondriye tasmir. Sadece
burada amino grup NH;" olusturmak iizere uzaklastirilir. Glutamin karacigerden toksin
madde amonyagin atilmasina yardimeci olur. Bir ¢ok dokuda olusturulan amonyagin
fazlas1 glutaminin amid azotuna doniigiir ve karaciger mitokondrisine aktarilir.
Karacigerde bulunan fazla nitrojen amonyaga doniisecegine glutamik asite baglanarak

glutamine doniistir. Sekil 2.3’te goriilmektedir [11].

/ KARACIGER \ / KAS

Ure Amino asitler
Glutamin
l jNH*‘ MNH.*
Glutamat a -Ketoglutarat o htairaraeit i
Piriivat Adanin Alanin Piriivat
1 e
| y g 1
1 GI_UK.DZ-J'J}L;Q:NIN I
I DONGLSU i
Gliilkoz . Gliilkoz

A J N

Sekil 2.3 Glukoz-Alanin dongiisii

Ekstrahepatik glutamin mitokondriye gelerek, glutaminaz enzimiyle glutamata ve
amonyuma, glutamat ise mitokondride glutamat dehidrogenaz ile amonyuma ve a-
ketoglutarata cevrilir, amonyum da karbamoil fosfat sentetaz ile karbamoil fosfata
cevrilerek iire dongiisiine katilir. Ure dongiisii; karacigerde gergeklesir ve toksik bir
madde olan amonyagin daha az toksik bir madde olan iireye ¢evrilmesini saglar. Daha
sonra iire kana verilerek bobrege gonderilir, ordan da idrar ile viicuttan atilir. Amag

toksik amonyagin daha az toksik olan iire doniistliriilmesidir. Arginaz enzimi yalnizca




karacigerde bulundugu i¢cin bu dongii karacigerde gerceklesir. Glutaminin tire

dongiisiine katilmasi ise Sekil 2.4’deki gibi olur;

‘ Ekstrahepatik glutamin | Glutamat

A =
/' ﬁ“”“““‘m -

Glutaminaz DH

\ I
B NH.- [

Karbamml
fosfat sentetaz
| Karbamol fustat
wj tokondri \ /
= -
DONGUSU

Sekil 2.4 Glutaminin {ire dongiisiine katilmasi

2.3.2 Glutamin Tayin Yontemleri

Glutamin, 6karyotik hiicre kiiltlirlerinde kullanilan 6nemli enerji ve azot kaynagidir
[12], [13]. Glutamin yikimi, hiicre biiyiimesinde toksik olabilen ve bdylece bilylimeyi
inhibe eden amonyak yapimina yol gosterdigi icin izlenen glutamin konsantrasyonlari
en onemli basamaktir [14], [15]. Ure ve glutamin metabolizmas1 yakindan ilgili
oldugundan, amonyak zehirlenmesi, hiperamonya ve protein intolerans1 gibi amonyak
dengesizligine yol acan hastaliklar da glutamin seviyelerini etkiler [16], [17]. Viicutta
onemli fonksiyonu olmasina ve c¢ok fazla bulunmasma ragmen glutaminin klinik
laboratuarlarda tayini yapilamamaktadir. Cilinkii glutamin i¢in heniiz standart bir metot
gelistirilememistir. Glutamin, iyon degisim kromatografisi ve HPLC metotlar1 ve kararli
izotropik zenginlestirme sonrast GC-MS kullanarak tayin edilmistir [17], [18], [19],
[20], [21], [22], [23], [24], [25], [26], [27], [28].
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Biyolojik sivilarda ve gida Orneklerinde birtakim maddelerin diizeylerinin dogru ve
hassas olarak belirlenmesi hastalik teshislerinde ve gidalarin kalite kontrollerinde
gerekli parametreler olduklarindan bunlarm hizli ve basit bir sekilde belirlenmesi
olduk¢a Onemlidir. Bu amacgla son yillarda biyosensorlerin kullanimi giindeme

gelmistir.

Glutamin genellikle, standart yontemler olan ve enzimatik reaksiyona dayali HPLC,
spektrofotometrik ve kromatografik yontemlerle tayin edilebilmektedir. Ancak biyolojik
orneklerde ve gidalarda bulunan bazi maddelerin tayini i¢in g¢esitli yOntemler
kullanilmasma ragmen, bunlarin tayini i¢in kullanilan HPLC ve kromatografik
yontemlerinin  ekipmanlarinin pahali olmasi, aletlerin kullanimmm uzmanlik
gerektirecek diizeyde dikkat ve itina istemesi ve laboratuvar sartlarinda
uygulanabilirliginin  smirlh  olmas1 gibi faktorler bu yOntemlerin cazibesini

azaltmaktadir.

Enzimatik-spektrofotometrik esasli yontemler ise, cesitli reaktiflerle reaksiyon sonucu
olusan renkli bilesigin absorpsiyonunun oOl¢iimiine dayanmaktadir. Ancak bu
yontemlerde, diisiik miktardaki ornekleri tayin etme gii¢ligii bulunmasinin yani sira,
askorbik asit, iirik asit, glukoz, ketonlar ve sefalosporin tiirii antibiyotiklerin kanda

yiiksek konsantrasyonda bulunmasi halinde bunlar girisim etkisi yapabilir.

Glutaminaz, L-glutamini glutamik aside doniistiiren reaksiyonu katalizleyen 6nemli bir
enzimdir. Glutamin, sulu ortamda glutaminaz enziminin etkisi ile glutamik asit ve NH4"
iyonlar1 verecek sekilde reaksiyon verir. Bu reaksiyon sonucunda agiga ¢ikan NHj"

iyonlar1, sensor gelistirilmesine zemin hazirlayacak dnemli bir elektroaktif iriindjir.

2.3.2.1 Biyosensor Esash Glutamin Tayin Yontemleri
Glutaminin daha basit, ucuz, dogru ve duyarli tayinine olanak saglayan biyosensorlerin
gelistirilmesi ¢ok dnemli bir ilerlemedir. Glutamin i¢in uygun, bugilinkii biyosensorler,

glutaminaz enziminin immobilizasyonuna dayanir [1], [2].
Optik Sensorler

Son yillarda dogal ilgi ve 6zglinliigii temel alan floresans sensorleri gelistirilmistir [29],
[30]. Bu yontem bolge yonetilmis mutagenez ve aminoasit dizilerinde degisikliklere

olanak saglayamistir ve sonugta olusan protein baglama sabitlerindeki ve haberci grup
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izlenmesi i¢in yeni boyutlarda degisiklere de yol gostermistir. Genetik protein
mithendisligi  kullanarak  glutaminin  optik  hiicre  kiiltiirlerinde  glutamin
konsantrasyonlarinin tayini i¢in optik biyosensor gelistirilmistir (Dattelbaum ve
Lakowicz [31]).

Amperometrik Sensorler

Genel anlamda amperometri, bir potansiyeldeki akim siddetinin Sl¢limiini esas alir.
Amperometrik biyosensorlerde, oksijen ve H,O, elektrotlar1 en popiiler olanlaridir.
Hidrojen peroksit tayinine dayali amperometrik glutamin elktrodu yapilmistir (Villarta
vd [32]). Ayrica glutaminaz ve glutamat oksidazin jelde tutuklamasiyla immobilize
edilmesiyle, glutamin ve glutamat biyosensorleri ince film teknolojisiyle iretildi ve

Olglim hidrojen peroksidin anodik reaksiyonuna dayanmaktadir (Moser vd [33]).
Kapiler Elektroforez Yontemi

Elektroforez, iletken bir ¢ozelti igindeki yiiklii/yiiksiiz parcaciklarin veya molekiillerin

bir elektriksel alan varhiginda gé¢ etmesidir.
Laser Induced Fluorecence (LIF)

Bu yontem, molekiilleri elektromagnetik radyasyonun adsorpsiyonuyla uyarilmis halden
yiksek enerji seviyelerine optik emisyonunu esas alir. Cocuklardaki menenjit
hastaliginin teshisi i¢in, beyin omurilik sivis1 (BOS) i¢inde glutamin ve glutamat tayini,

LIF ve kapiler elektroforez (CZE-LIF) yontemleriyle gergeklestirilmistir (Tucci vd
[34]).
Potansiyometrik sensorler

Potansiyometrik glutamin enzim elektrotlar1, bakteri, doku ve enzimlerin immobilize
edilerek kullanilmasiyla amonyak tayinine dayanir [35], [36], [37]. Potansiyometrik
glutamin biyosensorlerinde ¢ok az alete ihtiya¢c duyulmasi avantaj vardir. Bunlarda
sadece iyon- segici elektrot, pH - segici elektrot ve iyon - segici alan etkili transistorlere

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Literatiirde glutaminin tayini i¢in potansiyometrik-esaslt biyosensorlere rastlanmamig
olmasi tez ¢alismamizin 6zgiin oldugunu gostermektedir. Ayrica, amperometrik enzim
elektrodu kullanilarak yapilan biyosensorlerde glutamatin girisim yapmasi nedeniyle

cift enzim sensorleri kullanilmistir. Glutamin elektroduna endojen amonyagin,
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glutamatin ve askorbik asitin girisim yaptig1 belirtilmistir (Villarta vd [32]). Yine
yapilan amperometrik ¢ift enzim sensdriinde; glutamat sensér okumastyla birlikte
glutamat oksidazin yan aktivitesi olarak aspartik asit ve asparajinazin girisim yaptigi
gozlenmistir (Moser vd [33]). Bu ve bunun gibi sikintilar1 yapmis oldugumuz bu
calisma esnasinda yasayacagimizi diislinmiistiik. Ancak glutaminaz enziminin tek
basina immobilize edilmesi sonucu hazirlamis oldugumuz potansiyometrik glutamin
biyosensorii ile almis oldugumuz Ol¢iimlerde, bu tarz bir sorunla karsilagsmadik.
Glutamat girisimini dnleyecek herhangi bir dis tabakaya ihtiya¢ duymadik, askorbik asit
girisimini engellemek i¢in de bir i¢ membran kullanmadik (Villarta vd [32]). Yapilan
tim optimizasyon calismalarimizda, Ol¢timlerimizi dogru bir sekilde alarak, en 1yi

caligma kosullarimizi zorlanmadan belirleyebildik.

2.4  Glutamin ile Ilgili Yapilan Calismalar
Eagle ve arkadaslar1 ilk defa 1956’da glutaminin hiicre gogalmasi igin gerekli, takip
eden calismalarda glutaminin piirin ve pirimidin biyosentezi i¢in prekiirsor oldugunu

gostermislerdir [38].

Villarta ve arkadaslar1 1992’de glutamat oksidaz ve glutaminaz enzimlerini tekrar
aktive edilmis immobilon —AV affinite membran iizerine birlikte immobilize ederek
amperometrik enzim elektrodu gelistirdi. Amperometrik glutamin elektrodu Clark tipi
enzim elektroduydu ve prob iiretilen hidrojen perokside duyarli platin elektroddan
olusur. Biyosensoriin optimum caligma sartlarini; pH’1 5,5 olarak bulmuglar, bu
sartlarda dogrusalligi 1x10°M’dan 7,5x10™*M’a kadar, tayin smnrin da 2,4x10*M’dan
yiikksek bulmuglardir ve egim 91nA/mM’dir. Koruyucu membranlarin eklenmesiyle
akim cevabmm 10nA/mM’a azaldigi, dogrusalhigm ise 1,3x10”*M glutamine
genisletildigi gozlenmistir. Glutamin elektroduna; endojen amonyagin, glutamatin ve
askorbik asitin girisim yaptig1 belirtilmistir. Glutamat girisimi; glutamat oksidaz/katalaz
dis membram dahil edilmesiyle elimine edilmistir. Onemli askorbat girisimini
engellemek i¢inse, seliilloz asetat i¢ membrani kullanmislardir. Hazirlanan biyosensorle;
6 saglikli yetiskin goniilliiniin serum 6rneklerindeki glutamin icerigi 6lgiildii. Glutamin
konsantrasyonu 1,27 mM, standart sapma 0,12 ve yiizde iyilesme de % 104 olarak
belirtilmistir [32].
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Moser ve arkadaslart 1995°de glutaminaz ve glutamat oksidazin jel tutuklamayla
birlikte immobilize edilmesiyle, glutamin ve glutamat biyosensorlerini ince film
teknolojisiyle iiretti. Notral pH araliginda optimum aktiviteye sahip glutaminaz
nedeniyle glutaminin dogrudan izlemesini yapabildiler. Glutamin sensorii 10 mM’a
kadar, glutamat sensorii 5 mM’a kadar dogrusal oldugu; glutamin i¢in tayin sinirmin 50
mM, glutamat i¢in tayin sinirmnimn ise 10 mM oldugu belirtildi. Yani sensor cevabi 50
mM’dan 100 mM glutamin/L’deki konsantrasyon araliginda lineerdir. Glutamat sensor
okumasiyla birlikte glutamat oksidazin yan aktivitesi olarak aspartik asit ve
asparajinazin girisim yaptig1 gozlendi. Tiim girisim maddelerinin okuma hatas1 0-3mm
glutamin esdegeriydi ve sensor iizerine glutamat sensorii entegre edilmesiyle, farkl
Olgtimlerle girisimin elimine edilmistir. Sensdrlerin kararhiliklarinin oldukca iyi oldugu
ve performansinda herhangi bir degisme olmadan en az 300 6l¢iim i¢in kullanilabildigi

de belirtilmistir [33].

Madaras ve arkadaslart 1997°de endojen glutamat sinyalini Onleyerek amperometrik
Olciimler i¢in glutamin membranlar1 tanimlamislardir. Hiicre kiiltiirleri gibi kompleks
orneklerde glutamat varliginda glutamini 6lgmiislerdir. Glutaminaz ve glutamatin
birlikte immobilizesine dayali tabakanin glutamat oksidaz ve katalaz immobilize
edilmesiyle olusan tamamlayic1 anti-glutamat tabakasinin kullanilmasiyla glutamat
girisimini  olduk¢a azaltmislardwr. Glutamin seviyeleri 0.7-5 mM arasindaki
konsantrasyonlarda eklenir, gluatamat seviyeleri 0,07 ve 0,7 mM arasimndadir. Tim
membranlarin 1 glinde 5nA akim veren 40uL 6rnek boyutunda tayin edildigi
bulunmustur. Glutamin membran cevabmin; 5mM glutamat +5mM glutamin
karigiminda (50uL 6rnek boyutuyla) elde edildigi belirtildi. En iyi glutamin kararlihigs,
lineerlik, hassasiyet ve tekrarlanabilirliginin en az 10mM glutamin konsantrasyonunda
oldugu belirtilmistir. Glutamat ve glutamin eszamanl dl¢timleri i¢in 5 gilinliik yar1 dmiir

ve +4°liikk hassasiyet gozlenmistir [2].

Tucci ve arkadaglar1 1998°de ¢ocuklardaki menenjit hastaliginin beyin-omurilik sivisi
(BOS) icinde lazer bagh floresans tayini ve kapiler elektroforeziyle (CZE-LIFD)
glutamin ve glutamat ol¢iimiinii gergeklestirdiler. Glutamin i¢in tiirevlendirmeyi uygun
hale getirmede 3 test yaptiktan sonra glutamin ¢Ozeltisini 10°M’dan 10-°M’a
tiirevlendirdiler. Tiirevlendirilmis BOS’taki 10~’den 10~ mol/L arasindaki glutamin

lineer baglantiyr gosterir. Glutaminin  10°M  ¢6zeltisi CZE-LIFD’le  kolayca
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Olctilebildigini gozlemlemisler. Standart hatalar; metodun yanilgisinin pik yiikseklikleri
icin yaklasik %1’den az oldugunu oOnerir. Gergek standart sapma pik yiiksekligi i¢in
%3,36 ve gii¢c asamasi i¢in %8,97 dir. Bakteriyel ve viral menenjitli ¢ocuklarin beyin
omurilik stvisinda glutamin ve glutamat 6lglim sonuglarinda, menenjitli hastalarin
kontrol grubundan daha diisiik glutamin konsantrasyonlarina sahip oldugu, bakteriyel
menenjitteki konsantrasyonun da viral menenjitteki konsantrasyona gore daha diistik
oldugu belirtilmistir. Enfeksiyon ve inflamasyon sirasinda glutaminin karacigerde
tutunmasinin arttigmi kismen agiklamiglardir. Glutamat konsantrasyonlarmin ise;

menenjitli hastalarda kontrol grubuna gore yiikseldigi belirtilmistir [34].

Konyalioglu ve Ozyer 2000’de plazma glutamin diizeylerini iki yontem ile
degerlendirmiglerdir. Kan plazmas1 glutamin analizinde kullanilan ince tabaka
kromatografisi ile kombine bir spektrofotometrik yontem (ITKSPK) bilinmektedir. Bu
yontem ile ince tabaka kromatografisinde 6zel okuyucu (ITK-Okuyucu) yardimiyla
gelistirdikleri yontemi kiyaslamiglardir. Bu amagla, 35 saglikli bireyden kan alinip
plazmalar1 ayirmislar, ekstraksiyondan sonra, ince tabaka kromatografisi ile ayrilmis
glutaminle spektrofotometrik ve ITK-okuyucu aletinde miktar tayinleri yapmuslardir.
Saglikl1 kisilerden alman kan plazma drneklerinin ITK-okuyucu ve spektrofotometrik
yontemle bulunan glutamin diizeyleri arasinda uygunluk bulduklarmi belirtmislerdir.
(korelasyon katsayis, 1: 0.883). Boylece, ince tabaka kromatografisi ve ITK-okuyucusu
ile  kombine olarak gelistirdikleri yontemin, plazmada glutamin tayininde

kullanilabilecek bir yontem oldugunu sdyleyebilmislerdir [39].

Dattelbaum ve Lakowicz 2001°de genetik protein miihendisligi kullanarak glutaminin
optik tayinini gergeklestirdiler. Glutamin i¢in favori duyarlilik ve hassasiyet nedeniyle,
optik biyosensorler i¢in Gln BP sectiler. Gln BP ‘nin X-Ray kristal yapis1 hem ligand
bagli hem de ligandsiz yapilarda tayin edilmistir. E.coli kullanilan glutamin icin ilk
reaktifsiz optik dizi Uretimi sunmuslardir. Hiicre kiltiiri ortaminda glutamin

konsantrasyonlariin 0,2’den 5Mm’a gesitlendirdiklerini belirtmislerdir [31].

Moser ve arkadagslar1 2002°de glukoz, laktat, glutamin ve glutamat konsantrasyonlarinin
eszamanli Ol¢iimleri i¢in coklu biyosensorleri, ince film teknolojisi kullanilarak
tretmislerdir. Glukoz, glutamin, laktat ve glutamat eszamanli Ol¢limleri icin bir
biyosensor diziyi mikroakis sistemine uygulamiglardir. Kacak sinyal olmayan, uzun

vadeli kararli biyosensorler; elektrokimyasal doniistiiriiciilerin modifiye edilmesiyle ve
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fotomodelli (photopatternable) enzim membranlarinin kullanilmasiyla iretilmistir.
Kullandiklar1 uygun minyatiir teknoloji ile, tiim kan ve fermentasyon sivi
besiyerlerinde hiicre i¢i ve hiicre dis1 uygulamalar i¢in kiitle iiretebilen yontemlere yol
gostermiglerdir. Notr pH araliginda aktivite gosteren glutaminaz nedeniyle glutaminin
tam ve eszamanli Olciimiinii glukoz, laktat ve glutamat ile birlikte yapabilmislerdir.
Biyosensorlerin ¢ok duyarli cihazlarla entegre edilicegini belirterek, modifiye
elektrotlarin yiiksek kaliteli biyoalgilayici cihazlarla entegre edilmesiyle verime karsi

hassasiyetin azaldigi gézlenmistir [40].

Kadioglu, 2005’de uzmanlik tezinde yaptigi calismada tikanma sarilig1 olusturduklari
kontrol grubu, ursodeoksikolik asit ve glutamin verdikleri deney grubu arasindaki
farklar1 ortaya koymustur. Bu sonuglar1 istatistiksel olarak yorumlamislardir. Sonug
olarak tikanma sariligr olusturdugumuz ratlarda bakteriyel translokasyon ve
karacigerdeki hasarlanmada Ursodeoksikolik asit ve Glutamin’in morbidite ve mortalite
iizerinde istatistiksel olarak olumlu etkileri oldugunu saptamiglardir. Tikanma sarilig:
tanis1 konan hastalarda, tan1 kondugu andan itibaren Ursodeoksikolik asit ve
Glutamin’in operasyon oncesi ve sonrasinda kullanilmasinin morbidite ve mortaliteyi

azaltacagini savunmuslardir [41].

Stefano ve arkadaslar1 2006°da E.Coli’den glutamin baglayici protein ve L-Glutamin
arasindaki molekiiler baglanmayla gozenekli silikon nano teknolojisine dayanan
biyosensor lretmiglerdir. Glutamin i¢in molekiiler prob olarak rol oynayan glutamin
baglayici proteini (GIn BP) gozenekte silikon matriksinin deliklerine baglamislar,
boylece gozenekli gecirgen tabaka yiizeyinin Onislevsel silirecini Onlemislerdir.
Asmdirilmis olan gézenekli silikon tabakasmin FT-IR spektrumunu kaydettiler; 650cm’
! ve 2100cm™de Si-H baglarmmn kararkteristik piklerini 1050-1100cm™de Si-O-Si
pikleri sunulmadig1 zaman gozenekli silikon yiizeyi (PSi) hidrofobik bagm kuvvetini
test ettiler.Proteinle kaplanmis PSi yiizeyi silikon dogrultusunda iyi kararhilik
gosterdigini blirtmislerdir. Glutamin tayini i¢in goznekli nanoteknolojiye dayanan
protein temelli optik mikrosensoriin gelisimi i¢cin Onveriler sundular ve gozenekli
silikonu olduk¢a kullanish cevirici olarak gosterdiler.Ustelik gdzenekli silikon
tabakada, Si-H baglarmin varligindan dolay1 yiizeysel islevlendirme siireci
kullanmadilar. Protein konsantrasyonuna sinyal cevap; 9-36pgl™ arahginda dahi

olgtldigi belirtilmistir [42].
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BOLUM 3

BIYOSENSORLER
Genel anlamda biyosensorler, biyoloji, fizik, kimya, biyokimya, mithendislik gibi pek
¢ok bilim alaninin bilgi birikiminden multidisipliner bir anlayis c¢ercevesinde
yararlanilarak ve biyolojik molekiillerin veya sistemlerin se¢imlilik 6zellikleri ile
modern elektronik tekniklerin islem yeteneginin Dbirlestirilmesiyle gelistirilen

biyoanalitik cihazlar olarak tanimlanabilirler.

Son yillarda bilim ve teknolojideki hizli gelismeler biyosensor kavram ve tanimlarinda
da 6nemli geniglemelere yol agmistir. Canli yasamin onemli unsurlarindan olan gérme,
isitme, koklama, tad alma, dokunma gibi algilama mekanizmalar1 dogal ve en
miikemmel biyosensorik sistemler olarak diisiindiiriildiikleri i¢in  biyosensor

calismalarina giizel 6rnekler olusturmaktadirlar.

Sekil 3.1 Dogal ve en miikemmel biyosensorik sistemler
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Giliniimiizde gorme, isitme gibi yeteneklerini kaybetmis kisilerin bu yeteneklerini tekrar
yerine koyacak yapay sistemler lizerinde yogun arastrmalar yapilmaktadir. Tip
alanindaki bilim adamlariyla da ortak caligmayr gerektiren bu arastirmalar da
biyosensor alanma dahil edilebilirler. Bununla birlikte, bugilin biyosensorlerden
bahsedilince ilk akla gelen daha genel ve yaygin kullanim imkani bulmus, analiz

amacina yonelik biyoanalitik sistemler olmaktadir [5].

Elektrokimyasal sensorler (elektrokimyasal algilayict sistemler) Analitik Kimya’da
oldukca yaygm kullanimi olan cihazlardir. Bu cihazlara I[UPAC tarafindan getirilen
tanim su sekildedir: “Kimyasal bilesiklere ya da iyonlara segici ve tersinir bir sekilde
cevap veren ve konsantrasyona bagimli elektriksel sinyaller olusturan kiiciiltiilmiis
cihazlara elektrokimyasal sensorler “denir. Bu sensorler, yapilarina enzim, hiicre, doku,
antikor, DNA, vb. biyolojik maddelerin eklenmesiyle BITYOSENSOR adin1 almislardir.
Nitel ve nicel analiz yapabilen biyosensorler, “biyo” (biyolojik kokenli) ve “sensor”
(algilayici) kelimelerinden olusmaktadir. Diger bir tanim ise; “Biri biyokimyasal, digeri
ise elektrokimyasal 6zellikte, birbiri i¢ine ge¢cmis iki ¢eviriciden olusan algilayici cihaz”
olabilir. Biyokimyasal kismin gorevi analizlenecek maddeyle etkileserek onu
tanimaktir. Bu tanima olayinin sonucunda bir biyokimyasal iiriin de olusabilmektedir.
Biyosensoriin ikinci kismi1 olan elektrokimyasal kisim ise; bu tanima olaymi okunabilir

(0lgiilebilir) bir sayisal degere ¢evirmekle gorevlidir [43].

Biyosensorlerin tarihi 5011 yillarin ortalarinda L.C. Clark’in Cincinnati hastanesinde
(Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kanm O, miktarmi bir elektrot ile izlemesiyle baslar.
1962 yilinda clark ve lyons glukozoksidaz (GOD) enzimini O, elektrodu ile konbine
ederek kanin glukoz diizeyini 6l¢meyi basardilar. Bdylece yeni bir analitik sistem
olustu. Bu sistem bir yandan biyolojik sistemin yiiksek spesifikligini (enzim) diger
taraftan ise fiziksel sistemin (elektrod) tayin duyarliligini birlestirmis ve genis

spektrumlu bir uygulama olanagi bulmustur.
Glukoz + O, — Glukono - 6 — lakton + H,0,

Bir biyolojik sividaki glukoz ve ¢oziinmiis oksijen elektrod etrafindaki membran
gecerek elektrod yiizeyine ulastiginda glukoz oksitlenerek glukonik aside doniisiir ve bu
sirada Oy harcanir. Ortamdaki glukoz bittiginde O; tiiketimi durur. O, elektrodu ile
baslangigtaki ve reaksiyon sonundaki ¢oziinmiis O, Olgiiliir. Aradaki fark ortamdaki

glukozun oksidasyonu i¢in harcanan O olup buradan biyolojik sividaki glukoz miktar1
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hesaplanir. Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler
hazirlanabilirken sisteme biyomateryalinde katilmasiyla diger bir¢ok maddenin tayini
miimkiindiir. Bdylece hazirlanan analiz sistemlerine BIYOSENSORLER ad1 verilir
[44]. Sekil 3.2°de biyosensoriin en genel yapisi goriilmektedir.

=

Analizlenecek
Madde

SiRRPAL ANALITIK
SINYAL

Biyoaktif Madde Cevirici Sistem

Sekil 3.2 Biyosensoriin yapisi

Biyosensorlerin yiiksek spesifiklik yaninda; renkli ve bulanik cozeltilerde genis bir
konsantrasyon araliginda dogrudan o6lgiime olanak saglamak gibi istiinliikleri vardir.
Fakat reseptor olarak adlandirilan biyokomponentlerin pH, sicaklik, iyon siddeti gibi
ortam kosullarindan etkilenmesi biyosensoriin kullaniom Omriinii azalttigindan bir

dezavantajdir [44].

3.1 Biyosensorlerin Yapisi ve Fonksiyonu

Bir biyosensor; biyolojik algilayict elementin  segiciligi ile hedef analitin
konsantrasyonuyla orantili olarak sinyal {ireten transduserin (¢evirici) kombinesinden
olusan bir cihazdir. Bu sinyal; proton konsantrasyonundaki degisimden, amonyak ve
oksijen gibi gazlarin salinmasi yada yiikseltgenmesi, 151k emisyonu, absorbsiyon yada
reflektans, 1s1 emisyonu, kiitle degisimi ve bunun gibi degisimlerden kaynaklanir.
Sinyal; transduser yardimiyla akim, potansiyel, sicaklik degisimi, 15181n absorbsiyonu,
ya da elektrokimyasal, termal, optik olarak ya da piezoelektrik anlamda kiitle artisiyla
Olclilebilir forma doniistiiriiliir. Sinyal ayrica ileriki analizler i¢in gii¢lendirilebilir,
islenebilir ya da depolanabilir. Prensipte herhangi bir reseptor; herhangi bir transduserle
birlestirilip isleyen bir biyosensor iiretilebilir. Biyosensorlerde, biyoaktif bilesenin tayin
edilecek madde ile etkilestiginde olusan sinyalin iletim ve Olgiimiinde, genel olarak,
elektrokimyasal, optik, piezoelektrik ve kalorimetrik esasli sistemler kullanilir. Sekil

3.3’de biyosensorlerin genel ¢alisma mekanizmasi goriilmektedir [5].
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Sekil 3.3 Biyosensorlerin genel ¢alisma mekanizmasi

3.1.1 Biyokomponentler

Biyosensorlerin yapisinda yer alan biyokomponentler (biyokimyasal bilesenler) cogu
kez biyoreseptor (biyolojik algilayici) olarak da adlandirilirlar.  Enzimler,
mikroorganizmalar, organeller, doku kesitleri, antikorlar, niikleik asitler ve biyolojik
membranlar i¢gine yerlesmis kimyasal reseptorler sensdrlerde biyokomponent
(biyoreseptor) olarak kullanilirlar. Bunlarmn i¢inde en yaygin kullanilanlar; enzimler ve
antikorlardir. Biyoreseptorler analizlenecek maddeyi doniisiime ugratirlar ve bu

dontistime eslik eden degisimler transduser tarafindan algilanir.

Teorik olarak reseptor ve transduserlerin birgok degisik sekilde birlestirilmesi miimkiin
olmasmma ragmen bu bilesimler bir elektrik sinyali olusturamazlarsa biyosensor

fonksiyon gostermez [5].

Biyoreseptor; bir analitin taninmasinda biyosensoriin biyolojik hassasiyete sahip
kismidir. Biyosensoriin hassasiyeti ve segiciliginde etkilidir. Bu reseptorler tek bir
partikiiler substrat1 baglayacak ve diger substratlara baglanmayacak 6zellikte olmalidir;
temel olarak biyoreseptorler 3 grup (biyokatalitik, biyoaffinite ve hibrit reseptorleri)

altinda toplanirlar.

Biyokatalitik reseptorler, analiti belirlenmeyen formdan belirlenebilir forma
doniistiirerek transduserle kaydedilebilir ve belirlenebilir kilar [45]. Biyokatalitik tanima

elementleri enzim (mono veya multi enzim) igeren sistemler, hiicreler
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(mikroorganizmalar, Orn; bakteriler, mantarlar, dkaryotik hiicreler, mayalar), hiicre
organelleri ve bitki hayvan doku pargalarindan olusur [46]. Enzimler biyosensorlerde
kullanilan ilk biyokomponentlerdir. Antibadiler, niikleik asitler, lektinler, boyalar, hiicre
membran reseptorleri ve diger spesifik baglayici ajanlar gibi biyolojik komponentler
biyoaffinite reseptorlerine Ornektir. Hormonlar, ilaglar, viriisler, tiimor antijenleri,
bakteri antijenleri ve diger bir¢ok protein gibi maddelerin belirlenmesi ve Olglimii,
immunolojik teknikler vasitasiyla diisilk konsantrasyonlar da bile basarilabilmektedir.
Affinite bazli biyosensorler; belirli bir ligant1 termodinamik olarak stabil kompleks
formuna doniistiiren secici etkilesimler olustururlar. Hibrit reseptorlerde biyosensor
uygulamalarinda niikleik asit kullanimi rapor edilmistir. Bu sensorlerin kullanim
alanlart DNA’da meydana gelen zararlar1 kimyasal olarak belirleme ve DNA’nin tiire
0zgii diziliminin hibridizasyonuyla mikroorganizmalarin belirlenmesidir [45]. Yiiksek

spesifikliklerinden dolay1 enzimler en yaygin kullanilan biyoreseptorlerdir.

3.1.2 Transduserler

Biyolojik ve biyokimyasal sinyalleri veya cevabi belirlenebilir sinyale doniistiirebilen
sistemlere transduser denir. Transduserler, reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu
Olciilebilir fiziksel bir sinyale doniistiiriirler. Biyokimyasal reaksiyonun 6zelligine gore
transduserler kullanilir. Elektrotlar amperometrik ve potansiyometrik oOl¢liimlerde
kullanilir. Burada amag; O, elektrodunda ¢6ziinmiis O’yi, pH elektrodunda H iyonunu
Olgmektir. Bir substrat i¢cin komponentin aktivitesi; O, tiiketimiyle, H,O, olusumuyla,
NADH konsantrasyonundaki degisimle, floresans, absorbsiyon, pH degisimiyle,
kondiiktivite, sicaklik yada kiitledeki degisimle izlenebilmektedir. Optik sensorlerde
hedef; 151k, picozoelektrik sensorlerde ise kristalin salinim rezonansimin kiitle yiiklenimi
sebebiyle degismesidir. Bunlarin disinda transistorler ve termistorler de transduser

olarak kullanilmaktadir.
Transduserler temelde dort grup altinda toplanirlar;

1-Elektrokimyasal transduserler
— Amperometrik
— Potansiyometrik
— Kondiiktometrik
2-Optik transduserler
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3-Akustik transduserler
4-Termal transduserler

3.1.3 Biyosensorlerde Analizlenebilecek Unsurlar

Analizlenecek madde ve yapilar genel olarak analit olarak adlandirilirlar [47].

ANALITLER

Anorganik ve organik maddeler, makromolekiiller, viriis ve mikroorganizmalar

Metal iyonlari
Substratlar
Aktivatorler,  Inhibatérler
Enzimler, Koenzimler
Hormonlar
Antikorlar,  Antijenler
Niikleik Asitler,

Viriisler, Mikroorganizmalar

3.1.4 Biyosensorlerde Kullanilan Biyoaktif Yapilar

Biyosensorlerde kullanilan ve analizlenecek madde ile spesifik bir sekilde etkilesime
giren biyoaktif bilesenler, komplekslik hiyerarsisine gore basitten karmasiga dogru bir
siralama  yapildiginda,iyonoforlar, antikorlar, enzimler, niikleik asitler, lipozomlar,
biyomembranlar (6rnegin, membran reseptorleri), hiicre organelleri (6rnegin;
mitokondri), tiim hiicreler, doku kesitleri ve homojenatlar1 ve organlar (6rnegin; koku

alma organi) olarak smiflandirilabilirler [47].
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Biyoaktif Tabaka Bilesenleri

Organlar Doku Kesitleri
(Ornegin; koku alma organi) Tim Hiicreler

Hiicre Organalleri
(Ornegin; mitokondri)

Biyomembranlar Lipozomlar

(Ornegin; resptor) Niikleik Asitler
Enzimler

Antikorlar Iyonoforlar

3.1.5 Biyosensorlerde Yararlanilan fletim ve Ol¢iim Sistemleri
Biyosensorlerde, biyoaktif bilesenin tayin edilecek madde ile etkilestiginde olusan
sinyalin iletim ve Ol¢iimiinde, genel olarak, elektrokimyasal, optik, kalorimetrik ve

piezoelektrik esasli sistemler kullanilir [47].

Iletim ve Ol¢iim Sistemleri

Elektrokimyasal Esash Kalorimetri Esash

Amperometri Esash (Elektrotlar) (Termistorler)
Potansiyometri Esasli (Elektrotlar)

Yari Iletken Esasli (Transistorler)
Piezoelektrik Esash

(Piezoelektrik Kristaller)
Optik Esash

Fotometri Esasli (Optik Lifler)
Fluorometri Esasli (Optik Lifler)

Biyoliiminesans Esasli (Optik Lifler)
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3.1.6 Biyosensor Cesitleri

3.1.6.1 Elektrokimyasal Sensorler
Bu baglik altinda en yaygin olarak potansiyometrik, amperometrik, voltametrik ve alan

etkili biyosensorlere rastlanmaktadir [48].

3.1.6.2 Potansiyometrik biyosensorler

Potansiyometri, bir calisma ve referans elektrot arasindaki potansiyel farkinin 6l¢iimiini
esas almaktadir ve belirlenen elektrot potansiyeli dogrudan analit derisimini
tanimlamaktadir. Potansiyometrik sensorlerin diisiik hassasiyet, spesifik olmayan
etkilesimlere ait ve aletsel sinyal alinmasi gibi bilyiik problemleri vardir. Ozellikle

sinyal/giiriiltii orani analitik problemlere sebep olabilmektedir [48].

3.1.6.3 Voltametrik biyosensorler

Mikrobiyolojik reaksiyonlar, genellikle iletkenlik ve kapasitansta artma, empedansta
azalmaya sebep olmaktadir. Buna dayanarak rezistans, kapasitans, iletkenlik ya da
empedanstaki degisimin l¢limiinii esas alan sensorler bu grupta yer almaktadir. Klinik
orneklerdeki bakteri tespitinde, spesifik patojen tespitinde, endiistriyel mikrobiyal
proses kontroliinde bu sensérlerden faydalanilmaktadir.Modern elektroanalitik sistemler
oldukca diisik tespit limitlerine sahip olup (10°) kiicik hacimde 6rneklerin
kullanilmasma (1-2ul) olanak tanimaktadir. Bununla birlikte elektrot sistemi Olglim
ortamindan siirekli alinan sinyalin (online) takibine izin verir. Elektrokimyasal analiz
icin gereken malzeme, diger analitik metotlarla karsilastirildiginda ¢cok daha ucuz ve
basittir. Ayrica elektrokimyasal sensorler optik esasli sensorlere gore de bulanik
ortamda calisabilme, karsilagtirilabilir enstriimental duyarhilik, minyatiirlesmeye

uygunluk gibi avantajlara sahiptir [48].

3.1.6.4 Amperometrik Biyosensorler

Genel anlamda amperometri, bir potansiyeldeki akim siddetinin 6l¢limii esasina dayanir.
Amperometrik biyosensorlerde akim siddeti, calisma elektrotunda yiikseltgenen veya
indirgenen elektroaktif tiirlerin derigiminin bir fonksiyonudur. Referans elektrot olarak
gbrev yapan ikinci bir elektrot vasitasiyla akim siddetinden analiz edilecek tiirlerin

derisimlerinin belirlenmesinde yararlanilir. Elektrokimyasal reaksiyonlarda c¢ogu
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analitlerin redoks esi olarak hareket edememesinden dolayr direkt olarak analiz
edilebilecek az miktarda uygulama vardwr. Bu ylizden algilayici elektrot iizerinde
analitin elektrokimyasal reaksiyonu icin elektrokimyasal aktif etiketler (direkt veya
enzimatik reaksiyon sonucu iriin olarak) gereklidir. Oksijen ve H,O, elektrotlar en

popiiler olanlaridir [48].

3.1.6.5 Optik Sensorler

Optik ¢eviricilerin kullanildigi durumda iki genel sinif vardir. Birincisinde, 151g1n
iletimindeki degisimin Olgiilmesi, ikincisinde ise floresansin dl¢iilmesi s6z konusudur.
Isigm iletimindeki degisimin Olgiilmesine dayali, optik esasli sensoOrlerde, Glglim
sistemi, madde derisimine baglh olarak absorbans veya luminesansta degisim gosteren
bir boya igerir veya CO2, O, veya pH degisimi gibi bir fizikokimyasal 6zellikten
faydalanilir. Bu sensorlerde en 6nemli etken fiber boyunca 1sik iletiminin etkinligidir.
Ikinci sinif, fiberin kendi 6zeliklerindeki (intrensek) degisimleri kapsar ve arka alan
(evanescent) biyosensorler ve ylizey plazmon rezonans biyosensorler olarak iki gruba

ayrilir [48].

3.1.6.6 Termal Sensorler

Temel prensipleri; bir enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanilarak
substrat derisiminin belirlenmesine dayanir. Biitiin biyolojik reaksiyonlar ekzotermiktir.
Enzimatik reaksiyon sonucu olusan sicaklik degisimi ile substrat konsantarasyonu
arasindaki dogrusal iliskiden sonuca ulasilir. Sicaklik degisimleri termal olarak
yalitilmis ortamdaki termistdrler veya termofiller araciligiyla izlenir. Kullanilan
termistorler cok kiigiik sicaklik degisimlerine bile duyarlhidir. Dolayisiyla ¢ok diisiik

miktardaki substrat derisiminin 6lciimiine (10~°M) olanak tanir [48].

3.1.6.7 Kiitle Hassas Sensorler

Cevirici olarak piezoelektrik kristallerin kullanildig1 kiitle hassas biyosensorler,
rezonans frekanstaki degisime dayanarak santimetrekarede nanogram seviyesinde kiitle
degisimini 6l¢ebilen ve bu yiizden de antikor-antijen etkilesimlerinde sik¢a kullanilan

biyosensorlerdir. Kiitle hassas biyosensorlerin ¢alisma prensibi piezoelektrik etkiye

dayanir [48].
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3.1.7 Biyosensorlerin Uygulama Alanlari

Biyosensorler tip, gida, eczacilik, g¢evre kirliligi, savunma ve bir¢cok endiistriyel
aktivitede Ozellikle otomasyon, kalite kontrolii, durum tespit ve enerji saklanmasinda
cok Onemli rol oynarlar. Bugiine kadar 180°den fazla farkli madde i¢in biyosensor
hazirlanmis olup bunlardan ancak 25 kadari ticari olarak iiretilmektedir. Biyosensorler

icin miimkiin uygulama alanlar1 sunlardir :

Klinik diyagnostik , biyomedikal sektor
e Proses kontrolii :
-Biyoreaktor kontrol ve analitigi
-Gida tiretim ve analizi
e Tarla tarim1, bag - bahge tarimi1 ve veterinerlik
e Bakteriyal ve viral diyagnostik
e ilacg analizi
e Endiistriyel atik su kontrolii
e Cevre koruma ve kirlilik kontrolii
e Maden isletmelerinde toksik gaz analizleri
e Askeri uygulamalar
Biyosensorler; gida maddeleri, metebolitler, vitaminler, antibiyotikler, ilaglar gibi
organik maddeler, bazi organik bilesikler yaninda enzimler, virlisler ve
mikroorganizmalarin tayininde kullanilirlar. Biyosensor gruplar1 ve kapsadiklar1 analiz

alanlar1 Cizelge 3.2’de gosterilmektedir [5].

Cizelge 3.2 Biyosensor gruplari ve kapsadiklar1 analiz olanaklar1

Biyosensor grubu Kapsadigi analiz alani

Enzim Sensorleri Kiigiik molekiillii organik ve anorganik
maddeler (ilaglar, gida maddeleri, vitaminler,

antibiyotikler, pestisitler

Mikrobiyal Sensorler Enzim sensorlerinin kullanildig: alanlar,

biyolojik O, gereksinimi, toksisite, mutajenite.

DNA-Sensorleri Viriisler, patojen mikroorganizmalar

Immiinosensérler Viriisler, patojen mikroorganizmalar,

ksenobiyotikler
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3.1.7.1 Gida Sektoriinde Biyosensor Kullanimi

Gidalara yonelik kantitatif analizler baslica kalite ve giivenlik konularina agiklik
getirmeyi hedef alir. Renk, aroma, vitamin ve kimyasal miktarlarinin yaninda zararl
mikroorganizmalarin, toksinlerin, alerjenlerin gidaya etkisine dikkat edilmelidir.
Biyosensorler, gida analizlerinde besinin dogal bilesenlerinin, ortama Kkarisan
maddelerin izin verilen smirlar i¢inde olup olmadiginin belirlenmesinde biiyiikk 6nem
tasir. Gida analizlerinde dogal orneklerin, hammadelerin, islem basamaklarinin, mamiil
irlinlerinin, tasima adimlarinda dogal bilesenlerin bozumu, mikrobiyal kontaminasyon
ve bunu Onlemek i¢in kullanilan katki maddelerinin tayini 6nemlidir. Bunlarmn
tayinlerinde HPLC ve gaz kromatografisi duyarli analiz imkani saglamasina ragmen
bunlar ¢ok masrafli yontemlerdir. Immunoassay teknikleri ise zaman alici olmalari,
Olciim  sistemiyle dogrudan baglantili olmamalar1 ve laboratuar ortam
gereksinimlerinden dolay1 gida sektoriinde kullanish degildirler. Bu olumsuzluklarin
yaninda, biyosensOr teknolojisi, gida analizlerinde biiylik alternatifler saglamaktadir.
Ancak gida sektorii icin, ticari olarak pazarlanabilir biyosensorlerin sayisi ¢ok azdir.

Bunlar, glukoz, L-laktat, galaktoz ve alkol tayinine yonelik biyosensorlerdir.

Sekerlerin meyve ve sebzelerde, siit ve bal gibi liriinlerde, kola, sarap, meyve sularinda
iiretim ve fermentasyon islemlerini tayinleri 6nemlidir. Bu islemlerin, duyarli, pratik,
ckonomik ve kisa siirede gergeklesmesi igin ¢esitli biyosensorler gelistirilmistir. Bu
biyosensorlerin biiylik kismi, hidrojen peroksit veya oksijen duyarli amperometrik

sensorleri esas alan enzim elektrotlaridir.

Pestisit atiklariin belirlenmesinde 6zellikle organofosfat pestisitlerinin inhibitor olarak
etki ettigi asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz enzimlerinin immobilizasyonuyla

hazirlanan biyosensorlerden yararlanilir.

Gidalarda tazelik kontrolii, meyvelerde alkol; yaglarda aldehit ve baliklarda histamin
tayiniyle yapilir. Gidalarda alkol tayini, alkollii iceceklerin olgunlasma islemlerinin
izlenmesi ile 6nem kazanir. Alkol tayininde daha ¢ok alkol oksidaz immobilize edilmis

amperometrik esasli enzim sensdrleri kullanilir.

3.1.7.2 Savunma Sektoriinde Biyosensér Kullanim
Kimyasal ve biyolojik silahlar, insan yasamina yanlis yansiyan uygulamalardan biridir.

Cok sik1 denetim altinda olmalarina ragmen kimyasal ve biyolojik silahlarin tehlikeleri
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her zaman siirmektedir. Sentetik kimyasallar, bitki, hayvan, ve mikroorganizma

kaynakli toksinler, bakteri ve viriisler biyolojik silahlarm ana materyallerdir.

Kimyasal silahlarin toksik kimyasal reaktifleri; organofosfor ve siyaniir tiirevleridir.
Organofosfor bilesikleri asetilkolinesteraz inhibisyonu ile etki ederler ve bu ylizden
sinir gaz1’’ olarak adlandirilirlar. Temel sensor olarak bir pH elektrodunun kullanilan
sistemlerde asetilkolinesteraz immobilize edilir. Bu biyosensorlerde organofosfor
bilesiklerinin konsantrasyonuyla orantili inhibisyonu izlenir ve sonuca ulasilir. Hidrojen
siyaniir ve siyanojen kloriir; toksik kimyasallarin diger 6nemli bir grubunu olustururlar.
Bunlar solunum zincirinde sitokrom oksidazla tepkimeye girerek islevlerini
gerceklestirirler. Bu ilke temel alinarak, siyaniir tayinine yonelik amperometrik esasli

modifiye altin elektrotu gelistirilmistir.

Biyolojik silahlarin temelini, canlilarda hastalik ve dliime yol agabilecek bakteri, viriis
ve mantarlar olusmaktadir. Mikroorganizmalar yiizeylerinde 6nemli diizeyde antijenik
determinantlara sahiptir. Bu 0Ozellik, mikroorganizma tayinine yonelik biyosensor

hazirlanmasinda immunojenik ilkeleri 6n plana ¢ikarmaktadir.

3.1.7.3 Cevresel Olciimlerde Biyosensor Kullanim
Cevresel olgiimler insan sagligi ve ekosistemin korunmasi agisindan onemlidir. Hava,
su, toprak kirliligi 6l¢iimleri, endiistriyel ve tarimsal atik kontrolii ve aritma etkinliginin

saptanmasi gibi alanlarda kullanilirlar.

Biyosensor hazirlanmasinda, aktif biyolojik materyalin, kararliligmi koruyarak
immobilize edilmesi gerekir. Bu nedenle genellikler jelde tutuklama yontemi kullanilir.
Biyomateryal olarak, uzun yasam siireleri, ucuz ve kararli olmalari, pH ve sicaklik gibi
dis etkenleri tolere etme Ozelliklerinden dolayr mikroorganizmalar; enzimlere ve

antikorlara gore daha kullanishdirlar.

Biyokimyasal oksijen istemi (BOD) atik sularda organik kirliligin dl¢iisiidiir ve dlgtim
genellikle 5 giin siirmektedir. BOD sensorleri genellikle oksijen elektrodu yiizeyinde
tutturulmus immobilize mikroorganizma membranindan olusur. Kirlilik kaynagi
emiisyon derecelerinin ve atmosfer kirliliginin 6l¢iimii i¢in, mikrobiyal esasli CO2, NO»,
NHs, CH4, SO, gibi gaz temelli bir¢cok biyosensor gelistirilmistir. Sensor lizerine enzim
immobilizasyonu ile siirekli bir 6l¢iim sistemi olusturabilir ve ¢evresel numunelerde

toksik madde tayini yapilabilir.
28



3.1.7.4 Tibbi Alanda Biyosensor Kullanimi
Biyosensorlerin tibbi analitik sistemlere {istiin gelmesinin nedeni, spesifik bir
metabolitin veya tedavide kullanilan ilacin miktarmin kisa bir siirede tayin

edilebilmesidir. Kisa siireli tayin gerektiren bazi hastaliklar;

¢ Yogun bakim iinitelerinde ve cerrahi girisimlerde hizli doz ayarlamak i¢in ilacin
kan konsantrasyonunun hizli tespiti

e  Prematiire ¢ocuklarm bakim ve takibi

e Implante problarin yerlestirilmesi sirasinda, ilacin kanda uzun siireli
konsantrasyonunun tayini

e Hemodiyaliz

e Yapay pankreas

e Canliya transplante edilmeden organlarin canliligin1 korumak ve islevlerini

degerlendirmek iizere organin prezervasyonu

Enzim ve elektrot yiizeyi arasinda elektrodlarin gidis gelisini saglayan elektron transfer
mediatorlerin kullanilmasiyla enzimatik redoks islevini elektrotla birlestiren yaklasim
en basarili enzim elektrotlardir. Mediatorler, oksijenden daha kolay rediiklenebilen
bilesiklerdir. Bunlar oksijenden bagimsiz olarak calisma imkani sunarlar ve numune

¢ozeltisinde ¢oziiniir halde ve elektrot ylizeyinde immobilize edilerek bulunabilirler.

Gilintimiizde en basarili mediatorle birlikte kullanilan enzim elektrodu, diyabet teshisi
icin kan ve idrarda glukoz tayinini miimkiin kilan amperometrik glukoz biyosensoriidiir.
Glukoz biyosensoriinde, bir biyolojik sividaki glukoz ve ¢oziinmiis oksijen, elektrod
etrafindaki membran1 gegerek elektrod yiizeyine ulastiginda glukoz oksitlenerek
glukonik aside doniigiir ve bu swrada O, harcanir. Ortamdaki glukoz bittiginde O,
tilkketimi durur. O, elektrodu ile baglangictaki ve reaksiyon sonundaki ¢oziinmiis O,
Olgiiliir. Aradaki fark ortamdaki glukozun oksidasyonu i¢in harcanan O, olup buradan

biyolojik sividaki glukoz miktar1 hesaplanir.

Insan viicuduna yerlestirilen biyosensorler sayesinde, biyolojik sivilar viicut digma
alinmadan ve tiiketilmeden analiz edilebilmektedir. In vivo Olgiimlerde, beyin veya
diger dokularda siirekli analiz ve izleme yapilabilen, enzimlerin degistirilebildigi ve bu
sayede farkli maddelerin de analizine imkan veren igne tip mikrodiyaliz biyosensorleri

de son yillarm ilging drneklerindendir. Ilaclarin, viicuttaki diizeylerinin ayarlanmasi,
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kotii amagla kullaniminin engellenmesi ve uyusturucu ile miicadele i¢in biyosensor

caligmalar1 yapilmaktadir.

3.1.8 Enzim Sensorleri

Biyosensor teknolojisinin tarihsel ge¢misine bakildiginda bu alandaki ilk ¢aligmalarin
enzim sensorleriyle basladigi goriilmektedir. 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. Biyosensor teknolojisindeki ilk
ornekler 6zellikle amperometrik ve potansiyometrik temelli enzim elektrodlar1 seklinde
ortaya ¢ikmiglardir. Bu durumun en 6nemli nedeni o tarihteki bilgi ve teknolojik
birikimin s6z konusu ¢alismalar i¢in yeterli diizeye ulasmis olmasidir. Biyosensor
teknolojisinde kullanilan biyolojik materyaller artan komplekslik niteliklerine gore
siralandiklarinda; iyonoforlar, antikorlar, enzimler, lipozomlar, biyomembran pargalari
(6rn.:resptor ), hiicre organelleri (6rn.:mitokondri) doku veya tiim hiicreler ve organlar

( 6rn.: gébrme ve koklama ) seklinde smiflandirilabilirler.

Organ (6rnegin koku alma organi)

T
Doku

1

Tum hiicre

1

Hiicre organeli (6rnegin; mitokondri)

1

Biyomembran (6rnegin; reseptor)

1

Lipozom

1

Enzim

T
Antikor

1

Iyonofor
Biyosensor teknolojisinde kullanilan biyoaktif materyal hiyerargisinde enzimlerin yeri
1960°l1 yillarda biyoloji ve biyokimya bilimlerindeki tarihsel gelisme paralelinde tiim
bu yapilar iginde fonksiyonlar1 nispeten daha ayrintili bir bigimde tanimlanan en 6nemli
grubu enzimler olusturmaktaydi. Bunun yani sira elektrokimya alanindaki gelismeler ,
ozellikle amperometrik ve potensiyometrik esasli sensorlerin pratik uygulamalarda

rahatlikla kullanilabilecegi zemini olusturmustu. Cesitli maddelerin ¢ok sayidaki duyarh

30



ve pratik analizlerine duyulan gereksinimin de artmasiyla ilk enzim elektrodlartyla ilgili
bilimsel c¢aligmalar baslamig oldu. 1960’lardan bu yana iletim ve Olglim
teknolojilerindeki gelismeler elektrokimyasal esaslarin yanisira kalorimetrik, optik ve
akustik temelli sistemlerde de ¢ok onemli gelismelere yol agmustir. Temel bilimlerdeki
ilerlemeler enzimler yanisira diger biyolojik materyallerin fonksiyonlarinin da ¢ok daha
ayrintili bir sekilde ortaya ¢ikarilmasina imkan vermistir. Bu ilerlemelerin dogal bir
sonucu olarak farkli biyolojik materyallerin ve iletim sistemlerinin kombinasyonuyla
cok cesitli biyosensorler gelistirilmis ve gelistirilmeye devam edilmektedir. Bugiinkii 13
sonuca bakildiginda hangi temel iletim sistemi sézkonusu olursa olsun ki
elektrokimyasal esasli olanlarin tartisilmaz bir agirhigi s6z konusudur, pratik ve ticari
uygulamalarda enzim elektrodlarmin biiyiik bir {stlinliigii géze c¢arpmaktadir. Bu
sonuctaki en bilyiikk etmen canli sistemlerle ilgili hemen hemen her tiirlii maddenin
dogrudan veya dolayli olarak analizinde kullanilabilecek binlerce enzimin varhgidir.
Bilinen enzimlerin yan sira bilinmeyenlerin potansiyel varligi, piyasada yiizlerce ticari
enzim preparatinin bulunabilirligi ve bu saymin her gecen giin yiikselmesi enzim
sensorlerinin tartigilmaz tistlinliigiiniin devam edeceginin bir gostergesidir. Son yillarda
organik faz enzimolojisi konusundaki bulgular, enzimler ile organik fazda oldukga
farkl1 analizlerin yapilabilirligini ortaya koymustur. S6z konusu bulgular hem
tasarlanabilecek enzim sensorlerinin sayisinda artisga hem de uygulama alanlarinin
yaygmlasmasina katki saglayacak niteliktedir (Telefoncu [44]). Sekil 3.4’te bir enzim

sensOriiniin genel sematik gosterimi verilmektedir.

B —s

]
A — .:.

Sekil 3.4 Bir enzim sensoriiniin genel sematik gosterimi (A : Analizlenecek madde, B :
immobilize enzim tabakasi, C : iletici ve D : Ol¢lim sistemi)

Sekil 3.5’te goriildiigii gibi sistemin 6zelligine bagl olarak yiikseltici, mikroislemci,

dijital goriintiileyici gibi kisimlar sistem iginde yer alabilirler.
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a) Biyokatolizor
b) Tletici

¢) Yiikseltici

d) Mikroislemci
e) Gosterge

Sekil 3.5 Bir biyosensor sisteminde bulunan bilesenler

3.1.8.1 Enzim Sensérlerin Genel Cahsma ilkesi

En genel anlamda bakildiginda diger biyosensorlerde oldugu gibi enzim sensorleri de;
biyoaktif tabaka, iletici ve 6l¢iim sisteminden olusur. Diger biyosensorlerden tek fark
biyoaktif tabakada biyomolekiil oarak enzimlerin yer almasidir. Buna karsilik diger
biyosensorlerde oldugu gibi biyoaktif tabakanin i¢ ve dis yiizeylerinde membranlar,
iletici ile Ol¢iim diizenegi arasinda sinyal yiikselticiler, mikroislemciler veya olglim
diizenegiyle baglantili kaydedici veya bilgisayar sistemleri gereksinimlerine gore

eklenen unsurlardir ( Telefoncu [44]).

Bir enzim sensoriiniin ¢alisma ilkesi, enzim veya enzimlerin immobilize edilmis oldugu
biyoaktif tabakadaki olaylarm biraz daha yakindan incelenmesiyle daha kolay
anlasilabilir. Sekil 3.6° da biyoaktif tabakada gergeklesen olaylar agisindan bir enzim

sensOriiniin genel ¢alisma ilkesi 6zetlenmistir [49].
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Sekil 3.6 Enzim sensoriiniin genel ¢alisma ilkesi (A: Substrat, B: Kosubstrat veya
Koenzim, C ve F: Uriinler, ¢: Ol¢iim ¢dzeltisi igindeki, t: Biyoaktif tabakadaki ve y:
Elektrot yiizeyindeki konsantrasyonlar; D.T.: Difiizyon tabakasi, O.C.: Ol¢iim ¢dzeltisi,
B.T.: Biyoaktif tabaka, I: iletici)

Sekil 3.6’dan da goriildiigli gibi bir enzim elektrodunda enzimi igeren biyoaktif tabaka,
enzimin katalizledigi reaksiyona uygun bir iletim ve 6l¢lim sisteminin uzantisi olan bir
iletici ile birlestirilmektedir. Iletim sistemi, biyoaktif tabakada gergeklesen enzimatik
reaksiyon sonucu substrat, kosubstrat (veya koenzim) konsantrasyonundaki azalis ya da
iirlin konsantrasyonundaki artis1 tespit edebilecek sekilde segilebilir. Konsantrasyonlarin
hizli bir sekilde dengeye ulasabilmesi i¢in diflizyonu azaltmak amaciyla biyoaktif
tabaka kalinliginin miimkiin oldugunca ince olmasi1 gerekmektedir. Bunun yanisira
biyoaktif tabakada sabit bir substrat konsantrasyonu saglayabilmek i¢in Ol¢liim
cozeltisinin yeterli bir sekilde karistirilmast da gerekmektedir. Dogal olarak tayin
edilecek tiirlerin 6l¢tim ¢ozeltisindeki, biyoaktif tabakadaki ve biyoaktif tabaka-iletici
ara yiizeyindeki konsantrasyonlar1 farkli olur. Iletici sistemin dlgecegi sinyal biyoaktif

tabaka-iletici ara yiizeyindeki konsantrasyonlara iliskindir.

3.1.9 Enzim Immobilizasyonu

Kelime anlami olarak immobilizasyon hareketi sinirlandirma demektir. Immobilize
edilmis enzimlerin de gergekten hareketleri sinirlandirilmis olmaktadir. Enzimlerin
endiistriyel alanda kullanimint artirmak igin, ozellikle son otuz yilda enzim
immobilizasyonu iizerine arastirmalar yogunlagsmistir. Bu alanda yapilan yayinlarin

sayist da yildan yila artmaktadir. Enzimler, suda ¢dziinmeyen bir tastyiciya fiziksel veya
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kimyasal olarak baglanarak immobilize edilebilirler. Suda ¢6ziinmeyen iiriin veren bir
kopolimerizasyon reaksiyonuna enzim molekiiliiniin monomer olarak katilmasi ve suda
¢oziinmeyen bir matriks veya mikrokapsiillerde tutuklanmasiyla immobilizasyon
gerceklestirilir. Immobilize enzimin dogal (serbest) enzime iistiinliikleri su sekildedir;
Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme v.b.) ve
iiriinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz. Cevre kosullarina
(pH, sicaklik vs.) karsi daha dayanakhidir. Bir¢cok kez ve uzun siire kullanilabilir.
Siirekli islemlere uygulanabilir. Dogal enzime kiyasla daha kararhidir. Uriiniin olusumu
kontrol altinda tutulabilir. Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur. Bazi

durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

Enzim immobilizasyonunda dogal veya sentetik organik ve inorganik materyal
kullanilmaktadir. Tastyicinin suda ¢éziinmemesi, Yapisinin gézenekli olmasi, hidrofilik
olmasi, mekanik kararlilik gostermesi, kimyasal ve termal kararlilik gostermesi,
kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilar enzimle kovalent bag olusturabilecek
fonksiyonel gruplar tasimasi, mikroorganizmalar karsi direngli olmasi, zehirli olmamasi,
ucuz ve yenilenebilir olmasi gerekmektedir. Gergek anlamda ilk enzim immobilizasyon
denemelerinin sonuglar1 1950°1i yillarda bir¢ok g¢alisma grubu tarafindan ayni anda
yayinlanmigtir. Daha sonra bu alandaki ¢calismalara diinyanin her alaninda biiyiik bir ilgi

duyulup enzimler degisik amaglarla immobilize edilmistir [5].

3.1.10 immobilizasyon Yéntemleri

Yukarida da bahsedildigi gibi biyosensorler farkli 6zellikteki iki elemanin (transduser
ve biyoreseptor) birlestirilmesiyle olusurlar. Uygun biyoreseptor ve transduser
secildikten sonra bunlarm birbirine baglanmasi asilmasi gereken en 6nemli sorundur.
Bu baglama islemini biyosensoérlerin immobilizasyonu olarak tanimliyoruz. Baglama
isleminde cok degisik yontemler kullanilabilir. Hangi yontemin kullanilacagi segilen
transduser ve biyoreseptore gore belirlenir. Enzimler hiicrelerde biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalize eden proteinlerdir. Hiicrelerde ¢ok onemli metabolik gorevleri
olan enzimler ¢ok c¢esitli amaglar i¢in kullanilmak iizere giinliik hayata girmislerdir. Pek
cok endiistriyel, analitik ve klinik proseslerde enzimler, substrat ¢ozeltisi ile
karigtirilirlar ve {riine doniisiim gerceklestirildikten sonra ekonomik olarak geri
kazanilamazlar. Enzimlerin sadece bir kere kullanilmalari, pahali olmalar1 nedeni ile

biiyilk masraflara neden olmaktadir. Bu nedenle immobilize edilerek defalarca
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kullanilmalar1 ekonomik olarak daha makul olmaktadir. Giiniimiizde ¢ok sayida
immobilize enzim endiistride kullanilmaktadir. Immobilizasyon biyosensérlerin
kararliligt ve tekrar kullanimi agisindan biiylik avantaj saglar. Biyosensor

immobilizasyonunda baslica dort yontem kullanilmaktadir.

a)Kovalent Baglama: Biyoreseptoriin transduser yiizeyine kimyasal bir reaksiyon

sonucu baglanmasidir.

b)Tutuklama: Biyoreseptoriin bir membran veya tabaka (matriks) igerisinde
hapsedilmesidir.

c)Capraz Baglama: Tutuklama yontemi ile kimyasal baglamanin birlestirilmis sekli
olarak uygulanir. Tutuklanmis biyoreseptor glutaraldehid gibi bifonksiyonel reaktiflerle

film veya tabakaya kovalent baglanir.

d)Adsorpsiyon: Biyoreseptoriin film veya tabaka ile hidrofobik, hidrofilik ve/veya
iyonik etkilesim sonucu assosiyasyonudur. Biyoreseptorlerin kimyasal yapis1 ve fiziksel
durumuna goére immobilizasyon yontemi belirlenir. Enzimler i¢in uygulanan tiim
immobilizasyon yoOntemleri protein yapisindaki diger biyoreseptorler igin de
uygulanabilir. Ornegin; Hayvan ve bitki dokular1 membran yapisinda olduklarindan
farkli immobilizasyon ydntemleri uygulamak gerekir. Immobilizasyon yontemine gore

biyosensoriin ortalama omiirleri asagida verilmistir [5].
Adsorpsiyon: 1giin, Membranda tutuklama: 1 hafta,

Fiziksel tutuklama: 3-4 hafta, Kovalent baglama: 4-14 ay.

3.1.10.1 Kovalent Baglama

Enzimler dogrudan transdusere veya dnceden uygun bir film veya tabaka ile kaplanmis
transdusere kovalent olarak baglanabilirler. Enzimler aktive edilmis transduser
yiizeylerine baglanabilecegi gibi 6nceden uygun bir materyale kovalent baglanarak
immobilize edilen enzim preparat1 transduser yiizeyinde bir film veya tabaka
olusturularak da biyosensor hazirlanabilir. Enzimlerin kovalent baglanmasinda
kullanilabilecek tastyicilarin igermesi gereken reaktif gruplar ve bunlarin enzimdeki

hangi aminoasitlerle etkilesime girdikleri Cizelge 3.3’ te verilmistir.
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Cizelge 3.3 Enzim immobilizasyonunda kullanilan maddelerde (tasiyici) bulunan reaktif
gruplar ve reaksiyona girdikleri amino asitlerin fonksiyonel gruplari

Tagycamn reaktif grubu Enzimdeki fonksiyonel grup

ve ilgili amino asit

— MH:{Lys, MN-Terminal)

SH(Cys)

@7.‘241:"
OH (Tyr)

DCriaz ony uTm tuzn

R MNCE MH: (L¥s. M-Terminal)
Fotiyosiyanat
1
i =] -..\_‘-‘
[a] ———— MNH3 (Lys, N-Terminal)
- e

(=]

Asit anhidrit
sit anfacn MH, (Lys. N-Terminal)

SH(Cys)
CHLCOMS
Agil azid ODH (Tyn)
— o
‘-"—--___'
C ——— MNH —  MNH: (Lys, N-Terminal)
N

imidokarbonat

4©7NCD ——— MNH {Ly=s, N-Tarminal}

irosiyanat

— CHCOCI MHg {Ly =, N-Terminal}

Agil klorar

Enzimlerin kovalent baglanmasinda dikkat edilecek onemli nokta, baglanmanin enzim
aktivitesi i¢in esansiyel olan aminoasitler iizerinden ger¢eklesmemesi ve bu gruplarin
baglanma sirasinda sterik olarak rahatsiz edilmemesidir. Cizelge 3.4’te goriildigi gibi
kovalent baglanma enzim molekiilii {izerindeki fonksiyonel gruplar {izerinden

gerceklesir.
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Cizelge 3.4 Enzimlerin kovalent baglama ile immobilizasyonunda bag olusumuna
katilan aminoasitlerin reaktif gruplar

NH; — c—oH —sH ——8 —CH, MH
A B C D Nawy/
E
‘TH
—MH—C NH, AQOH /
F H

(A) : N-Terminal aminoasitlerin amino grubu ve lizinin p-amino grubu, (B) : C-
Terminal aminoasitlerin ve aspartik ve glutamik asidin serbest karboksil gruplari, (C) :
Sisteinin siilthidril grubu, (D) : Metiyoninin tiyoeter grubu, (E) : Histidinin imidazol
grubu, (F) : Argininin guanidil grubu, (G) : Tirozinin fenolik grubu, (H) : Triptofanin
indolil grubu.

Enzim immobilizasyonu ¢ok yumusak kosullarda (oda sicakligi, notral pH vb.)
yapilmalidir [50].
O
=B P

0 0 Y\, "¢ = H-C-CHCHCH-C-H
H-C-CHCHCH—C-H —» H—C’ CI{CI-{CH\H—/ >

O CHO OH o 0 CHO 0
i T I i i I i
H—-G-CHCH—CH-CH-CHCHCH-G-H —5* H-C-CHCH-C=CH-CHCHCH-CG-H
i Q ﬁ' CHO GHO ri?
H—-C-CHCHCH—C-
¢ HCHCH-C R, » H-C-CH,CH,C<{CH-CH,CH,C3,CH-CH,CH,CH,-C-H
() (7)
N - ? GHD GHO 0
NH; ~ NH: HJCJCH;CHTCH CHJCHQCHTCH H—CHZCHZCHTC H

-

P\.P: : Prostetik gruplar O ‘

Sekil 3. 7 Enzim molekiiliiniin glutaraldehid ile ¢apraz baglanmasi
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3.1.10.2 Tutuklama

Enzimler makromolekiiler yapili proteinler olup polimer jel matrikslerde Sekil 3.8’deki
gibi tutuklanabilirler Bu yontem enzimler yaninda organeller, hiicreler ve antikorlar i¢in
de uygulanabilir. Updike ve Hicks, tarafindan hazirlanan, ilk enzim elektrotunda glukoz

oksidaz (GOD) poliakrilamid jelinde tutuklanmistir [51].

Sekil 3. 8 Enzim molekiiliiniin jel iginde veya polimer matrikste tutuklanmasi

Guilbault ve arkadaglarinin hazirladigi1 iireaz elektrotunda ise iireaz silispansiyonu
elektrot yiizeyinde diyaliz membrani tarafindan sarilarak tutuklanmistir [49], [52], [53],
[54]. Cozeltide enzim aktivitesi hizla diistiigiinden fiziksel tutuklama yerine kimyasal
kovalent baglama tercih edilir. Tutuklama i¢in en yaygin kullanilan film veya matriksler

nisasta, poliakrilamid, silikon lastigi, polivinil kloriir ve polivinil alkoldiir.

3.1.10.3 Adsorpsiyon

Immobilizasyonda kullanilan en eski ve en basit yontemlerdendir. Ornegin, glukoz
oksidaz adsorplanmis polietilen membrani ilk olarak 1962 yilinda glukoz biyosensorii
icin Onerilmistir [55]. Genelde, enzim veya biyoreseptor ¢ozeltisine yiizeyi membran
veya film ile kaplanmig transduser daldirilir ve belirli bir siire beklenir. Membran veya
film, immobilize edilecek reseptore gore hidrofilik veya hidrofobik karakterde
secilebilir. Enzimler durumunda daha ¢ok hidrofilik membranlar kullanilir. En ¢ok
kullanilan adsorbanlar; selilloz asetat membranlari, polistiren, polivinil kloriir ve
silikadir. Sorpsiyon tersinir bir olay oldugundan adsorpsiyon ile immobilizasyon
giivenilir bir yontem degildir ama yine de biyosensorlerde basarili uygulamalar1 vardir

[49]. Sekil 3.9’da enzim molekiiliiniin elektrot yiizeyine adsorpsiyonu goriilmektedir.
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Sekil 3. 9 Enzim molekiiliiniin elektrot yiizeyinde adsorpsiyonu

3.1.10.4 Capraz Baglama
Bu yontem biyosensér hazirlanmasinda daha ¢ok tutuklama ve kovalent baglama
yontemlerinin birlestirilmesi seklinde uygulanir. Sekil 3.10°da enzim molekiiliiniin film

veya tabakaya capraz baglanmasi goriilmektedir.

Sekil 3.10 Enzim molekiiliiniin film veya tabakaya ¢apraz baglanmasi

Capraz baglayici reaktif olarak glutaraldehid, hekzametilen diizosiyanat, diflorodinitro
benzen, bismaleimido hekzan, disiiksinil suberat sik kullanilan reaktiflerdir. Baz1 ¢apraz
baglayici reaktiflerin formiilleri Sekil 3.11°de verilmistir. Glutaraldehit en sik kullanilan

bifonksiyonel reaktiftir. Ortamdaki konsantrasyonu %2-5 (w/w) olmalidir [56].
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¥ /
c CH2 CHz CH o}
H/ N 2 ~~H
Glutaraldehit
0 =——c —N (CHp)g N cC——=0
Hekzametilen diizosiyanat
NO;
NCO
O;N F
SCN CHj
. F
 2-izosiyanato-4-
izotiyosiyanato-Toluen 1,5-difloro-2,4-dinitro benzen

Sekil 3. 11 Bazi bifonksiyonel reaktiflerin kimyasal formiilleri

3.1.11 Enzim Sensorlerinin Simiflandirilmasi
Enzim sensorlerinin smiflandirilmasi genel olarak, enzimatik reaksiyon sonucu olusan
sinyalin belirlenme ilkesine gore yapilmaktadir. Bu ¢ergevede Cizelge 3.5’de soz

konusu siniflandirma 6zetlenmektedir [49].
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Cizelge 3.1 Enzim sensorlerinin siniflandirilmasi

1.Elektrokimyasal Esash Enzim Sensorleri
Amperometrik esash enzim sensorleri
* Birinci nesil amperometrik enzim elektrodlar1
«  Ikinci nesil amperometrik enzim elektrodlar1
+  Ugiincii nesil amperometrik enzim elektrodlar1
Potansiyometrik enzim sensorleri
* Proton duyar potansyometrik enzim elektrodlar1
*  Amonyum duyar potansiyometrik enzim elektrodlar1
* Karbondioksit duyar potansiyometrik enzim elektrodlar1
* Diger iyon duyar potansiyometrik enzim elektrodlar1
Yan iletkenleri esas alan enzim sensorler
* Enzim alan etki transistorleri (ENFET)
2. Optik esash enzim sensorleri
* Absorpsiyon esasli optik enzim sensorleri
* Flouresans esasl optik enzim sensorleri
* Biyoliiminesans esasl optik enzim sensorleri
3.Piezoelektrik esash enzim sensorleri

4.Kalorimetrik esash enzim sensorleri

3.1.11.1 Potansiyometrik Esash Enzim Sensorleri

Akimin ¢ok az gectigi veya hi¢ gegmedigi sistemlerde, indikator elektrodun referans

elektroda kars1 gosterdigi, konsantrasyon degisimine bagl olarak degisen potansiyelin

Olgiildiigii tayin yontemine potansiyometri denir. Calisma elektrodu, ¢ozeltideki

tiirlerden bazilarina se¢imlilik gosteren ve i¢ kisminda bir bagka karsilastirma elektrodu

ile nicel analizi yapilacak tiiriin belli derisimdeki ¢ozeltisi bulunan ve bir membran ile

analizi yapilacak ¢ozeltiden ayrilmis bir elektrottur. Analizi yapilacak ¢ozeltiye

daldirilan bu elektrot ile aymi ¢ozelti ile temasta olan bir karsilastirma elektrodu

arasinda olusan gerilim degeri ile analizi yapilan tiir arasinda logaritmik bir iliski vardir.

Bu hiicre geriliminin 6l¢timii sirasinda iki elektrot arasinda uygun bir devre yardimiyla

bir akimin gegmemesi saglanir. Sekil 3.12°de potansiyometrik bir 6lgiim sistemi

sematik olarak goriilmektedir.
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dijital bir
potansiyornetre

rafarane alaktnot indikalar elektrot
ahalil gozahisi kA | aldif eleldrol yuzeyi

......

Sekil 3. 12 Potansiyometrik 6l¢iim sisteminin sematik olarak gosterimi

Icte ve dista bulunan ¢dzeltilerde analizi yapilacak tiiriin derisimi acisindan bir fark
varsa membranin i¢ ylizeyi ve dis ylizeyi arasinda bir gerilim farki olusur. Bu gerilim
farkinin degeri analizi yapilan tiire ve derisimine bagl oldugu gibi, membranin cinsine
ve ¢ozeltide bulunan 6teki bilesenlerin tiir ve miktarlarma da baghdir. Iyon secici
elektrotlar olarak adlandirilan bu elektrotlarm en ¢ok bilineni, H" iyonlarina kars:
secimlilik gdsteren ve ince bir cam zarin membran olarak kullanildig1 cam elektrottur.
Bir iyon segici elektrotla dlgiilen gerilim degeri, elektrodun se¢imlilik gosterdigi tiire ek
olarak c¢ozeltide bulunan diger tiirlerden de etkilenir. Potansiyometrik sensorlerin
duyarl, kararli, dayanikli olmas1 ve hizli cevap {iretmesi istenir. Potansiyometri esaslh
ve biyoaktif bilesen olarak enzimlerin kullanildigi baz1 biyosensorlere iliskin 6rnekler

asagida verilmistir [47].
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Glutaminaz
Glutamin > Glutamat + NH;

(NHs + H;,0 «— NH,* + OH")

Amonyum Duyar Sensor

Aspartam Karboksipeptidaz A a-Ketoglutarat + L- Aspartik Asit
L- Aspartik Asit L-Aspartaz Fumarat + NH,"

Kreatinaz
Kreatinin > NH; + Kreatin

Amonyok Duyar Sensor

L-Fenilalanin Amonyak Liyaz
L- Fenilalanin » NH," + trans-sinnamat

( NH4+<__> NH3 + H+)

Malat Dekarboksilaz
Malat . Laktat + CO,

L

Karbondioksit Sensorii

Okzalat +O, Okzalat Oksidaz  2C0, + H,0,

>

B-Siyanoalanin sentetaz
Sistein + CN™ » HS +1- siyanoalanin

Siyaniir Sensorii

Glukoz oksidaz
Glukoz + O, . Glukonik Asit + H,0O,

H,0, + 21" + 2H" Peroksidaz I, + 2H,0

n
>

Iyon Duyar Elektrot
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pH Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlari: Proton konsantrasyonundaki
degismeyi belirlemek amaciyla tasarlanan bu tiir enzim elektrotlarinda temel sensor
olarak en yaygin bir sekilde klasik cam elektrotlar1 kullanilir [52]. Bunlarin yanisira
antimon elektrotunda oldugu gibi H* iyonlarina duyar bazi metalik elektrotlarmda
kullanilmas1 miimkiindiir. Temel ilke proton konsantrasyonundaki kiigiik farklarin
belirlenmesidir. Potansiyometrik enzim sensdrlerine verilebilecek en klasik 6rnek tire

tayinine yonelik sensordiir.

Ureaz
O:C(NH2)2+ HQO— 3% CO, +H,0

pH Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlarinin Baz1 Uygulamalan
pH duyar potansiyometrik enzim elektrotlarina iliskin secilmis Ornekler asagida
verilmistir. Bu tiir enzim sensorlerinde temel iletici olarak genelde cam pH duyar

elektrotlar kullanilir.

1)Penisilin Tayini [52]

Penisilin Penisilinaz _Penisilioat +H"

2)Ure Tayini [52]
Ure + H,O Ureaz ‘COZ + 2 NH3

(COZ + H,O «—» HCO3 + H+)

(NH3 + H,0 -« NH4+ +OH")

3)Glukoz Tayini [57], [58]

Glukoz + O, Glukoz oksidaz Glukonik Asit + H,0,

v

Amonyum Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlari: Amonyum iyonlarina duyar
temel sensor ile enzimin birlestirilmesiyle hazirlanan bu elektrotlar genelde H*, K* ve

Na* gibi tek yiiklii katyonlara da duyarlik gdsterdikleri i¢in 6l¢lim ortamlarinda benzer
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maddelerin bulunmasit durumunda girisim problemleri ortaya ¢ikmaktadir. Girisim

etkilerini azaltmak i¢in degisik yontemler kullanilmaktadir [5].

Amonyum Duyar Potansiyometrik Enzim Elektrotlarinin Bazi Uygulamalan
Amonyum duyar potansiyometrik enzim elektrotlarina iligkin se¢ilmis drnekler asagida

verilmistir. Bu tiir enzim sensorlerinde temel iletici olarak NH," duyar elektrotlar

kullanilir.
1)Ure Tayini
Ure + H,0 Ureaz CO; + 2NHj;

(COZ + H,0 <«—> HCO3 + H+)

(NH; + H,0 NH,* + OH")
+—>

2) L-Amino Asit Tayini

L-Aminoasit + H,O + O,  L- Amino Asitoksidaz ~ 2-Okzoasit + NH," + H,0,

H,O, Katalaz H.O + ' O,
—_—

( L-Amino asit + 2-Okzoasit + NH4")

72 O3

3) Glutamin Tayini

Glutamin Glutaminaz Glutamat + NH;
_—

(NH3 + HzO<—> NH4+ + OH_)

3.1.12 Enzim Elektrotlarinda Performans Faktorleri

Hazirlanan biyosensoriin hedeflenen amaclar ¢ercevesinde kullanilir olup olmadigma,
ancak performans faktorlerinin ayrtili bir sekilde belirlenmesinden sonra karar

verilebilir (Telefoncu [59]).
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3.1.12.1 Kalibrasyon ve Duyarhlik

Duyarlilik derisimdeki bir birim degisiklik i¢in biyosensor sinyalinin zamanla degisimi
olarak tanimlanir. Ideal olarak bir biyosensoriin duyarliligim biyosensér émrii boyunca
sabit kalmalidir. Biyosensoriin duyarliligi, analizi yapilacak maddenin bir dizi belli
konsantrasyondaki ¢ozeltilerini iceren standart ¢ozeltiler ile yapilan dlgiimler sonucu
kalibrasyon grafigi ¢izilerek kolayca belirlenebilmektedir. Zamanla bir biyosensoriin
duyarliligindaki degisimin belirlenmesi i¢in genellikle hergiin kalibrasyonunun

yapilmasi gerkemektedir (Telefoncu [59]).

3.1.12.2 Kararhhk

Kararlilik biyosensor Omriiniin uzunlugu hakkinda bilgi verir. Uzun Omiir ayni
materyalle cok sayida analizin yapilabilecegini anlatir. Bu durumda isgiicii ve maliyet
acisindan Onemli avantajlar saglanir. S6z konusu Omiir, onlarin saklama ve g¢alisma
kosullar1 agisindan baslica iki durumda incelenir. Dogal olarak kullanilmadan ideal
kosullarda saklandigindaki 6miir ile siirekli calisma kosullarindaki 6miir farkli olacaktir.
Biyolojik materyal agisindan biyosensoriin kararliligi incelendiginde enzimin saflik
diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yontemi gibi parametreler 6nem tasir. Genellikle
fiziksel immobilizasyon yontemlerinin kullanilmasi durumunda biyosensér Omrii

kimyasal yontemlere gore daha kisadir (Telefoncu [59]).

Biyolojik materyal a¢isindan enzim sensoriiniin kararliligi incelendiginde enzimin saflik
diizeyi, kaynagi ve immobilizasyon yontemi gibi parametrelerin dnem tasidigi goriiliir.
Calisma kosullar1 agisindan bakildiginda, analiz i¢in yeterli kosullar1 sagliyorsa nispeten
diisiik sicakliklarda ¢alismak biyosensor Omriinii uzatir. Saklama acisindan bakildiginda
+4 °C de mikrobiyal iiremeye izin vermeyecek ortamlarda saklama ayni yonde bir katki
saglayacaktir. Biitiin bunlarla birlikte reaksiyon triinlerinin bazi durumlarda enzim
inaktivasyonuna neden olabilecegi, kofaktér veya araci igeren sistemlerde bunlarin

kaybmin aktivite diigiisiine yol agacagi unutulmamalidir.

3.1.12.3 Tayin Arahg: ve Tayin Sinir1

Kalibrasyon grafiginde substrat derisimi ile sensor cevabi arasindaki iliskinin dogrusal
oldugu derisim araligma ‘‘dogrusal ¢alisma aralig1’’ denir. Bu dogrusal grafigin en alt
sinirt; tayin smirt olarak tanimlanir. Dogrusal tayin araligmmin ve tayin sinirmin

uygunlugu i¢in, analizlenecek maddenin analiz ortamdaki diizeyi ve girisim yapabilecek
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maddelerin olmasi olduk¢a Onemlidir. Bunun yanisira biyosensor cevabini etkileyen
parametreler dogrudan sensdr kalibrasyonunu da etkiler. Ornek olarak enzim
sensoOrlerinde baslica pH, sicaklik ve bozucu tiirlerin sensor cevabini etkileyerek tayin

araligini degistirebilecegi goriiliir (Telefoncu [59]).

3.1.12.4 Cevap Siiresi

Cevap zamani biyosensoriin analizlenecek maddenin bulundugu ortama temas ettigi
andan sinyalin kararli hale geldigi ana kadar gegen siiredir. Cok sayida numunenin s6z
konusu oldugu analizlerde en kisa siirede elde edilen Sonug¢ biiyilk 6nem tasidigindan

biyosensoriin cevap siiresinin kisa olmast istenir (Telefoncu [59]).

Girisim yapan iyonlar, bir Nernst potansiyel farki olugmasi i¢in taginmasi gereken

iyonlarin aktif elektrot ylizeyine ulagmalarin1 geciktirir ve cevap zamanini etkiler.
Cevap zamani asagidaki islemlerle azaltilabilir;
1. Etkili karistirma (veya akis hizinin artirilmasi),

2. Membran ylizeyinden kirliliklerin uzaklastirilmasi veya cok kiigilk membran yiizeyli

mikro-elektrotlar kullanilmasi,
3. Olgiim sirasinda ¢ozelti konsantrasyonunun seyreltikten derisige dogru olmast.

Notral tastyict membranlarda, aktif maddeye (ligand veya kompleks) ¢cozeltideki iyonun

tutunma hizi, cevap zamanini etkileyen en 6nemli faktordiir. Bunun disinda;
1.Iyon ekstraksiyon kapasitesi 2. Diflizyona kars1 direng

3.Membran kalinlig1 4. Membrandaki ¢6ziicliniin polaritesi de cevap

zamanini etkileyen faktorlerdir.

3.1.12.5 Segicilik

Ideal bir biyosensdriin sadece hadef analitin derisimindeki degisikliklere cevap vermesi
ve diger tirlerin varligindan etkilenmemesi gerekir (Telefoncu [59]). Enzimatik
reaksiyonun substrat ve iirlinleri ile girisim yapan maddelerin bulunmasi durumunda
sensOr sinyali etkilenerek hedef analitin derigimi yanlis tayin edilir. Bu problem, girisim
veren maddenin bir 6n iglemle uzaklastirilmasi veya bunlardan etkilenmeyen bir sensor

kullanilmasi ile giderilmesi ile giderilebilir.
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Sadece tek bir iyona duyarl bir elektrot yoktur. X iyonunu 6lgmek igin kullanilan bir
elektrot Y iyonuna da duyarli olabilir. Diger iyonlarin varligi elektrot performansini
onemli Olciide zayiflatir. Bu iyonlarin girisimi, elektrot membraninin yapisina bagh
olarak cesitli sekillerde olabilir. Segicilik ilk kez Nicolsky tarafindan hidrojen ve
sodyum iyonlarma duyarlilik gosteren cam elektrot i¢in kullanilmis ve asagidaki
esitlikle verilmistir. Pek ¢ok iyon segici elektrot (ISE) ¢ogunlukla asagidaki esitlige
uygun davranir [14].

0,0592
n

E=E° +

log [a,‘ +Z(k"°‘ a,"’"’ )]

xy

a, = Olgiilecek iyonun aktivitesi
ay = Girisim yapan iyonun aktivitesi
ny, ny = Her bir tiiriin yiikii

kP, = Segicilik katsayis:

Denklem, bir elektrotun oOlcililecek X iyonu ve biitlin girisim yapan iyonlara cevabini
gosterir. Elektrotun farkli iyonik tiirlere kars1 duyarliligr secicilik katsayisi ile belirlenir.

Secicilik katsayis1 biiyiidiik¢e elektrotun dlgiilecek iyona duyarlilii azalir.

Secicilik katsayisi; ayr1 ¢ozelti metodu, ana iyonun girisim yapan iyon ¢ozeltisine
ilavesi metodu, girisim yapan iyonun ana iyon ¢Ozeltisine ilavesi metodu ile
hesaplanabilir. Segicilik katsayismnin hesaplanmasinda metotlardan herhangi birisi

kullanilabilir.

3.1.12.6 Tekrarlanabilirlik

Enzim sensorlerinde tekrarlanabilir sonuclar elde edilmesinde kullanilan enzim
aktivitesi, kararlilig1 ve saflik diizeyi biiylik 6nem tasir. Ancak karakteristik 6zellikleri
cok 1iyi bilinen enzim preparatlarinin kullanilmas1 surumunda bile sensor hazirlama
asamalar1 ve c¢alisma ortam ve kosullar1 acisindan beklenen niteliklerde biiyiik
farklanmalar  gozlenebilir. Bu nedenle hazirlanan sensorle tekrarlanabilirlik

denemelerinin gergeklestirilmesi bir zorunluluktur (Telefoncu [59]).

3.1.12.7 Sicakhk
Enzim katalizli reaksiyonlarin hizlar1 sicaklia ¢ok duyarhidir. Enzimin optimum

sicakligindan uzaklagilmast durumunda O&zellikle termal kararliligi diisiik olan
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enzimlerin tersinmez denatlirasyonuna neden olarak sensdr cevabini olumsuz yodnde

etkiler.

3.1.12.8 Tibbi Uygulamalarda Kullanilacak Biyosensérler i¢cin Biyouyumluluk
Hastalik  tedavisinde veya  biyosensoriin  insan  viicuduna uzun  siireli
implantasyonlarinda 6nem kazanmaktadir. Biyosensoriin  bulundugu biyolojik

elementlerin aktivitesini etkilememesi gerekmektedir.

3.2 Glutamin Tayininde Kullanilan Biyomateryallere Genel Bakis

3.2.1 Glutaminaz
Glutaminin; glutamat ve amonyum iyonlarina doniisiimiinii katalize eder.Olusan
amonyumun pek ¢ogu tireye doniistiirtiliir.

] Glutaminaz
Glutamin Glutamat + NH,"
—>

3.2.2 Nonaktin

Giiniimiizde valinosimin ve makrotetrolit grubu antibiyotikler sirasiyla K* ve NH,"
katyonlar1 i¢in en uygun komplekslestirici ligandlardir. Bu antibiyotikler diizenli
siralanmis oksijen atomu igeren bosluklu yapilardir. Komplekslestirici molekiil, ¢ok
disli bir ligand olmali ve i¢inde oyuk bulunduran kararh bir yapiya sahip olabilmelidir.
Oyuk, katyonu i¢ine almaya uygundur. Katyonlar i¢in polar koordinasyon gruplari,
ligand atomu olarak tercihen oksijen icermelidir. Nonaktin; sodyum (Na*) ve potasyum
(K")’nm her ikisinin de bulundugu bir ortamda sadece K" iyonlarmi yakalayarak, hiicre
duvarlarindan iceri sizdirir, bu esnada Na® iyonlarinin gecisi miimkiin olmamaktadir
[60]. Nonaktin, NH," katyonu icin en uygun liganddir, aktinomiset kiiltiirlerinden elde
edilir. Nonaktinin dort eter oksijeni amonyum iyonu ile hidrojen bagi olustururken dort
karbonil oksijeni katyonu dipol interaksiyonu ile kararli hale getirir. Son zamanlarda
amonyum gibi katyonlarmm mikromolar seviyede tayini icin ticari iyon segici
elektrotlarda kullanilmaktadir. Boyle iyon-segici sensorler, biyolojik drneklerde iire ve
kreatin konsantrasyonlarmin indirekt olarak Slclilmesine faydalidir. Nonaktinin yapisi

Sekil 3.13’de goriilmektedir [60].
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H H 4 H H

Hesene

Sekil 3.13 Nonaktin’in yapis1

3.2.3 Palmitik asit

Palmitik asit [UPAC adlandirma sisteminde hekzadekanoik asit olarak adlandirilir. Bitki
ve hayvanlarda bulunan en yaygin doymus yag asitidir. Molekiil formiili
CH3(CH2)14COOH’ tiir ve beyaz kati1 goriiniimdedir. Adindan da anlasilacagi gibi
palmiye agacinin yaginda ve palmiye ¢ekirdeginde bulunur. Ayrica tereyagi, peynir, siit
ve ette de bulunur. Palmitik asit tlirevleri II. Diinya Savasi’nda napalm {iiretimide

kullanilmistir [61].

3.2.4 Dioktil Sebakat (DOS)

Dioktil sebakat (DOS) renksiz veya agik sar1 renkte ve 6zel kokuya sahip yagimsi bir
sividir. Hidrokarbon, alkol, ester tipi, eter, benzen ve diger organik c¢oziiciilerde
¢Oziinlir. Az buharlasan ve plastiklestirme hiz1 yiliksek olan DOS; soguga ve 1s18a karsi
dayaniklilik gosterir. Genellikle PVC, kloroetilen kopolimeri, nitroseliiloz ve sentetik
kauguk, gibi maddeler de plastiklestirici madde olarak kullanilir. Ozellikle soguga kars1
diren¢li kablolarm, cilt bezinin, ince film, serit materyalleri vb. Yyapiminda

kullanilmaktadir. Yapisal formiili Sekil 3.14’de verilmistir.

CH;CH,CH,CH,CHCH,00C(CH,)sCOOCH,CHCH,CH,CH,CH;
Sekil 3.14 Dioktil Sebakat’m yapisi

3.25 Glutaraldehit

Glutaraldehit, 6zellikle enzimlerin kovalent immobilizasyonunda siklikla kullanilan
biyofonksiyonel bir reaktiftir.Biyosensor gelistirilmesinde kullanilan biyoaktif
materyallerin (enzim, hiicre, doku, vb), jelatin, kollajen, kitosan gibi biyolojik
molekiillerle birlikte glutaraldehit ile c¢apraz bag olusturmast esasma dayal

immobilizasyon yontemi oldukc¢a sik kullanilmaktadir. Yontem kolay uygulanabilir
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olmasmin yaninda immobilize sistemin termal, operasyonel ve depo kararliligini

arttirmasi bakimindan tercih edilmektedir (Akyilmaz [62]).

3.2.6 Poli(vinilkloriir) (PVC)

Oldukca genis kullanimi olan bir plastiktir. Kimyasal endistrisinde en degerli
iiriinlerden biridir. PVC; amorf plastiklerin baginda gelir, beyaz veya acik sar1 renkli toz
polimerdir. Son yillarda, PVC geleneksel yap1 malzemeleri olan ahsap, beton ve Kilin
bircok alanda yerini almustir. Iyonoforlar ile birlikte poli(vinilkloriir) (PVC) nin
kullanim1 biyosensorlerin cavap stirelerinin daha kisa olmasi, tekrarlanabilir,liginin iyi

olmas1 ve tasariminin kolay olmasi gibi avantajlar saglamaktadir (Butt and Cammann
1992 [63]), (Saurina vd [64]).

Genellikle enzimler PVC iyon-segici membranlara glutaraldehit ¢apraz baglama
reaksiyonlar1 ile immobilize edilirler (Butt and Cammann [63]), (Bilitewski vd [65]).
Fakat PVC membranin hidrofobik yiizeyine enzimin immobilize edilmesi zordur. PVC
membranda fonksiyonlu gruplar olusturarak daha etkili enzim immobilizasyonu

gergeklestirilebilir.

3.2.7 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC)
1- etil — 3- (3 — dimatilaminopropil) karbodiimid, ¢alismada poli(vinilkloriir) membrani

aktiflestirmek amaci ile kullanilmistir.

(CH3)2 N- (CH2)3_ N=C=N - CzH

R R

O N=C=N
R{JKDH + HZN’R2 - )l\ .Ry

Sekil 3.15 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC)’in formiilii ve yapisi
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BOLUM 4

MATERYAL VE METOD

4.1 Kullamlan Cihazlar

Cozeltilerin potansiyel dl¢iimleri ORION 4Star Benchtop pH-iyonmetre ile yapildi. pH
Olgtimleri ise; Sartorius PB-11 pH metre kullanildi. Referans elektrot olarak ¢ift temasli
glimiis-giimiis kloriir elektrot kullanild1 (Orion 90-02). Bu elektroda i¢ dolgu ¢ozeltileri
olarak ORION 900002 ve 900003 katalog numarali ¢ozeltiler dolduruldu. Coézelti
ilaveleri i¢cin Brand marka mikropipetler kullanildi. Caligmalar siiresince kullanilan

bidestile su PURELAB Classic cihazi kullanilarak temin edildi.

4.2 Kullamlan Numuneler

4.2.1 GNC L-Glutamin Kapsiilii

GNC Live Well firmasmdan satm alimmustir.

4.2.2 Serum Numunesi

Yildiz Teknik Universitesi Saglik Merkezi’nden temin edilmistir.

4.2.3 Beyin Omurilik Sivis1 (BOS) Numuneleri
Glutamin tayininde kullanilan BOS numuneleri Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip

Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali Biyokimya Laboratuari’ndan temin edilmistir.

52



4.3 Kullanilan Enzimler

Calismada kullanilan glutaminaz enziminin numarasi, elde edildigi kaynak ve temin
edildigi firma Cizelge 4.1°de verildi.

Cizelge 4.1 Kullanilan enzimlerin adlari, numaralari, kaynaklar1 ve temin edildikleri

firmalar
Enzimin Ad1 Numarasi Kaynag Firmasi
Glutaminaz E.C.3.5.1.2 E. coli Sigma
(10 U/mg)

4.4 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan glutaraldehit, palmitik asit, 1-etil-3,3-dimetilaminopropil
karbodiimid (EDC), Trizma Bazi, Trizma HCI, glutamin ve amonyum Kkloriir
Sigma’dan; nonaktin, bis-(2-etil) hekzil sebakat (DOS), poli(vinil kloriir) (PVC)
Fluka’dan, tetrahidrofuran (THF) Merck’den temin edildi ve saflastirilmadan kullanildi.
Kullanilan amino asitler ise, L-Alanin Fluka’dan, L-Arjinin, L-Valin, L-Askorbik Asit,
L-Lizin monohidrat, L-Histidin, L-Metiyonin, L-Serin, L-Glisin ve L-Sistein Sigma’dan

temin edildi.

4.5 Kullanilan Cozeltiler

4.5.1 TRIS tampon ¢ozeltisi
Trizma bazi ¢ozeltisi: Hassas terazide tartilan 6,055 g Trizma bazi suda ¢6ziilerek hacmi

500mL’ye tamamlanarak 0,1 M’lik stok ¢ozelti hazirlandi.

Trizma-HCI ¢o6zeltisi: Hassas terazide tartilan 7,88 g Trizma —HCI suda ¢oziilerek
hacmi 500mL’ye tamamlanarak 0,1 M’lik stok ¢6zelti hazirland:.

Hazirlanan stok ¢ozeltilerden belli oranlarda karistirilarak pH 7,4’e ayarlandi. Tampon

¢Ozeltiler kullanilmadiklar1 zaman buzdolabinda sakland1.
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4.5.2 Amonyum Kloriir Cozeltileri
Stok amonyum kloriir ¢ozeltileri: 1,0M standart amonyum kloriir ¢dozeltileri
kullanilarak 1,0x10™ -1,0x10°M konsantrasyon arahiginda bir seri stok amonyum kloriir

¢oOzeltileri hazirlandi.

Amonyum Kloriir kalibrasyon c¢ozeltileri: Kalibrasyon egrilerinin ¢izilmesi igin

kullanilan amonyum kloriir ¢ozeltileri Cizelge 4.2°de belirtildigi sekilde hazirlanmigtir.
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Cizelge 4.2 Amonyum kloriir kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Hazirlanan )
Amonyum Ilave edilen stok amonyum kloriir ¢ozeltileri (M) (mL) 0,1M
Kloriir TRIS
cozeltileri Tamponu

(M) 1,0 | L,ox10" | L,ox10? | 1,0x10% | 1,0x10% | 1,0x10° | 1,0x10° | (ML)
1,0x107 2,50 2,50
5,0<107 1,25 2,50
2,5%x107 0,625 2,50
1,0x107 2,50 2,50
5,0x10° 1,25 2,50
2,5%x107 0,625 2,50
1,0x107 2,50 2,50
5,0<10™ 1,25 2,50
2,5x10™ 0,625 2,50
1,0x10™ 2,50 2,50
5,0x10° 1,25 2,50
2,5%x107° 0,625 2,50
1,0x107° 2,50 2,50
5,0x10° 1,25 2,50
2,5x10° 0,625 2,50
1,0x10° 2,50 2,50
5,0x107" 1,25 2,50
2,5x10” 0,625 2,50
1,0x10™ 2,50 2,50

pH’lar 8,5’e ayarlandiktan sonra her bir ¢ozeltinin hacmi bidestile su ile 25,00 mL’ye

tamamlandi.

4.5.3 Glutamin Cozeltileri

3,6537 g glutamin bidestile suda ¢oziiliip hacmi 25 mL’ye tamamlanarak 1,0 M’lik
¢ozeltisi hazirlandiktan sonra gerekli seyreltmeler yapilarak 1,0x107-1,0x10°
5Mkonsantras.yon araliginda stok glutamin ¢ozeltileri hazirlandi.

Glutamin tayini icin kalibrasyon cozeltileri: Kalibrasyon egrilerinin ¢izilmesi igin

kullanilan L-glutamin ¢ozeltileri Cizelge 4.3’de belirtildigi sekilde hazirlanmigtir.
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Cizelge 4.3 Glutamin kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Hazirlanan
L-
Glutamin
Cozeltileri
M)

Ilave edilen stok L-glutamin ¢ézeltileri (M) (mL)

1,0

1,0x10*

1,0x107

1,0x10°

1,0x10™

1,0x10°

0,1M

TRIS
Tamponu

(mL)

1,0x10™

2,5

5,0<107

1,25

2,5x107

0,625

1,0x10™

2,5

5,0x10™

1,25

2,5x107

0,625

1,0x107

2,5

5,0x10™

1,25

2,5x10™

0,625

1,0x10™

2,5

5,0<10°

1,25

2,5x107

0,625

1,0x107

2,5

5,0<10°

1,25

2,5x10°

0,625

1,0x10°

2,5

pH’lar 7,4’e ayarlandiktan sonra her bir ¢6zeltinin hacmi bidestile su ile 25,00 mL’ye
tamamland.
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4.5.4 Calsma Elektrodu I¢ Dolgu Cozeltisi
Amonyum, glutamin tayini i¢in hazirlanan ¢alisma elektrotlarinda i¢ dolgu ¢ozeltisi
olarak Cizelge 4.2°de belirtildigi gibi hazirlanan 1,0x10*M amonyum kloriir (pH 7,0)

¢Ozeltisi kullanildi.

455 GNC L-Glutamin Kapsiiliinde Glutaminin Tayini i¢in (Standart Katma
Yonteminde) Kullanilan Cozeltiler

Standart katma yontemiyle glutamin biyosensorii yardimiyla L-glutamin tayininde
kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanmasi Cizelge 4.4’de verildi

Cizelge 4.4 Glutamin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Cozelti No
1 2 3 4 5 6 7
flave edilen 10°M
L-glutamin 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
cozeltisi (mL)
0,01M TRIS
tamponu (pH 7,4) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
(mL)
GNC L-glutamin 100 100 100 100 100 100 100
kapsiil (uL)
Saf su ilave edilerek ¢ozeltiler belirlenen optimum pH’a
ayarlanarak ¢6zelti hacmi 25,0 mL’ye tamamlandi.

456 Serumda Glutamin Tayini I¢in (Standart Katma Yénteminde) Kullanilan
Cozeltiler

Standart katma yontemiyle glutamin biyosensorii yardimiyla L-glutamin tayininde

kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanmasi Cizelge 4.5’de verildi.
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Cizelge 4.5 Glutamin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Cozelti No
1 2 3 4 5
[lave edilen 5x10* M
L-glutamin ¢ozeltisi 0 0,1 0,2 0,4 0,6
(mL)
0,01 M TRIS
tamponu (pH 7,4) 5,0 5,0 5,0 50 5,0
(mL)
Serum (uL) 175 175 175 175 175

Saf su ilave edilerek ¢ozeltiler belirlenen optimum pH’a ayarlanarak
¢ozelti hacmi 25,0 mL’ye tamamlandh.

4.5.7 Beyin Omurilik sivis1 (BOS)’ta Glutamin Tayini icin (Standart Katma

Yonteminde) Kullanilan Cozeltiler

Standart katma yontemiyle glutamin biyosensorii yardimiyla L-glutamin tayininde

kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanmasi Cizelge 4.6’de verildi.

Cizelge 4.6 Glutamin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Cozelti No.
1 2 3 4 5
ilave edilen 10* M
L-glutamin 0 0,1 0,2 0,4 0,6
¢oOzeltisi (mL)
0,01 M TRIS
tamponu (pH 7,4) 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
(mL)
BOS-1 ve BOS-2 100 100 100 100 100

numuneleri (uL)

Saf su ilave edilerek ¢ozeltiler belirlenen optimum pH’a

ayarlanarak ¢6zelti hacmi 25,0 mL’ye tamamland.
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4.6 Amonyum - Secici Elektrotlar

4.6.1 Amonyum — Segcici Elektrotlarin Hazirlanisi

Palmitik asit igeren PVC kullanilarak hazirlanan amonyum-secici membranin bilegsimi
Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7 PVC ve palmitik asit kullanilarak hazirlanan amonyum-segici
membranlarin bilesimi

Membran
Membran bilesenleri % Kiitle, mg
PVC 30,0 118,0
Palmitik asit 3,0 13,6
Nonaktin 3,0 12,6
Bis-(2-etil)hekzil sebakat (DOS) 64,0 255,8
Tetrahidrofuran (THF) 5mL

Membrani hazirlamak i¢in, herbiri ayr1 ayr1 hassas terazide tartilmis olan, toplam 400
mg civarindaki membran bilesenleri 5 mL THF’de ¢6ziildii ve 45 mm’lik cam halkaya
dokiilip 24 saat THF’nin uzaklasmasi i¢in bekletildi. Olusan membrandan 5Smm
capinda yuvarlak diskler kesilerek cam bir tiipiin ucuna monte edildi. Bu tiipiin igerisine
ic dolgu ¢ozeltisi olarak 1,0x10”M NH,CI (pH 7,0) ¢dzeltisi dolduruldu ve i¢ine AgCl

ile kaplanmig giimiis tel daldirilarak amonyum-segici elektrotlar hazirlandi.

Cift temash glimiis-giimiis klorlir referans elektrot kullanilarak olusturulan

elektrokimyasal hiicrenin semasi soyledir:

Referans elektrot / deney ¢izeltisi / membran / 1,0x10~> M NH,CI (pH 7,0) / Ag;AgCl

Elektrotlar deney ¢ozeltisine 1,5 cm kadar daldirildi1 ve ¢ozelti manyetik karistiric ile
karistirildr ve kararli potansiyel degerleri elde edildikten sonra MV degerleri okundu.

Tiim deneysel ¢alismalar 25,0 = 1,0°C’de yapildi.
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4.7 Glutamin Biyosensorleri

4.7.1 Glutamin Biyosensorlerinin Hazirlanmasi

Bolim 4.6.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ve amonyuma duyarliligi iyi oldugu
belirlenen membran kullanilarak hazirlanan amonyum elektrodu membranlarina ticari
glutaminaz enzimi kimyasal olarak immobilize edilmesi ile glutamin biyosensorleri

hazirlandi. Bu amagla 3 farkli immobilizasyon islemi yapildu:

Islem A: 1000 pL suda ¢ozilen 10U (0,31 mg) glutaminaz enziminden 200 pL
alinarak, tizerine 1mg karbodiimid eklendi ve vorteks ile ¢ozeltinin homojen olmasi
saglandi. Bu ¢o0zeltiden 20 pL almarak membran yiizeyine kondu ve suyun

uzaklastirilmasi i¢in bir gece buzdolabinda bekletildi.

Islem B: islem A’da hazirlanan elektrodun membranina % 2,5’luk glutaraldehit
cozeltisinden 16pL uygulanarak 25 dakika bekletildi. Daha sonra elektrot ylizeyi

bidestile su ile yikanarak glutaraldehitin asiris1 uzaklastirildi.

Islem C: Islem B’de hazirlanan elektrodun membranmna 20 pL glutaminaz ¢ozeltisi

(0,31 mg glutaminaz/mL deiyonize su) kondu ve bir gece buzdolabinda bekletildi.

4.7.2 Glutamin Biyosensoriiniin Calisma Arahklarinin ve Egiminin Belirlenmesi
Ug farkli islemle hazirlanan glutamin biyosensériiniin analitik 6zelliklerini incelemek

amaci ile, glutamin elektrodu ile asagida verilen elektrokimyasal hiicre olusturuldu ve

sicaklik 25,0 + 1,0°C’ta ayarlandu.
Referans elektrot / deney ¢izeltisi / membran / 1,0x10~> M NH,CI (pH 7,0) / Ag;AgCl

Elektrokimyasal hiicredeki glutamin ¢ézeltilerinin konsantrasyonu 1,0x10™ - 1,0x10°M
arasinda degistirilidi. Glutamin ¢ozeltilerinin pH’lar1 Trizma bazi ile optimum pH’a
ayarlandi ve hazirlanan elektrotlar i¢cin ayr1 ayr1 hiicre potansiyelleri kaydedildi. Her bir
elektrot icin log [glutamin]’ e kars1 potansiyel degerleri (mV) grafige gecirildi ve

biyosensorlerin ¢aligsma araligi ve egimleri belirlendi.
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4.8 Glutamin Biyosensoriiniin Performansina Etki Eden Faktorlerin
Belirlenmesi

Hazirlanan glutamin biyosensoriiniin cevabr {izerine tampon konsantrasyonunun,
pH’nin, sicaklhigin, karistirma hizinin etkisi, secgicilik katsayisi, cevap siliresi, amino

asitlerin girisim etkisi belirlenerek raf 6mrii tayin edildi.

4.9 Glutamin Biyosensoriiniin Tekrarlanabilirligi

Tekrarlanabilirlik, biyosensér i¢in karakterize edici bir parametredir. Enzim
preparatinin aktivitesi, kararliligi, saflik diizeyi hazirlanacak enzim sensorii ile
tekrarlanabilir sonuglar alinmasinda onemlidir. Ancak biyosensor hazirlama asamalari
ve c¢alisma ortami agisindan beklenen niteliklerde olduk¢a biiylik farkliliklar
gbzlenebilir. Hazirlanan bir biyosensor ile tekrarlanabilirlik denemelerinin en basiti ayn1
ornekte ardi ardina 6l¢tim yapilmasi, elde edilen degerlerden egimlerin hesaplanarak her

bir egim degerinin yiizdeye cevrilerek grafige gecirilmesidir.

Ayni giin igerisinde ayn1 biyosensor ile hazirlanan glutamin kalibrasyon ¢ozeltileri (10
'M-10"M arasinda 10 seri) ile 15 dakikada bir defa mV 6lciimii yapilip kalibrasyon
grafikleri cizilmis ve her bir grafigin egimi belirlenmistir. Egim degerlerinin sayisal
olarak en biiyiigii 100 kabul edilip diger egim degerleri ona gore hesaplanarak grafige
gecirildi.
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BOLUM 5

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

5.1 Glutamin Biyosensorii

Amonyum iyonu Olgiimiine dayanan ve biyosensdr yapiminda kullanilabilecegi
diistiniilen amonyum elektrodunun membranina Bolim 4.6.1°de belirtildigi sekilde
glutaminaz (Escherichia coli) immobilize edildi. Immobilizasyon islemlerinin herbiri

Sekil 5.1 ve 5.2°de verilmistir.

Islem A’da palmitik asit iceren PVC membrani ile hazirlanan glutamin biyosensdriiniin
EDC ile aktive edildikten sonra glutaminazin membran yilizeyine baglanmasi Sekil

5.1°deki gibi saglandi.

Islem B’de Islem A’da hazirlanan elektrodun membranma bagli iireaz molekiilllerinin
glutaraldehit ile capraz baglanmasi saglandi. Glutaraldehit, glutaminaz molekiiliindeki
amino (-NHy) gruplari ile etkileserek membrana baglanmis olan glutaminaz enziminin
daha saglam baglanmas1 i¢in molekiil i¢i ve molekiiler aras1 capraz baglar1 Sekil 5.1°de

de goriildiigi gibi olusturdu.
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(a)

Membran
Glutaminaz —— NH, + O=CH-(CHy); —CH=0 + H,N Glutaminaz
(Glutaraldehit)

Membran

Glutaminaz | — N=CH-(CHy);-CH=N ____ | Glutaminaz

(b)
Membran Membran

Glutaminaz — N=CH-(CH)s-CH=N — Glutaminaz Glutaminaz | —

| | N\
\ CH
| I /
|CH CH— (CH.);
(CH2)3

Sekil 5.1 Glutaminaz molekiiliiniin glutaraldehit ile molekiiler arasi(a) ve molekiil i¢i
(b) capraz bag olusturmasi

Membrana bagli glutaminaz molekiillerinin glutaraldehit ile ¢apraz baglanmasi ile
glutaraldehitin bazi uglar1 Sekil 5.2°deki gibi serbest kalir islem C’de ikinci glutaminaz
ilavesiyle glutaminaz molekiilleri, PVC membran {iizerinde glutaraldehit ile yine
molekiil i¢i ve molekiiler arasi ¢apraz bag yaparak (-CHO uglarindan Schiff bazi

olusturabilir) bir tabaka olusturmaktadir.
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Membran

Glutaminaz —— N=CH-(CH);-CH=N —— Glutaminaz

|

| |
CH
(J:Hz)a

C
N\
H 0]

Sekil 5.2 Membrana bagli glutaminaz molekiillerinin glutaraldehit ile ¢capraz
baglanmasi ile glutaraldehitin bazi uglarmin serbest kalmasi

Bu calismada glutaraldehit kullanmamizin amaci, baglanmis glutaminaz molekiilleri
arasinda molekiil i¢i ve molekiiler arasi ¢apraz bag olusturarak immobilize enzim
tabakasmi daha kararli hale getirmek ve birinci glutaminaz tabakasini destek molekiil

tabakas1 olarak kullanarak ikinci glutaminaz tabakasini buna baglamaktir.

5.1.1 Glutamin biyosensoriiniin amonyuma cevabi

Hazirlanan glutamin biyosensdriiniin amonyuma duyarli olup olmadigini anlamak ic¢in
glutamin biyosensorii ile amonyum kloriir ¢oOzeltisinin potansiyelleri okunarak
kalibrasyon grafigi c¢izildi. Kalibrasyon grafiginden amonyum iyonu i¢in dogrusal

calisma araligi ve egim hesaplandi ve Cizelge 5.1” de verildi.

Cizelge 5.1 25,0 + 1,0 °C ’da glutamin biyosensdriiniin amonyum elektrodu igin
dogrusal caligma aralig1 ve egimi

Egim ,(mV/p|glutamin]) Calisma arahg:
54,62 1,0x10™ - 1,0x10°M

Cizelge 5.1’den de goriildiigii gibi, enzim immobilizasyonundan sonra da bu
elektrotlarm amonyuma duyarliligmimn iyi oldugu ve 1,0x10™-1,0x10°M konsantrasyon
araliginda amonyuma cevabimin yine dogrusal oldugu bulundu. Bu nedenle, bu sekilde

hazirlanan amonyum elektrotlar1 glutamin tayininde kullanilabilir.
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Sekil 5.3 Glutamin biyosensoriiniin amonyuma cevabi

5.1.2 Glutamin biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi

Hazirladigimiz amonyum kloriir ¢6zeltilerinin 6l¢iimleri sonucu ¢izilen kalibrasyon
grafigi ve bunun egimiyle amonyuma duyarliliginmn iyi oldugunu anladigimiz glutamin
biyosensoriiniin Sekil 5.4’te goriildiigli gibi glutamin ¢ozeltilerinde kalibrasyon grafigi
de cizildi. Biyosensor i¢in kalibrasyon grafiginden ¢alisma araligi ve egim belirlendi.

Cizelge 5.2’de glutamin biyosensoriiniin egim ve ¢alisma aralig1 goriilmektedir.

Cizelge 5.2 25,0+1,0°C’da glutamin biyosensoriiniin egimi ve ¢alisma araliklar1

Egim ,(mV/p|glutamin]) Calisma arahgi1 (M)

52,14 1,0x107 - 1,0x10°

Villarta ve arkadaglar1 (1992), glutamat oksidaz ve glutaminaz enzimlerini tekrar aktive
edilmis immobilon —AV affinite membran {iizerine birlikte immobilize ederek
gelistirdikleri amperometrik glutamin biyosensoriiniin ¢alisma araligmi 1x10° M-
7,5x10™ M olarak tespit etmislerdir [32]. Moser ve arkadaslar1 (1995), fotomodelli poli
(2-hidroksi-etil metakrilat) (pHEMA) hidrojel membrani i¢inde glutaminaz ve glutamat
oksidazim  birlikte immobilize edilmesiyle hazirladiklar1 glutamin  bienzim

biyosensoriiniin ¢aligma araligini SOuM — 10mM olarak belirlemislerdir [33].
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Bizim hazirladigimiz PVC membran esasli palmitik asit iceren potansiyometrik
glutamin biyosensdriiniin ¢alisma arahig1 ise 1,0x10™-1,0x10™M olarak bulundu. Bunun
sonucu olarak matriks materyali olarak palmitik asit kullanilarak hazirlanan PVC
membrana glutaminazin immobilize edilmesi ile hazirlamig oldugumuz glutamin
biyosensoriiniin fizyolojik sivilarda glutaminin tayini i¢in ¢ok daha avantajli oldugunu

sOyleyebiliriz.

120

E(mV)
A~
o O O
>
»
>

o
o
1
>

log[glutamin] (log derigim)
Sekil 5.4 Glutamin biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi

5.1.3 Tampon konsantrasyonunun etkisi

Glutamin biyosensorlerinin  performansmna tampon konsantrasyonunun etkisini
incelemek icin,6 farkli konsantrasyonda(5, 10, 15, 20, 25 ve 30 mM) TRIS tamponu
kullanilarak hazirlanan glutamin ¢ozeltilerinde (pH 7,0) biyosensorle yapilan potansiyel
Olctimleri yapilarak kalibrasyon grafikleri cizildikten sonra belirlenen biyosensor
egimleri Cizelge 5.3’de verildi. Ayrica tampon konsantrasyonuna karsi egim degerleri

grafigi de Sekil’5.5de verildi.
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Cizelge5.3 25,0+1,0°C’da glutamin biyosensoriiniin cevabina tampon
konsantrasyonunun etkisi

Tampon Konsantrasyonu Egim, (mV/p[glutamin])=+s
(mM)
5 51,80 + 0,0
10 53,64 + 3,11
15 55,55 £ 0,37
20 56,15 + 0,21
25 55,43 + 1,31
30 55,24 + 0,11

s:Standart sapma

S7
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Egim,mV / log[glutamin]
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Tampon Konsantrasyonu (mM)

Sekil 5.5 Glutamin biyosensoriiniin egiminin tampon konsantrasyonu ile degisimi

Cizelge 5.3 ve Sekil 5.5’den de goriilecegi gibi, glutamin biyosensoril i¢in en yiiksek
egimin elde edildigi optimum tampon konsantrasyonunun 20mM oldugu bulundu.
SmM’dan daha diisiik tampon konsantrasyonlarinda, ¢dzeltinin tamponlama kapasitesi

diisiik oldugundan ¢alisilmadi.
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Moser ve arkadaslart (1995), hazirladiklar1 glutamin bienzim sensorii ile biitiin
olgtimleri 0,067M fosfat tamponunda yapmislardir [33]. Diger bir literatiir ¢aligmasinda
ise; optimum pH c¢aligmalarini asetat ve fosfat tamponunda yapmislar ve elektodun
asetat tamponunda daha kararli oldugunu fark etmislerdir (Villarta vd [32]). Bu
calismada ise fosfat tamponu denenmis ancak iyi sonug¢ alinamamaistir, optimum tampon
konsantrasyonu olarak da 20 mM elde edilmis, tampon konsantrasyonu arttiginda ise

sonuglarda azalma oldugu gorilmiistiir.

5.1.4 pH’m etkisi

Glutamin biyosensoriiniin performasina pH’nin etkisini incelemek i¢in 12 farklh pH’da
(6,0; 6,5, 6,8; 7,0; 7,2; 7,4, 7,6; 7,8; 8,0; 8,2; 85 ve 9,00 ve optimum tampon
konsantrasyonunda glutamin ¢d6zeltileri hazirlandiktan sonra kalibrasyon grafikleri

cizilerek egimleri belirlendi. Elde edilen sonuglarCizelge 5.4’te toplu halde verildi.

Cizelge 5.4 25,0+1,0°C’da glutamin biyosensoriiniin cevabina pH’nin etkisi

pH Egim (mV/p[glutamin])=s
6,0 45,17 £ 2,84
6,5 49,05 + 0,54
6,8 50,94 + 0,66
7,0 52,08 + 0,66
7,2 53,87 + 1,49
7.4 55,61 + 0,0
7,6 54,11 + 0,25
7.8 52,7 + 0,09
8,0 51,21 +£1,35
8,2 51,58 + 0,085
8,5 51,84 + 0,66

s:Standart sapma
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Sekil 5.6 Glutamin biyosensoriiniin egiminin pH ile degisimi

Cizelge 5.4 ile Sekil 5.6°da gorildiigii gibi, pH 7,4’e kadar glutamin biyosensoriiniin
egiminin, dolayisi ile duyarhiliginin, kademeli olarak arttigi ve pH 7,4’ten sonra pH
8,0’e kadar diistiigli, sonra tekrardan pH 8,5’a kadar daha az bir sekilde arttig1 ve pH
9,0’da keskin bir sekilde azalis gosterdigi gdzlendi. Dolayisiyla optimum ¢alisma pH’s1
7,4 olarak segildi.

Wakayama ve arkadaglar1 (2005), glutaminaz enziminin pH 8,0’de daha kararli
oldugunu belirlemigler, Moser ve arkadaslar1 (1995) ise, notral pH’sindan dolay1
glutaminazi se¢misler, ancak maksimum okumay1 glutaminin izoelektrik noktasi olan
5,7 de elde etmislerdir [66], [33]. Villarta ve arkadaslari (1992), yaptiklar1 pH
calismasinda pH 3,5 ve 7,0 araliginda ¢alismiglardir [32]. Glutamin sensdr cevabinin
pH’a oldukca bagimli oldugunu, pH 7,0 iizerinde ve 3,7 altinda enzimin neredeyse
inaktive oldugunu optimum pH’m ise 5,5 oldugunu belirlemislerdir. Bizim
hazirladigimiz glutamin biyosensorti ile, literatiirde ¢aligilan pH araliklarindan ¢ok daha
genis bir pH araliginda dl¢limlerimizi alarak optimum pH degerini 7,4 olarak belirledik.

pH 9,0°da bile sensoriimiizle diisiik de olsa cevap alabildik.
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5.1.5 Sicakhgin EtKisi

Glutamin biyosensoriine sicakligin etkisini incelemek i¢in, 6 farkli sicaklikta (20, 25,
30, 35, 40 ve 45 °C), biyosensdriin optimum tampon konsantrasyonunda ve optimum
pH’da hazirlanan glutamin c¢ozeltileri ile ayr1 ayr1 potansiyel Olgiimleri yapilarak

kalibrasyon grafikleri ¢izildi ve egim degerleri Cizelge 5.5’te verildi.

Cizelge 5.5 Glutamin biyosensdriiniin cevabina sicakligin etkisi

Sicaklhik(°C) Egim ,(mV/p|glutamin]+s
20 51,47 = 1,67
25 53,47 + 0,42
30 52,38 + 0,25
35 50,75 + 0,54
40 50,55 + 0,61
45 50,18 + 0,76

s:Standart sapma
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Sekil 5.7 Glutamin biyosensoriiniin egiminin sicaklik ile degisimi

Cizelge 5.5 ve Sekil 5.7°den goriildiigli gibi, glutamin biyosensorii i¢in 25°C’ ye kadar
egimdeki artig, glutamin tayinlerinin oda sicakliginda yapilabilecegini diistindiirdii.
25°C’dan sonra egimdeki diisiis, biyosensordeki immobilize edilmis glutaminazin

aktivitesinin diigmiis oldugunu gostermektedir. Sekil 5.7 ve Cizelge 5.5’te gorildigi
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lizere glutamin biyosensoriiniin optimum c¢aligma sicakligr 25°C olarak bulunmustur.
Literatiirde glutamin biyosensorleri ile yapilan calismalar genellikle oda sicakliginda,
20-25 °C sicaklikta galistimustir (Villarta vd [32]), Moser vd [33]). Yoshimune ve
arkadaslar1 (2006) da glutaminaz enziminin 37°C’den daha diisiik sicakliklarda

enzimatik reaksiyonunu gerceklestirdigini belirlemislerdir [67].

5.1.6 Secicilik Katsayilarinin Hesaplanmasi

Biyolojik ortamlarda en ¢ok bulunabilen Na*, K* ve Ca?* iyonlarinin amonyum-segici
glutamin biyosensoriiniin cevabina etkisini belirlemek amaciyla, ayr1 ¢ozelti yontemi ile
her bir iyonun ¢dzeltisinde potansiyel dl¢iimii yapilmis ve her bir iyon i¢in segicilik

katsayilar1 tayin edilmistir.

Cizelge 5.6 Glutamin biyosensdriiniin segicilik katsayilari

Iyon Secicilik katsayisi, KNHg, x
Na* 1,2x10%
K* 1,4x10°
Ca** 3,7x10%

Cizelge 5.6’da glutamin biyosensOrii i¢in her bir iyonun secicilik katsayilari
hesaplanmustir. Bu sonuglar, glutamin biyosensérii iizerine Na*, K* ve Ca?* iyonlarinin
bozucu etkisinin az oldugunu gostermektedir. En fazla bozucu etkisi olan tiir ise Ca**

iyonudur.

5.1.7 Amino Asitlerin Girisim Etkisi

Glutamin biyosensdriine amino asitlerin girisim etkisinin belirlenmesi amaciyla, 11
farkli amino asitin ve glutaminin 102 M stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Glutamin ve
amino asit konsantrasyonunun aymi konsantrasyonda oldugu cézeltilerde (10°M, pH
7,4) biyosensoriimiiziin optimum kosullarinda mV oSlgiimleri yapilmistir. Bu degerler,
sadece glutamin ¢dzeltisinde (10°M, pH 7,4) mV okumasi yapilarak elde edilen degere
gore oranlandi.Bu sekilde, amino asitlerin girisim etkisi ylizde olarak belirlenmis ve

Cizelge 5.7°de verilmistir.
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Cizelge 5.7 Glutamin biyosensoriine askorbik asit ve bazi amino asitlerin girigim

oranlar1
Aminoasitler Aminoasitlerin %’de girisim etkisi
L-Askorbik Asit 0,0
Metiyonin 0,0
Serin 0,0
Histidin 0,0
Alanin 0,32
Glisin 0,65
Lizin 0,65
Monosodyum Glutamat 2,26
Valin 3,88
Arginin 5,17
Sistein 11,97

Cizelge 5.7°den goriildiigii gibi en ¢ok girisimi sirasiyla sistein, arginin ve valin
yapmustir. Literatiirde yaygin olarak verilen ve girisim etkisi olabilecegi belirtilen

askorbik asidin herhangi bir girisim etkisine rastlanmamustir.

Villarta ve arkadaslar1 (1992), hazirladiklar1 amperometrik glutamin elektroduna
askorbik asit ve glutamatin girisim yaptigin1 belirtilmislerdir (Villarta vd [32]). Yine
yapilan amperometrik ¢ift enzim sensoriinde; glutamatin girisim yaptigr gézlenmistir
(Moser vd [33]). Calismamizda, hazirlamis oldugumuz potansiyometrik glutamin
biyosensorii girisim yapabilecegini diisiindliglimiiz glutamatin 6nemli bir girisim

etkisinin olmadigini tespit ettik.

5.1.8 Kanstirma hizinin etKisi

Glutamin biyosensoriiniin cevabina karstirma hizinin etkisini belirlemek amaciyla

manyetik karigticnm hizi 100, 250 ve 750 rpm olmak iizere ii¢ farkli hiza ayarlanarak
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glutamin ¢6zeltilerinin potansiyelinin kararli hale gelmesi i¢in beklendi. 100 ve 750 rpm
hizlarinda karistirma yapildiginda kararli potansiyele ulagmak igin gegen siire, 250 rpm
hizda karistirildiginda gegen siireden daha uzun oldugu bulundu. Bu nedenle manyetik
karigtiricinin  hizi 250 rpm’e ayarlanarak biitlin ¢alismalarda ¢ozeltiler bu hizda

karigtirild.

Karigtrma hizinin artmasmin biyosensoriin potansiyeline herhangi bir etkisinin
olmadigi, ancak cevap zamanda bir artisa neden oldugu goriilmiistiir. Bu durum, diisiik
karistirma hizlarinda enzimatik reaksiyonun yavas oldugu, yiiksek karistirma hizlarinda
ise enzimin konformasyonu bozulacagindan enzimatik reaksiyonun ger¢eklesme
olasiligmmimn azaldig1 seklinde aciklanabilir. Ayrica ¢ok yiiksek karigtirma hizlarinda
¢oOzelti iginde sigramalar meydana gelebilecigi i¢in ortalama karistirma hizlarinda cevap

alabilmek istenmeyen durumlar1 engellemektedir.

5.1.9 Cevap Siiresi

Biyosensor i¢in cevap zamani oldukca dnemlidir, ideal bir biyosensor kisa stirede sonug
verebilmelidir. Glutamin biyosensoriiniin cevap siiresini bulabilmek i¢in optimum
sartlarda hazirlanan c¢esitli konsantrasyonlardaki glutamin ¢o6zeltilerine glutamin
biyosensorii ve referans elektrot daldirillarak yapilan Glglimlerde potansiyellerinin
kararli hale gelmesi i¢in gegen siire kaydedildi. Cevap zamani ile belirtilen,
biyosensoriin analizlenecek maddenin bulundugu ortama temas ettigi andan itibaren
Olciim diizeneginden sonucun okundugu ana kadar gecen siiredir. Biyosensorler i¢in
cevap zamani 5 dakikaya kadar olan degerler uygun kabul edilirken, 10 dakika uzun bir
stire olarak goriiliir (Cubuk [68]). Glutamin biyosensoriiniin cevap zamani, yaklagik 1-2
dakika arasindadwr, 1 dakikadan daha kisa silirede sonu¢ verdigi de gozlenmistir. Bu

sonug, biyosensoriin cevap zamaninin oldukca kisa oldugunu gdstermektedir.

5.1.10 Raf Omrii

Glutamin biyosensoriiniin raf dmriinii belirlemek amaciyla 75 giin siiresince haftada 2
veya 3 defa glutamin ¢ozeltilerinde mV olglimii yapilarak kalibrasyon grafikleri ¢izildi
ve caligma araligi ile egimler belirlendi. Ik 45 giin diizenli olarak mV &lglimii
yapildiktan sonra kalibrasyon grafiklerinin ¢izilmesi ile belirlenen egim degerlerinde
herhengi bir azalma gdriilmedi. Bu nedenle hazirlamig oldugumuz glutamin biyosensorii

olgiim yapilmaksizin 1 ay siiresince +4°C’de depolanmis ve 1 aym sonunda egim
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degerleri ayn1 sekilde belirlenmistir. 75 glin sonunda glutamin biyosensoriiniin ¢alisma
araliginm degismedigi ancak egim degerinde sadece %16’k bir diisme oldugu
belirlenmistir. Hazirladigimiz palmitik asit igeren PVC membran temelli glutamin
biyosensoriiniin raf omriiniin olduk¢ca uzun olmasi, onun biyoanalitik ¢aligmalarda
rahatlikla kullanilabilecegini gdstermektedir. Sekil 5.8’de 75 giin sonunda glutamin

biyosensoriiniin egim degerindeki degigsme verilmektedir.

100

80

E (mV)
.
°

40

20

0 T ——+——*—— T/ "17/—//"/—1/"" "1/ 1T 1T 1 1T 71T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Glin
Sekil 5.8 75 giin sonunda glutamin biyosensdriiniin elde edilen egim degerindeki
degisme

5.1.11 Tekrarlanabilirlik

Glutamin biyosensoriiniin tekrarlanabilirligini belirlemek amaciyla ayni giin igerisinde
ayni biyosensor ile hazirlanan 10 seri glutamin kalibrasyon ¢o6zeltilerinde (pH:7,4) mV
okumalar1 yapildi ve her 6lgiim igin kalibrasyon grafigi ¢izilerek egimleri belirlendi.
Sayisal olarak en biiylik egim degeri %100 olarak kabul edilerek diger egim degerleri de
ona gore hesaplandi. En diigiik egimin yiizdesi de %95 olarak bulundu. Biitiin sonuglar
ve ¢izilen kalibrasyon grafigi dogrultusunda elektrodumuzun katalitik aktivitesinde
onemli bir diisiis olmamasi, tekrarlanabilirliginin olduk¢a yiiksek oldugunu
gostermektedir. Sekil 5.9°da glutamin biyosensoril i¢in, dl¢iim sayisina karsilik yiizde

bagil cevabi goriilmektedir.
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Sekil 5.9 Glutamin biyosensoriiniin 10 kez alinan 6l¢iim sayisina karsilik ylizde bagil
cevabi

5.1.12 Enzim Kinetik Parmetrelerinin (Km ve Vmax degerleri) Belirlenmesi

Reaksiyonlarin hizlari, mekanizmalar1 ve hiza etki eden faktorlerin neler oldugunu
inceleyen fizikokimya alt dalina kimyasal kinetik denir [69]. Biyokimyasal reaksiyonlar
icin enzimlerin kinetik parametrelerinin (Km ve Vmax degerleri) belirlenmesi, enzimle
yapilan ¢aligmalarda, enzim biyosensorlerinde enzimin ¢aligmasi hakkinda 6nemli bilgi

saglamas1 bakimimdan ¢ok dnemlidir.

Maksimum hiz, Vmax, enzimatik katalizin ulasabilecegi en yiiksek hiz degeridir. Enzim
bolgeleri substrat ile tam doygunluga ge¢ince maksimum hiza (Vmax) ulasir. Michaelis
Menten sabiti, Km, en yiiksek hiz degerinin yarisina ulasmak icin gerekli substrat
miktaridir, enzime ve substrata 6zgiidiir, enzimin substrata olan ilgisini yansitir. Km’si

diisiik olan bir enzim, substratina yiiksek ilgi (affinite) gosterir [70].

Glutamin biyosensoriinde immobilize olmug glutaminaz enziminin Km sabitini bulmak
amactyla glutamin  konsantrasyonuna karst potansiyel degisimi verilerinden
yararlanilarak Lineweaver-Burk grafigi (1/[glutamin]- 1/ AmV grafigi) ¢izilmis ve bu
grafikten enzimin Km ve Vmax degeri belirlenmistir. ilgili verilerden yararlanilarak

1/[glutamin]- 1/AmV grafigi ¢izilmis ve elde edilen Sekil 5.10’daki Lineweaver-Burk
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grafiginden, glutaminaz enziminin Km degeri 0,163 mM, Vmax degeri ise 20,41
mV/dakika olarak bulunmustur.
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Sekil 5.10 Glutamin biyosensdriindeki glutaminaz i¢cin Lineweaver-Burk grafigi

5.2 Gercek Numunelerde Glutamin Tayini

5.2.1 GNC L-Glutamin Kapsiiliinde Glutamin Tayini

Hazirladigimiz palmitik asit iceren PVC membranhi glutamin biyosensoriiniin gercek
numunelerde glutamin tayininde kullanip kullanilamayacagi arastirildi. Bu amagla,
GNC Live Well firmasindan satin alman L-glutamin kapsiiliinde glutamin tayini
standart katma yontemi kullanilarak yapildi. Bolim 4.5.5’de belirtildigi sekilde
hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak yapilan standart katma yonteminde elde edilen grafik
Sekil 5.11°da verilmistir.

76



A
S}
J

50 - y =13,642x - 71,041
R2=0,9219
[ ]
< -60 -
E .
—~ [ ]
w70
-80 -
'90 T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Eklenen glutamin ¢ozeltileri (mL)

Sekil 5.11 Glutamin biyosensorii ile standart katma yonetimi kullanilarak 1072 M
glutamin ¢ozeltisi ilave edilmesi ile yapilan mV 6lgiimleri sonucu elde edilen
kalibrasyon grafigi

Cizelge 5.8 Hazirladigimiz glutamin biyosensori ile GNC L-glutamin kapsiili
orneginde glutamin tayini ile elde edilen sonug

Glutamin miktar1 (mg / 100puL)

GNC L-Glutamin kapsiiliinde bulunan Glutamin Biyosensorii

0,083 (500/ 1 kapsiil) 0,076

Cizelge 5.8 de gortildiigii gibi, GNC L-glutamin kapsiilii 6rneginde glutamin miktari ile
hazirladigimiz biyosensor ile buldugumuz sonug¢ birbirine ¢ok yakin olmasi glutamin

tayininin sensOriimiizle basaril bir sekilde yapildigini ortaya koymaktadir.

5.2.2 Serumda Glutamin Tayini

Kan serumu 6rnegi Yildiz Teknik Universitesi Saglik Merkezi'nden temin edildi.
Serumdaki glutamin tayini, laboratuar kosullarimnda hazirlamig oldugumuz
potansiyometrik glutamin biyosensorii ile standart katma yontemi kullanilarak yapildi
ve standart katma yonteminde elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 5.12°de verildi.
Standart katma yontemi ile yapmis oldugumuz deneyde, oOncelikle amonyum

elektroduyla glutamin c¢ozeltilerinde okuma yapildi ve daha sonra da hazirlamis
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oldugumuz glutamin biyosensoriiyle ayn1 ¢dzeltilerde mV odlgiimleri alindi. Iki ayr
okuma arasindaki fark alinarak, ortamda bulunabilecek amonyum sonuca yansitilmamis
ve bu sekilde kalibrasyon grafigi ¢izilmis oldu. Biyosensoriimiiz ile yaptigimiz 6l¢iimler
sonucu buldugumuz glutamin degeri, ayn1 zamanda Centro laboratuarlarinda HPLC

yontemi ile tayin yapilarak elde edilen deger ile mukayese edildi.

y =39,181x - 78,387
R?=0,9919

E (mV)

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Eklenen glutamin ¢dzeltileri (mL)

Sekil 5.12 Glutamin biyosensoril ile standart katma ydnetimi kullanilarak 5x10™* M
glutamin ¢ozeltisi ilave edilmesi ile yapilan mV 6l¢timleri sonucu elde edilen
kalibrasyon grafigi

Cizelge 5.9 Serumda glutamin tayini i¢in glutamin biyosensorii ve Centro
laboratuarindan elde edilen sonuglar

Serumda Glutamin miktar1 (mg / L)

Centro Laboratuan Glutamin Biyosensorii

85,5 83,5

Cizelge 5.9’da, insan serumu O0rneginde Centro Laboratuar: tarafindan HPLC yontemi
ile elde edilen glutamin miktar1 ile hazirladigimiz biyosensor ile buldugumuz sonug

goriilmektedir. Sonuglarn birbiri ile uyumlu oldugu agik¢a goriilmektedir.

5.2.3 Beyin Omurilik Sivis1 (BOS)’ta Glutamin Tayini

Beynin kiigiik bosluklarinda, kilcal kan damarlar: tarafindan salgilanan, su kivaminda
berrak siviya beyin-omurilik sivisi (cerebral spinal fluid) denir. BOS, beyin ve omuriligi
dig travmalardan koruyan, beynimiz ile kafatasi arasindaki bir sividir. Bu sivi
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beynimizden ¢ikan ve omuriligimizin igerisinde kaslara tagmnan sinirleri de disaridan
gelecek darbelere karsi korumaktadir. Beyin-omurilik sivist dogal kosullarda berraktir
ve i¢inde ¢ok az hiicre, madensel tuzlar, glikoz ve protein vardir. Yakla-
stk olarak miktar1 150 gr. kadardir. Bazi hastaliklarda, miktarinda, basincinda ve
icindeki maddelerde degismeler olur. Bu sivinin incelenmesi beyin hastaliklarinda
onemlidir. Insanlarda BOS, lumbal ponksiyon ile elde edilir. BOS Fonksiyonlar1; beyin
dokusuna mekanik destek saglamak, beyini akut kan basinci degisikliklerine karsi
korumak, metabolik atiklarin uzaklastirilmasi, kimyasal haberci maddelerin taginmasini

saglamak ve beyin ¢evresindeki kimyasal ortami1 dengede tutmaktir [71], [72].

BOS glutamin diizeyi BOS’ta asir1 amonyak varliginin indirek testidir. Glutamin
Ol¢limiiniin amonyak 6lclimiine tercih edilmesinin nedeni, 6rnekte glutaminin amonyaga
gore daha stabil olmasidir. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Noroloji
Anabilim Dali Biyokimya Laboratuari’nda 2 hastadan alman 2 farkli BOS 6rneginde
glutamin tayini, laboratuar kosullarinda hazirlamis oldugumuz potansiyometrik
glutamin biyosensorii ile standart katma yontemi kullanilarak yapildi. Bu yontemde,
oncelikle amonyum elektroduyla glutamin ¢ozeltilerinde okuma yapildi ve daha sonra
da hazirlamis oldugumuz glutamin biyosensoriiyle ayni ¢ozeltilerde mV Olglimleri
alind1. Iki ayr1 okuma arasmdaki fark alinarak ortamda bulunabilecek amonyum sonuca
yansitilmamis ve bu sekilde kalibrasyon grafikleri c¢izilmis oldu. Standart katma
yonteminde elde edilen glutamin ¢ozeltileri i¢in kalibrasyon grafikleri Sekil 5.13. ve

5.14’te verilmistir.
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Sekil 5.13 I no’lu hasta i¢in, glutamin biyosensorii ile standart katma yonetimi
kullamlarak 10™*M glutamin ¢ézeltisi ilave edilmesi ile yapilan mV 6l¢iimleri sonucu
elde edilen kalibrasyon grafigi

-68 -
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-70 - R2=0,9952
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Sekil 5.14 11 no’lu hasta i¢in, glutamin biyosensorii ile standart katma yonetimi
kullanilarak 10™* M glutamin ¢ézeltisi ilave edilmesi ile yapilan mV $l¢iimleri sonucu
elde edilen kalibrasyon grafigi

Elde edilen sonuglar, Cizelge 5.10’da verilmistir. Normal yetiskin bir insanda BOS’ta
bulunan glutamin miktar1 7,6-9.6 mg/dL arasindadir. Bu degeri, Diizen Laboratuar1 375-
1010 pM olarak vermektedir. Hazirlamis oldugumuz glutamin biyosensorii ile BOS taki

glutamin miktarimi I. ve II. hasta i¢in siras1 ile 7,91 ve 7,08 olarak belirledik.

Cizelge 5.10 BOS orneklerinde glutamin tayini i¢in glutamin biyosensoriinden elde
edilen sonuclar

Hasta No Glutamin miktar1 (mg/dL)

I 7,91

I 7,08

Literatiirde  yapilan  ¢alismalardan  birinde  Niikleer = Magnetik ~ Rezonans
Spektroskopisinde Beyin Omurilik sivisini analiz etmislerdir, 550uL. BOS 6rneginde ve
21 6rnegin ortalamasinda glutamin miktarin1 0.48 mM olarak bulmuslardir [73]. Yine
Tucci ve arkadaslar1 tarafindan yapilan farkli bir ¢aligmada ise; ¢cocuklardaki menenjit
hastaliginin beyin-omurilik sivis1 (BOS) i¢inde lazer baglh floresans tayini ve kapiler
elektroforeziyle (CZE-LIFD) glutamin ve glutamat 6lglimiinii gergeklestirdiler. 100puL

BOS igerisinde, kontrol grubunda 3.89mM, viral menenjit grubunda 3,48 mM,
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bakteriyal menenjit grubunda ise, 2.63 mM konsantrasyonunda glutamin tayin
etmislerdir. Bakteriyal ve viral menenjitli ¢ocuklarin beyin omurilik sivisinda glutamin
Olclim sonuclarinda, menenjitli hastalarin kontrol grubundan daha diisiik glutamin
konsantrasyonlarina sahip oldugunu belirtmislerdir. Enfeksiyon ve inflamasyon

sirasinda glutaminin karacigerde tutunmasinin arttigini kismen agiklamislardir [34].
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada, biyolojik 6rneklerde glutaminin tayininde kullanmak iizere, palmitik asit
kullanarak elde ettigimiz amonyum-sec¢ici PVC membran elektrot {izerine glutaminaz
enziminin kimyasal olarak immobilize edilmesi ile potansiyometrik esasli glutamin

biyosensorii tasarlanmis ve yapimi gergeklestirilmistir.

Biyosensoriimiiziin analitik 6zellikleri olan, calisma araligim 10™-10™M, optimum
tampon konsantrasyonunu 20mM; tampon pH’smi1 7,4 ve ortam sicakligmin glutamin
biyosensoriine olan etkisini inceleyerek optimum sicakligmi 25°C olarak belirledik.
Biyosensoriimiiziin tekrarlanabilirliginin yiiksek, 1-2 dakika, hatta 1 dakikadan daha
kisa siirede de sonug vermesiyle cevap siiresinin oldukga kisa, 75 giin siiresince alinan
Olciimlerle raf omriiniin olduk¢a uzun oldugunu goézlemledik. Ayrica bu calismada,
hazirlanan glutamin biyosensorii ile GNC L-glutamin kapsiiliinde, serumda ve beyin
omurilik sivisinda (BOS) glutamin tayini yaparak, elde ettigimiz sonuglari standart
yontem ile karsilastirdik. Ger¢ek numunelerde yapmis oldugumuz miktar tayininde

sonuc¢larimizin referans araligina oldukca yakin oldugunu basari ile belirlemis olduk.

Yapilan tiim ¢aligmalarimiz amacima ulasarak, biyosensoriimiiziin optimum kosullarini
zorlanmadan belirledik ve gercek numunelerde glutamin tayinini gerceklestirebildik.
Literatiirde potansiyometrik esasli glutamin biyosensoriine rastlanmamis olmasi
calismamizin 6zgiin oldugunu gostermektedir. Tez ¢aliymamizda glutaminaz enziminin
immobilize edilmesi ile potansiyometrik esasli glutamin biyosensorii basari ile
hazirlanarak analitik 6zellikleri incelenmis ve biyosensoriin gercek orneklerde bozucu

tiirlerin onemli bir girisim etkisi olmaksizin uygulanabilirligi ispat edilmistir.
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