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Onsoz

Gerek lisans donemimde gerekse de lisansiistii donemde karbohidrat metabolizmasi
dersini islerken adini duydugum bir metabolik hastalikti galaktozemi. Galaktozemi
konusundaki farkindaligim ise Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda LC MS MS
cihaz1 ile tamismamla oldu. Galaktozeminin en sik goriilen goriilen varyantinda
Galaktozil Uridil Transferaz yani kisaca GALT adi verilen enzimin eksikligi s6z
konusudur. Bu eksikligin tespiti i¢in kolorimetrik/florometrik kitlerin yaninda LC
MS MS temelli bir yontemde vardi. O donem i¢in GALT testi i¢in ciddi bir talep s6z
konusuydu. Nitekim sonrasinda Dog¢. Dr. Ebru Sezer hocamin da 6zellikle bu ihtiyact
belirtmesiyle uzmanlik &grencisi olan Uzm. Dr. Muhammet Topbas ile birlikte
GALT enzim aktivitesinin tespitine yonelik bir LC MS MS yontemi gelistirip
validasyonunu yaptik. GALT ig¢in talep o kadar fazlayd: ki bizim ¢alismamizin
bitmesi beklenmeden kolorimetrik/florometrik kit alimi yapilmisti bile. Bu kit ile
hem galaktoz hem de galaktoz-1-fosfat tayini yapilabiliyordu. Kolorimetrik Kit enzim
temelliydi ve kullandig1 enzimlerde galaktoz dehidrogenaz ve alkalen fosfatazdi.
Biyosensor gegmisim bu enzimleri goriince kafamda bir kivilvim yakt1 ve kendime
su soruyu sordum: “Acaba bu enzim sistemini elektrot yiizeyine tasisam total
galaktoz tayinini biyosensorle yapamaz miyim?”. Evet, galaktoz ve galaktoz-1-fosfat
diizeylerini Olgen hali hazirda yontemler vardi ve giizel ¢alistyordu. Ama test basi
maliyet agisindan diisiindiigiimiizde kolorimetrik kit pahali oluyordu. Test basi
maliyetin daha ucuz oldugu LC MS MS yontemi vardi ama LC MS MS cihaz
miikemmelligine paralel pahalilikta ekipmanlara, bakim ve onarim maliyetine
sahipti. Yani cihaz calisirken cok verimliydi ama ya bozulursa! Ustelik her iki
yontemde yerinde Ol¢ime yani “point of care”a olanak tanimiyordu. Hal boyle
olunca kafamda bir terazi ile yontemleri tarttim. Terazinin biyosensor kefesi daha
agir basinca boyle bir tez projesi yapmaya karar verdim. lyiki de dyle yapmigim.
Ciinkii taradigimiz kadariyla literatiirde ilk defa bu g¢alisma ile birlikte galaktoz-1-
fosfat diizeyini o6lgen bir biyosensor yapilmis oldu. Dahasi bu tez de gelistirilen

biyosensor POCT olma yolunda da ciddi bir potansiyel tasiyor.

“Ihtiyag, degeri tanimlar” Stephen King. Bu tez ¢aligmasmin degerini de ona olan

ithtiyac tamimliyor bir yerde...
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Ozet

Galaktozemi Tamis1 ve Tedavisinin Izlenmesine Yonelik Biyosensor Temelli

Yontemler Gelistirilmesi

Galaktozemi galaktoz metabolizmasindaki bazi enzimlerin (GALT, GALK, GALE)
az veya hig sentezlenememesi sonucu ortaya ¢ikan kalitimsal bir hastaliktir. Ozellikle
yenidoganlarda erken tami konulamamasi agir klinik, hatta Oliimciil sonuglar
dogurabilir. Bu projenin amacin1 biri plazmada serbest galaktoz diizeyini 6l¢en digeri
de eritrosit hemolizatinda total galaktoz (galaktoz+Galaktoz-1-fosfat) diizeyini 6lgen
iki biyosensor gelistirilmesi olusturmaktadir.  Gelistirilen serbest galaktoz
biyosensoriiniin immobilizasyon bilesenlerini screen printed karbon elektrot, prusyan
blue, kitosan, nafyon, altin nanopartikiill ve galaktoz oksidaz olustururken total
galaktoz biyosensoriinde yapiya alkalen fosfataz dahil olmaktadir. Biyosensoriin
ylizey karakterizasyonu dongiisel voltametri ve taramali elektron mikroskobu ile
yapilirken, optimizasyon ve performans karakterizasyonlar1 amperometri teknigi
uygulanarak yapilmistir. Serbest galaktoz biyosensorii igin amperometrik ¢aligma
potansiyeli olarak -0,05 V belirlenirken total galaktoz biyosensorii i¢in -0,1 V
belirlenmistir. Immobilizasyon bilesenleri ve calisma kosullarmin optimizasyonu
yapilmustir. Serbest galaktoz biyosensoril i¢in dogrusal tayin araligi 0,025-10 mM
arasindadir. Bu aralik hem saglikli bireylerin hem de hastalarin plazmasindaki
galaktoz seviyelerini igermektedir. Total galaktoz biyosensoriiniin Galaktoz-1-fosfat
(Gal-1-P) i¢in dogrusal tayin araligi ise 0,1-10 mM arasinda bulunmustur. Bu aralik
Klasik tip galaktozemili hastalarin eritrosit Gal-1-P diizeylerini igerirken sagliklilarin
eser miktardaki Gal-1-P diizeylerini kapsamamaktadir. Her iki biyosensoriin de giin
i¢i ve glinler arasi li¢ seviye tekrarlanabilirligi i¢in hesaplanan %Varyasyon Katsay1si
(VK) degerleri kabul edilebilir limit olan %15’in altindadir. Serbest galaktoz
biyosensoriiniin tekrar tretilebilirligi i¢in hesaplanan %VK %7,78; total galaktoz
biyosensorii i¢in hesaplanan %VK degeri ise 8,75tir. Saglikli ve hasta galaktoz
diizeylerini igeren plazma orneklerinde galaktoz tayini yapilirken hasta diizeylerini
iceren eritosit hemolizatlarinda ise Gal-1-P tayini yapilmistir. Gelistirilen

biyosensorlerin plazma ve hemolizat matrikslerinde dogru 6l¢iim yaptiklart hem %



geri elde deneyleriyle hem de yontem karsilastirilmasiyla gosterilmistir. Bu tez
calismasinda gelistirilen yeni galaktoz biyosensorlerinin benzersiz analitik 6zellikleri
ve zahmetsiz hazirlanmasi, onlar1 hasta basi tani testi uygulamasi igin ciddi birer

aday haline getirmektedir.

Anahtar Kelimeler; galaktoz, galaktoz-1-fosfat, biyosensor, galaktozemi, Kitosan,

nafyon



Abstract

Development of Biosensor-Based Methods for Monitoring Galactosemia

Diagnosis and Treatment

Galactosemia is an inherited disease that occurs as a result of insufficient or no
synthesis of spesific enzymes (GALT, GALK, GALE) in galactose metabolism.
Failure to make an early diagnosis, especially in newborns, can lead to severe clinical
and even fatal consequences. The aim of this project is to develop two biosensors,
one measuring free galactose levels in plasma and the other measuring total galactose
(galactose+Gal-1-P) levels in erythrocyte hemolysate. While screen printed carbon
electrode, prussian blue, chitosan, nafion, gold nanoparticle and galactose oxidase
are the immobilization components of the developed free galactose biosensor,
alkaline phosphatase is included in the structure of the total galactose biosensor.
While the surface characterization of the biosensor was performed with cyclic
voltammetry and scanning electron microscopy, the optimization and performance
characterizations were made by applying the amperometry technique. For the free
galactose biosensor, -0.05 V was determined as the amperometric operating
potential, while -0.1 V was determined for the total galactose biosensor. The linear
detection range for the free galactose biosensor is between 0.025-10 mM. This range
involves galactose levels in plasma of both healthy subjects and galactosemia
patients. The linear detection range for Gal-1-P of the total galactose biosensor was
found to be between 0.1 and 10 mM. This range involves erythrocyte Gal-1-P levels
of patients with classical type galactosemia, but not Gal-1-P levels of healthy
subjects. The %CV values calculated for the intra-day and inter-day three-level
reproducibility of both biosensors are below the acceptable limit of 15%. The % CV
calculated for the reproducibility of the free galactose biosensor was 7.78%, the
%CV value calculated for the total galactose biosensor is 8.75. While galactose was
determined in plasma samples containing healthy and patient galactose levels, Gal-1-
P was determined in erythrocyte hemolysates containing patient levels. It has been
shown that the developed biosensors make accurate measurements in plasma and

hemolysate matrices, both by % recovery trials and by method comparisons. The

\Y



unique analytical properties and effortless preparation of the new galactose
biosensors developed in this thesis make them notable candidates for point-of-care

diagnostic testing.

Keywords; galactose, galactose-1-phosphate, biosensor, galactosemia, chitosan,

nafion
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Giris

1.1. Arastirmanin Problemi

Galaktozemi galaktoz metabolizmasindaki bazi enzimlerin (GALT, GALK, GALE)
az veya hig sentezlenememesi sonucu ortaya ¢ikan kalitimsal bir hastaliktir. Ozellikle
yenidoganlarda erken tami konulamamasi agir klinik, hatta Oliimciil sonuglar
dogurabilir. Teshis konduktan sonra da galaktozun diyetten ¢ikarilmasi gerekir.
Galaktoz tayini i¢in Onceki yontemler arasinda kolorimetri, ince tabaka
kromatografisi, kiitle spektrometri ve yiiksek performansli sivi kromatografisi
bulunmaktadir. Bununla birlikte, bu yontemler maliyetli, zaman alicidir ve yiiksek
girisim etkisi ile (6zellikle kolorimetrik yontem icin) yeterince spesifik degildir, bu
nedenle bu sorunlarin {istesinden gelmek icin galaktoz tayini igin yapilan
biyosensorler diger analitler icin oldugu gibi galaktoz tayini i¢cin de biyik ilgi
cekmektedir. Bu nedenle galaktoz ve galaktoz-1-fosfat diizeylerinin hizli, pratik ve

ucuz bir sekilde tayini biiyiik 6nem arz etmektedir.

1.2. Arastirmanin Sorusu

Literatiir verilerinde ¢ok sayida galaktoz biyosensoriine rastlanilmakla birlikte,
galaktoz-1-fosfat tayini igin gelistirilmis bir biyosensore rastlanilmamigtir. Oysa
galaktozemi tanis1 konabilmesi i¢in galaktozun yani sira eritrosit galaktoz-1-fosfat
diizeyleri ve Galaktokinaz (GALK), Galaktozil Uridil transferaz (GALT) enzim
aktiviteleri de gereklidir. Enzim aktiviteleri de galaktoz ve galaktoz-1-fosfat 6lgiimii
tizerinden hesaplanabilmektedir. Bu baglamda bu arastirmanin sorularmni sunlar

olusturmaktadir:

e Gelistirilecek olan biyosensdriin tayin araligi galaktozemi tani ve takibi i¢in
gerekli olan galaktoz ve galaktoz-1-fosfat diizeylerini kapsiyor mu ve yiiksek
dogrulukla 6lgiilebiliyor mu?

¢ Biyosensore diger analitlerin girisimi ihmal edilebilir diizeyde ¢ikacak mi1?

e Biyosensoriin giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirligi kabul edilebilir

diizeylerde gikacak m1?



e Biyosensorle bulunan sonuglar ticari kit yontemiyle bulunan sonuglar ile

korele ¢ikacak mi1?

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Arastirmanin iki hipotezi vardir.

Birincisi: Plazmadaki galaktozemi tanisi ve tedavisinin izlenmesi igin Sserbest

galaktoz diizeylerinin tespitini yapabilen biyosensor temelli yontemler gelistirilebilir.

Ikincisi: Eritrotsit hemolizatinda total galaktoz (galaktoz + gal-1-P) diizeylerini

Ol¢ebilen biyosensor temelli yontemler gelistirilebilir.

1.4. Arastirmanin Varsayimlari

Bu c¢alisma da ticari olarak satin alman Screen Printed Elektrotlar (SPE)
kullanilacaktir. Bazen bu elektrotlarin temel akim degerleri ayn1 olmayabilmektedir.
Bu da tekrarlanabilirligi olumsuz yonde etkileyebilir. Bu olumsuzlugu azaltmak i¢in
oncelikle elektrotlarla ferri ferro ¢ozeltisinde dongiisel voltametri (CV) alinacak olup

birbirine yakin temel akim degerlerine sahip elektrotlarla ¢alisilacaktir.
1.5. Arastirmanin Sinmirhliklar:

Aragtirmanin  sinirhiliklarindan  ilki, Screen Printed Elektrodlarin  (SPE)
fabrikasyondan kaynaklanan hatalarinin tekrar tretilebilirligi ve elektrotlar arasi
tekrarlanabilirligi diistirmesidir. Bunun tstesinden gelebilmek i¢in 6rnek analizinin
gerceklestirilecegi elektrotla kalibrasyon grafiginin ¢izilmesi gerekir. Bir diger
siirhilik, galaktoz-1-fosfat (Gal-1-P) tayini igin gelistirilen alkalen fosfataz (ALP)-
galaktoz oksidaz (GaOX) enzim ¢iftinin optimum pH’larinin farkli olmasidir. ALP
aktivitesini degeri 9-10 gibi yiiksek pH’larda en iyi gosterirken, GaOX aktivitesi i¢in
optimum pH 7,5-8 dir. Bu durum Gal-1-P biyosensoriiniin tayin limitini
sinirlamaktadir.  Arastirmanin  6nemli smirliklarindan biri de elektrokimyasal
yontemlerde elektroaktif dogalarindan dolayr girisim etkisi yapabilen askorbik asit,
tirik asit gibi tiirlerin varligidir. Hem serbest galaktoz biyosensoériinde hem de total
galaktoz biyosensoriinde olgimler -0,05 V; -0,1 V gibi diisiik bir potansiyelde

gerceklestiginden bu etki minimize edilmistir. Yine de askorbik asit, {irik asit gibi
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elektroaktif tiirlerin daha az olmakla birlikte potansiyel girisim etkisi olabilir. Fakat
bu tiirlerin kolay okside olmalart onlar1 kararsiz tiirler haline getirmektedir.
Plazmanin havayla temas1 veya uzun siire bekletilmesi bu tiirlerin kendi kendine
oksitlenmesine neden olmakta ve beklenen girisim etkisi olduk¢a azalmaktadir.
Nitekim ornek analizi, yontem karsilastirma ve geri elde deneylerinde elde edilen

yiiksek dogruluktaki sonuglar bunu dogrulamaktadir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Galaktoz seviyesinin Ol¢limii, galaktozemi ve galaktoz intolerans1 ag¢isindan klinik
onem tasir. Galaktozemi galaktoz metabolizmasindaki bazi enzimlerin (GALT,
GALK, GALE) az veya hi¢ sentezlenememesi sonucu ortaya ¢ikan kalitimsal bir
hastaliktir. Ozellikle yenidoganlarda erken tani konulamamasi agir klinik hatta
Olimciil sonuclar dogurabilir. Teshis konduktan sonra da galaktozun diyetten

cikarilmasi gerekir. Dolayisiyla bu parametrelerin kanda tayini biiyiik 6nem tagir.

Bu projenin amacin1 plazmada serbest galaktoz diizeyleri ve eritrosit hemolizatinda
total Gal-1-P diizeylerinin Olgimii i¢in hizli, spesifik, ucuz elektrokimyasal bir

biyosensor sistemi gelistirilmesi olusturmaktadir.



2. Genel Bilgiler

2.1. Galaktozemi

[k olarak 1900'lerin basinda Von Reuss tarafindan tanimlanmis olan (Cerone et al.,
2019) Galaktozemi, her 62.000 canli dogumda 1, kiiresel siklikta goriilen, yagami
tehdit eden otozomal resesif bir hastaliktir (Pyhtila et al.,, 2015). Galaktoz
katabolizmasini ortaya cikaran Louis Leloir bu bulusu ile 1970 yilinda Kimya
dalindan Nobel odiili almistir (Berry et al., 2006; Novelli & Reichardt, 2000). Bu
nedenle galaktoz katabolizmasi ayn1 zamanda Leloir yolagi olarak da bilinir (Sekil
1). Leloir yolaginda galaktozu Katabolize eden tii¢ enzim vardir: galaktokinaz
(GALK), galaktoz-1-fosfat iridiltransferaz (GALT) ve iiridin difosfat (UDP)-
galaktoz 4-epimeraz (GALE). So6z konusu enzimlerden birinin eksik olmasi
durumunda galaktoz birikir ve bunun sonucunda galaktozemi gelisir. Sekil 1 galaktoz
metabolizmasini gostermektedir. Ik adimda, galaktoz mutarotaz, yoldaki aktif form
oldugu i¢in B-D-galaktozun a-D-galaktoza doniisiimiinii kolaylastirir. Daha sonra, a-
D-galaktoz, GALK tarafindan galaktoz 1-fosfata fosforile edilir. Ugiincii adimda,
GALT, iridin difosfat kaynagi olarak UDP-glukoz kullanarak galaktoz 1-fosfati
UDP-galaktoza doniistiiriir. Son olarak, UDP-galaktoz 4-epimeraz, transferaz
reaksiyonu i¢in UDP-galaktozu UDP-glukoza geri doniistiiriir. Ek olarak,
fosfoglukomutaz, D-glukoz 1-fosfati D-glukoz 6-fosfata doniistiiriir.

Galaktoz
MgATP

Tip II Galaktozemi GALK

MgADP

Galaktoz-1-Fosfat
UDP-Glukoz

GALT GALE Tip III Galaktozemi

Tip I Galaktozemi

UDP-Galaktoz
Glukoz-1-Fosfat

Sekil 1. Leloir yolag:



Klasik galaktozemide, Gal-1-P ana toksik metabolittir ve hem etkilenen hastalari
tanimlamak i¢in birincil belirte¢ olarak hem de tedavilerinde terapdtik bir rehber
olarak hizmet eder (Berry et al., 2006). Ne yazik ki, Gal-1-P konsantrasyonu ile uzun
vadeli sonuglar arasinda ¢ok az korelasyon vardir. Galaktoz aliminin kisitlanmasi
Gal-1-P diizeyinde hizli bir diisiisle sonu¢lansa da, yetiskinlere kiyasla ozellikle
bebeklerde ve ¢ocuklarda artan bir siiregle endojen olarak iiretilen galaktoz nedeniyle
seviyeler kontrollerle karsilastirildiginda yiiksek kalir. Enzim aktivitesinin miktarina
bagl olarak, GALT eksikligi 3 kategoriye ayrilabilir. En siddetli form, eritrositler ve
karaciger dokusunda enzim aktivitesinin olmadig1 veya zorlukla saptanabildigi (<%]1
enzim aktivitesi) klasik galaktozemidir (Timson, 2016; Welling et al., 2017). Ikincisi,
tipik olarak %1 - %10 enzim aktivitesi sergileyen Kklinik varyant galaktozemidir.
Klinik varyant, diger organlarda, yani beyin, karaciger ve bagirsaklarda yiiksek
enzim seviyelerinin varligi ile klasik galaktozemiden farklidir (Timson, 2016; van
Erven et al., 2017). Sonuncusu, %15 - %35 enzim aktivitesini muhafaza etmesiyle
ayirt edilen, Duarte galaktozemi olarak adlandirilan biyokimyasal varyanttir. Duarte
galaktozemi yaklasik 1:4000 yeni dogan bebegi etkiler, bu da onu klasik ve klinik
varyant galaktozemiden ¢ok daha yaygin hale getirir. Bir ¢ocuk Duarte aleli i¢in
heterozigot olan bir ebeveynden dogdugunda ve diger ebeveyn klasik galaktozemi
icin heterozigot oldugunda ortaya ¢ikar. Klasik, klinik ve biyokimyasal GALT
eksikligi arasindaki degiskenlik, kalint1 enzim aktivitesini yansitir (Demirbas et al.,
2018).

GALK eksikligi, galaktitol ve galaktonatin toksik birikimi ile alternatif yollar yoluyla
tiretilen galaktoz metabolitleriyle sonuglanir (Cerone & Rios, 2019) (Sekil 2).
Galaktitol, gozleri ve beyni hedef alarak katarakt olusumuna ve daha az siklikla
beyin ddemine yol agar. Galaktozun erken diyet kisitlamasi bu komplikasyonlari
onler. GALE eksikligi, sadece enzim aktivitesine degil, ayn1 zamanda eksikligin
eritrositlere izole edilip edilmedigine veya doku ve organlari etkilemede daha yaygin
olmasina bagli olarak klinik olarak hafif ile siddetli arasinda degisir. Siddetli GALE
eksikligi, yenidogan doneminde benzer klinik belirtilerle ortaya c¢ikan klasik
galaktozemiyi taklit eder.



Galak+itel
/)l Alternatif yeolak

I/ Artmis metabelik
Aldel Reduktaz drdnler
Eksojen Laktoz H Galaktoz "— — — — == Galaktonat
Laktaz I Galactese
Dehidrogenaz

GALK

Gal-1-P

I (—UDP-Gluknz —\

GALT GALE

\J/ L UDP -&alaktez _) Glukekenjugatlarin
\ biyesentezi:
Glu-1-P =y Galakteproteinler
Galaktelipidler
Mukopolisakkaritler

Sekil 2. Galaktoz metabolizmasi yolagi

Galaktozemi genellikle yenidogan tarama programlari araciligiyla tanimlanir (Vats &
Packman, 2014). Yenidogan tarama programlarinin ¢ogu, eritrositlerdeki GALT
aktivitesini Olcerek baslar, ardindan GALT seviyeleri diisiik oldugunda galaktoz
seviyeleri tayini takip eder. Yenidogan tarama sonuglarinin ¢ikmasi 7 giine kadar
stirebileceginden, klinik olarak galaktozemiden siipheleniliyorsa tarama hizlandirilir.
Kesin tan1 galaktoz-1-fosfat diizeyleri ve GALT enzim aktivitesi Olciilerek ve
molekiiler genetik testler ile konur (Berry, 2012; Berry et al., 2000; Welling et al.,
2017).

Galaktozemi tiim diinyada goriilmekle birlikte, insidans1 cografyaya gore biiyiik
Olglide degisir: Gerek ABD’de, gerekse Avrupa'da bu oran yaklasik 1:40.000 ile
1:60.000 iken; Irlanda rapor edilen en yiiksek insidansa (1:20.000) ve Japonya en
diistik insidansa (1:1.000.000) sahiptir (Kotb et al., 2019; Vats & Packman, 2014).

Klasik tip galaktozemi (GALT) (Berry et al., 2016): Teshis eritrosit Gal-1-P
diizeyleri ve enzim aktivitesi ile konulur. Sagliklilarda eritrosit hemolizat1 Gal-1-P
diizeyi <0,038 mM’dir. Diyet kisitlamasi olmayan yeni doganlarda eritrosit Gal-1-P
diizeyleri 4,6 mM seviyelerine kadar ¢ikabilir. Genelde 0,38 mM’1n {istiindedir.



Hastalarda plazma serbest galaktoz ise ¢ogunlukla >0,55 mM’n istlindedir. 5-20

mM seviyelerine kadar ¢ikabilir. Sagliklilarda 0,11 mM’1n altindadir.

Tip 2 galaktozemi (GALK)(Vats & Packman, 2014) : Diyet kisitlamasi olmazsa
plazma serbest galaktoz diizeyleri 5-20 mM seviyelerine ¢iksa da diyet kisitlamasi ile
normal degerlere doner. Tani GALK aktivitesi l¢limii ile konur. Plazma galaktoz

seviyeleri normal olsa da kan ve idrar galaktitol diizeyleri ytiksektir.

Tip 3 galaktozemi (GALE) : GALT enzim aktivitesi normal oldugu halde plazma
galaktoz ve eritrosit Gal-1-P diizeyleri yiiksek ise diistiniiliir. Tan1t GALE aktvitesi

Olctimii ile konur.

Her ti¢ galaktozemi tipinin karsilagtirmali 6zellikleri Tablo 1°de verilmistir (Cerone
& Rios, 2019).



Tablo 1. Galaktozeminin anahatlar:

Galaktozemi tipi GALK

GALT

GALE

Enzim eksikligi Galaktokinaz

Kalitim Otozomal resesif
insidans 1:100 000 - 1 000 000
Krozomal 17924

lokasyon

Yeni dogan 1 Galaktoz

tarama Normal GALT

Laboratuvar testi | 11 Plazma galaktoz

11 Plazma galaktitol
T1Plazma galaktonat

11 lIdrar  galaktitol,
galaktoz, galaktonat
Normal eritrosit Gal-1-
P

Yaygin P28T
mutasyonlar

Semptom Bilateral katarakt

Prognoz Erken donem teshisi ile
diyet uygulanirsa
katarakt tamamen
engellenebilir.

Galaktoz-1-fosfat
uridiltransferaz
Otozomal resesif
1:40 000 - 1:60 000

9p13

1 Galaktoz
| GALT

11 Plazma galaktoz
1 Plazma galaktitol
1 Idrar galaktitol,
galaktoz, galaktonat
11 Eritrosit Gal-1-P

Klasik

K285N, L195P
Klinik varyant: S135L
Biyokimyasal
(Duarte):
N314D/Q188R

Q188R,

Erken donem
belirtileri: Beslenme
bozuklugu, sarilik,
gelisim geriligi,
uyusukluk

Ge¢ donem
belirtileri: Karaciger
yetmezligi,
koagiilopati, bobrek
fonksiyon bozuklugu,
katarakt, Escherichia
coli sepsisi ve 6lim

Hizli teshis edilip
diyet kisitlamasina
gidilirse hayati tehdit
eden ciddi belirtiler
Onlenebilir. Fakat uzun
donemde erken
yumurtalik yetmezligi,
bozulmus norogeligim,
konusma sorunlari,
ekstrapiramidal
anormallikler ve
azalmis kemik mineral
yogunlugu riskleri
vardir.

Uridin difosfat-
galaktoz-4-epimeraz
Otozomal resesif

Hafif form :

1:6200 — 1:64000
Siddetli form : 1:23000
1p36

1 Galaktoz
Normal GALT

1 Plazma galaktoz

1 Plazma galaktitol
1 Idrar galaktitol,
galaktoz, galaktonat
1 Eritrosit Gal-1-P

Siddetli form: V94M,
K257R, R335H, L183P
Hafif form: L313M,
D103G

Asemptomatik olabilir
veya dgrenme zorlugu,
gelisme geriligi,
norolojik bulgular gibi
klasik tip galaktozemi
ile benzer belirtiler
goriilebilir.

Uzun dénem prognozu
yoktur.



2.2. Amperometrik enzim biyosensorleri

Biyosensor evrensel olarak “biyolojik 6neme sahip bir analitin tespiti i¢in biyolojik
bir bileseni fizikokimyasal bir cihazla birlestiren bagimsiz bir analitik cihaz” olarak
tamimlanir (Hasan et al., 2014). Hedef molekiil ile spesifik olarak etkilesime girebilen
bir biyolojik tanima elemanindan ve bu etkilesimi Olgiilebilir bir sinyale
doniistiirebilen bir doniistiiriiciiden olusur (bknz. Sekil 3).

Analit Biyotarnima Sinyal

e Sinyal godaltic Gosterge
eleman déndstirdcid inyal gogalhc

%= Antikor

P cn
.".'; | Mikroorganizm ‘ Optik » -£>— ‘

L

-
Elektrokimyasal

WAL ona Mekanik

Sekil 3. Bir biyosensoriin sematik gdsterimi

Enzimatik bir biyosensor, dl¢iilen maddenin konsantrasyonunu uygun bir fiziksel ve
kimyasal doniistiiriici ve sinyal yiikseltici cihaz araciligiyla dijital bir sinyale
dontistiiren bir algilama aracidir (Rocchitta et al., 2016). Temeli enzimlerin duyarl
bilesenler olarak kullanildigi biyomolekiiler tanimaya dayanir. Genel olarak
amperometri sabit potansiyel altinda akimdaki degisikliklerini 6lgen bir tekniktir.
Akimdaki degisiklik analit konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Enzimatik
biyosensorlerin temel performans gostergeleri hassasiyeti, segiciligi, tayin limitini ve
lineer araligi igerir. Bir enzimin dogal 6zgiilligii nedeniyle, enzimatik biyosensorler,
pratik uygulamalarda genellikle hedefe miikemmel secicilik gdsterir. Bu
biyosensorler, miikkemmel 6zellikleri, yani yiiksek hassasiyetleri, kisa cevap siireleri,
yerinde kullanima uygun olmalar1 ve diisiik maliyetleri nedeniyle gida giivenligi,
tarimsal kirlilik, ila¢ {iretimi, fermantasyon ve cevresel izleme dahil olmak iizere
cesitli alanlarda giderek artan bir sekilde insanlarin ilgisini ¢gekmistir (Borah et al.,
2018; Dzyadevych et al., 2008; Jayan et al., 2020). Bununla birlikte, algilama igin

yalnizca enzimin aktif merkezinden gelen redoks yetene§ine giivenildiginde,
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sensoriin dogrulugunu biiyiik Olciide etkileyen, yeterince giiglii bir yanit sinyali
tiretmek icin yeterli elektron aktarilmaz. Bu nedenle, biyoalgilama performansini
artirmak, enzimatik sinyali biiylitmek i¢in genellikle bir elektrot malzemesi
kullanilir. Nanobilimin hizli gelisimi ile daha yiiksek elektrokatalitik aktivite, yiizey
alani ve iletkenlik elde etmek igin artan sayida nanomalzeme tasarlanmistir (Hira et
al., 2021; Suvarnaphaet & Pechprasarn, 2017; G. Yang et al., 2014). Bugiine kadar,
enzimatik biyosensorlerin gelisimi, enzim tarafindan iiretilen elektronlarin enzim ve
elektrot yiizeyi arasinda transfer edilme sekline gore ii¢ nesile ayrilabilir (Sekil 4).
Birinci nesil biyosensorler, elektronlar1 transfer etmek i¢in ¢ozeltide oksijen veya
H20.'in katilimina dayanan klasik enzimatik biyosensordiir. Coziinmiis oksijenin
degisen konsantrasyonu nedeniyle stabilitesi zayif olmasina ragmen, enzimatik
biyosensor gelistirilmesinin en erken ve en kolay yoludur. Ikinci nesil, enzimin aktif
merkezi ile elektrot yiizeyi arasinda bir koprii olarak enzimatik elektrota siklikla
yapay bir elektron aracisi sokan mediyator (araci) tabanli enzimatik biyosensordiir.
Bu tiir malzemelerin kullanilmasi, redoks yetenegi sayesinde algilama sinyalini
biiyiik 6lgiide biiyiitiir ve hizlandirir. Bununla birlikte, yapay mediyatorler genellikle
zayif etkilesimler veya afiniteler nedeniyle elektrot yiizeyinden diisebilirler, bu da
hazirlanan biyosensérlerin kisa dmiirlerine sahip olmasina neden olur. Ugiincii nesil,
elektronlar1 herhangi bir yapay aract olmadan dogrudan enzim merkezi ile elektrot
arasinda aktaran aracisiz enzimatik biyosensordiir. Bu durumda, enzim tabakasi ve
elektrot ylizeyi arasindaki ara yiiziin kararliligi, cok daha hizli elektron transfer hizi
ile birlikte 6nemli Ol¢lide gelistirilecektir. Araci olmamasinin bir sonucu olarak,
enzimatik reaksiyonun elektrokatalizi tatmin edici degildir, bu da diisiik hassasiyete
yol agar. Enzimatik biyosensdriin gelisim ge¢misine, elektronlar icin siirekli olarak
daha kararl ve daha kisa bir transfer yolunun elde edildigi elektrot malzemelerinin
gelistirilmesindeki ilerleme eslik etmektedir. Bu sekilde, yiiksek biyoalgilama
performansi lireten enzimatik reaksiyondan tiiretilen elektrik sinyalinin dikkate deger

bir sekilde yiikseltilmesi beklenir.
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1_jenerasyon

Elektrot

Elektrot

Elektrot

Sekil 4. Enzimatik biyosensorlerin 6l¢iim prensibine gore siniflandiriimasi

Nanomalzemeler, tibbi, farmasotik, kimyasal ve biyolojik alanlar dahil olmak iizere
bircok alanda basariyla kullanilmaktadir. Nanomalzemeler elektrokimyasal
algilamada 6nemli roller oynar: (1) Yiiksek elektron transfer hizi. Nanomalzemelerin
diisiik transfer direnci, iletken olmayan proteinin elektrot ylizeyindeki tepkisini
tyilestirebilir. (2) Elektrokimyasal sinyallerin amplifikasyonu. Nanomalzemeler
mitkemmel katalitik aktiviteye sahiptir ve elektrokimyasal tepki sinyalini
genisletmek i¢in elektrokatalizorler olarak yaygin olarak kullanilir. (3) Nanotastyici
enzimler. Nanomalzemeler iyi bir biyouyumluluga sahiptir ve protein molekiillerini
elektrostatik etkilesimler, hidrofobik veya =n-m istifleme etkilesimleri yoluyla
hareketsiz hale getirebilir (Teymourian et al., 2020; Wen et al., 2017; Xu et al.,
2020). Nanomalzemelerin gesitli avantajlara sahip oldugu dogrulanmis olsa da, en
diisiik entalpiye ulasirken dogal agregasyon davraniglart nedeniyle hassas
nanoyapinin kontrolii her zaman bir zorluktur. Diizensiz nanomalzemelerle
karsilagtirildiginda, diizenli nanoyapilara sahip malzemeler daha aktif bolgelere
sahiptir ve gelismis katalitik kapasite gdstermistir. Ayni zamanda, normal nanoyapili
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nanomalzemenin diizgiin dagilimi, daha genis bir spesifik ylizey alanma sahip
olmasimi saglayarak enzim yiiklemesinde bir artisa yol acar ve bu da sinyal
yogunlugunu arttirir. Ayrica normal nanomalzemelerin sentez yontemi kontrol
edilebilir oldugundan ilgili biyosensorlerin tekrarlanabilirligi ve stabilitesi yiiksektir
(Lu et al., 2014; Ma et al., 2016; Mi et al.,, 2019). Bu nedenle, artan sayida
aragtirmaci, elektrotlar iizerinde diizgiin bir dagilima sahip, iyi tanimlanmis diizenli
bir geometrik morfolojiye sahip gelismis nanomalzemelerle ilgilenmektedir. Son on
yilda, nanokiipler (NC'ler), nanoteller (NW'ler), nanotiipler (NT'ler) ve nanogigekler
(NF'ler) gibi cesitli diizenli nanoyapilarla birlikte, ¢esitli nanomalzemeler siirekli
olarak onlardan tiiretilen avantajlar1 dogrulamak igin gelistirildi. (Chu et al., 20174a;
D. S. Kim et al., 2020; Ma et al., 2016; P. Yang et al., 2017).

2.3. Alkalen fosfataz

Alkalen fosfataz (ALP) (EC 3.1.3.1), bir¢ok hastaligin teshisi ve takibi i¢in siklikla
kullanilan enzimlerden biridir. Bir yandan ALP, kemik, bobrek, karaciger, plasenta
ve bagirsaklar gibi gesitli insan dokularinda bulunur. Anormal seviyesinin meme ve
prostat kanseri, tiimorler, kemik hastaligi, tiroid bozukluklari, karaciger fonksiyon
bozuklugu ve diyabet gibi birgok hastalikla iligkili oldugu kanitlanmistir (Stokol et
al., 2015; Yamazoe et al., 2016). Ayrica ALP konsantrasyonunun izlenmesi kronik
yaralarin tedavisi i¢in dnemlidir. Cilinkii bakteriyel biyofilm olusumunda dnemli bir
rol oynar (Nsabimana et al., 2019). Ote yandan, ALP, yiiksek stabilitesi, yiiksek
devir sayisi, diisiik maliyeti ve genis substrat 6zgiilligii nedeniyle biyo-tahlillerde
etiketleme enzimi olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Bhimji et al., 2013;
Hussaini & Farrington, 2007; C. M. Li et al., 2013; J. Zhang et al., 2017; Zhao et al.,
2006). Buna dayanarak peptitler, proteinler, niikleik asitler vb. farkli hedef analitler
tespit edilebilir ve bu da spesifik hastaliklarin bagarili teshisini saglayabilir.

Biyokimyanin 6nemli bir aracis1 olarak ALP, metabolizma, sinyal iletimi, molekiil
taginmasi ve genetik bilginin ifadesine kadar pek ¢ok biyolojik siirece aktif olarak
katilir. ALP yapisal olarak bes sistein kalintisi, iki ¢inko atomu ve ona katalitik bir
islev kazandiran bir magnezyum atomu igeren iki benzer monomerden olusur
(Coleman, 1992; E. E. Kim & Wyckoff, 1991; Millan, 2006a). Adindan da

anlasilacagi gibi, ALP esas olarak biyolojik defosforilasyon i¢in bir katalizor islevi
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goriir ve alkali ortamlarda optimal olarak aktif hale gelir (Coleman, 1992; E. E. Kim
& Wyckoff, 1991; Millan, 2006a). ALP'in fizyolojik rolii canli organizma i¢in hayati
onem tasidigindan, ALP hem prokaryotlarda hem Okaryotlarda bulunabilir. ALP,
fosfat monoesterlerinin hidrolizini katalize eder ve ayrica yiiksek konsantrasyonlarda
fosfat alicilarinin varhi@inda bir transfosforilasyon reaksiyonunu katalize eder.
Katalitik mekanizmanin ana  Ozellikleri memeli ve Dbakteri ALP'leri
karsilastirildiginda korunurken, memeli ALP'lar1 daha yiiksek spesifik aktiviteye ve
Km degerlerine sahiptir; daha alkali bir pH optimumuna sahiptir; daha diisiik 1s1
kararlilig1 gosterir; membrana baghdirlar ve L-amino asitler ve peptitler tarafindan

rekabetgi olmayan bir mekanizma yoluyla inhibe edilirler(Millan, 2006a) .

Memeli ALP'leri genis bir substrat spesifikligine sahiptir ve ¢ok ¢esitli fosfatli
bilesikleri in vitro olarak hidrolize edebilir veya transfosforile edebilir. ALP'larin
niikleotidlerin metabolizmasina da dahil oldugu gorilmistiir. Say ve arkadaslari,
ALP'in genis substrat 6zgiilligi gosterdigini ve ATP, ADP, AMP, PPi, glukoz-1-
fosfat, glukoz-6-fosfat, fruktoz-6-fosfat gibi seker fosfatlar1 ve B-gliserofosfat,
hidrolize edebildigini bildirmistir.(JC Say, 1991). Kaynagina goére degismekle
birlikte optimum pH araligi 6-12 ve optimum sicaklik araligi 15-95 °C arasindadir.
Sigir barsaklarindan izole edilen ALP ic¢in calisma pH araligi 7.4-10.4 arasi
bulunurken, g¢alisma sicaklik araligi ise 20-45 °C arasinda bulunmustur (Information
on EC 3.1.3.1 - Alkaline Phosphatase - BRENDA Enzyme Database, n.d.).

2.4. Nafion

Nafion 1960’larin sonunda Dupont firmasindan Walther Grot tarafindan kesfedilen
stilfonatli politetrafloroetilen (PTFE) kimyasal yapisina sahir bir floropolimer-
kopolimerdir (Church, 2006). Nafion, Chemours sirketinin bir markasidir. Nafion,
hem toz regine hem de kopolimer olarak iretilebilir. Cesitli kimyasal
konfigiirasyonlara ve dolayisiyla IUPAC sisteminde birka¢ kimyasal isme sahiptir.
Nafionun molekiiler agirligi, isleme ve ¢ozelti morfolojisindeki farkliliklar nedeniyle
belirsizdir (Heitner-Wirguin, 1996; Mauritz & Moore, 2004). Sekil 5’te goriilen bir
Nafion biriminin yapisi, malzemenin degiskenligini gosterir; Ornegin, en temel
monomer, eter gruplari (z alt simgesi) arasindaki zincir varyasyonunu igerir. Bunun

yerine, ticari olarak mevcut membranlarin ¢ogunu tanimlamak i¢in esdeger agirlik
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(EW) ve malzeme kalinlig1 kullanilir. EW, malzeme asit formundayken siilfonik asit

gruplarinin molii basma kuru Nafion gram sayisidir (Mauritz & Moore, 2004).

Nafion membranlar genellikle EW ve kalinliklarina gére siniflandirilir (Kusoglu &
Weber, 2017). Ornegin, Nafion 117, 1100 g/mol EW ve 0,007 in¢ (7 bin) kalinhiga

sahip bir ekstriizyon dokiim membrani belirtir.

Asidik siilfonik gruplarla stabil PTFE omurgasinin kombinasyonu Nafion'a su

ozellikleri kazandirir:

Katyonlara kars1 oldukga iletkendir, bu da onu birgok membran uygulamasi

icin uygun hale getirir (Kusoglu & Weber, 2017)

Kimyasal saldirilara karsi dayaniklidir. Chemours'a gore, yalnizca alkali
metaller (Ozellikle sodyum) Nafion'u normal sicaklik ve basinglarda

bozabilir.

Iyonik siilfonat gruplariyla i¢ ice gecen PTFE omurgasi, Nafion'a yiiksek bir
calisma sicakliginda bile dayaniklilik saglar.

Secicidir ve suya kars1 gecirgenligi yliksektir.

Sicakliga, hidrasyon durumuna, termal gecmise ve isleme kosullarina bagh

olarak 0,2 S/cm'ye kadar proton iletkenligi vardir (Kusoglu & Weber, 2017)

Nafion'daki perfloroalkil omurgalarinin  mevcudiyeti yapiya yiiksek
hidrofobiklik kazandirir, bu da onu sulu bir ¢6zelti i¢inde grafen, karbon
nanotiip, iyonik kati1 gibi bilesenleri dagitmak i¢in etkili bir matris haline
getirir (Baghbaderani & Noorbakhsh, 2019; Luong et al., 2005; Sone et al.,
1996).

Ek olarak, Nafion, miikemmel film olusturma kabiliyeti nedeniyle grafen ile
modifiye edilmis elektrotlarin stabilitesini arttirmaya yardimcr olur. Bir
katyon degisim polimeri olarak Nafion, anyonik tiirlerin elektrot yiizeyine
ulagmasini1 engellemeye yardimci olur ve katyon iletiminin ge¢mesine izin

vererek 1yi bir segicilige yol agar (Alim et al., 2019).

llging bir sekilde, Nafion filmindeki hidrofilik negatif yiiklii siilfonat grubu,

pozitif yiikli biyomolekiillerin elektrostatik etkilesim yoluyla segici olarak

14



zenginlestirilmesini  saglarken, polimerin hidrofobik florokarbon agi,

molekiiliin hidrofobik kismi i¢in bir segicilik saglar (Alim et al., 2019).

Iyonomerler olarak adlandirilan iyonik 6zelliklere sahip bir sentetik polimer sinifinin
ilkidir. Nafion'un {stiin iletken Ozelliklerinin  kimyasal temeli, kapsamli

aragtirmalarin odak noktasi olmaya devam etmektedir.

&LCH,CF
ﬁ.T%*-... 4

CF,

/""'-..

Sekil 5. Nafion’un kimyasal yapisi

2.5. Kitosan

Dogal ve lineer bir polisakkarit olan Kitosan(CHIT), en dnemli kitin tiirevlerinden
biri olarak kabul edilir ve seliilozdan sonra en bol bulunan ikinci dogal polisakkarittir
(Petrucci, Pasquali, et al., 2021). Kitin, eklembacaklilarin ve karideslerin dis
iskeletlerinden ve kafadanbacaklilarin gagalarindan elde edilmistir. Ote yandan
kitosan, mantarlar gibi bazi mikroorganizmalarda da bulunur. Asidik bir ortamda
notr veya negatif yikli olan diger dogal polisakkaritlerin aksine, Kitosan
polikatyonik bir polimer gibi gortiniir (Hench, 1998). Bu, etkili bir elektrostatik
etkilesim yoluyla diger polimerlerle kompozitler veya ¢ok katmanli yapilar

olusturmasini saglar.

CHIT, Sekil 6'da sematik olarak gosterildigi gibi, alkali bir ortamda bir N-
deasetilasyon islemi yoluyla kitinden hazirlanir ve deasetilasyon derecesi, kitosanin
ozelliklerini modiile eder ve molekiiler agirhgini etkiler (Peter, 1995; Shahid-UI-
Islam et al., 2013; Zeng et al., 2012). Kimyasal bir bakis agisindan, CHIT, bir -1,4
glikosidik  bagla  birlestirilen D-glukozamin ve N-asetil D-glukozamin

kopolimerlerinden olusur . Farkli deasetilasyon derecelerine gore, kitosan yiiksek
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(>~500 kDa), orta (~50—500 kDa) ve diisiik (<~50 kDa) molekiiler agirlikl1 olarak
ti¢ kategoriye ayrilabilir (Jiang & Wu, 2019).

Kabuklular Mantar
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Sekil 6. Kitin ve kitosanin degisik kaynaklardan ekstraksiyonu (Petrucci, Di Matteo, et al., 2021)

CHIT kosullara bagl olarak farkli vizkozite ve ¢oziniirlik degerlerine sahiptir.
CHIT’nin sulu ¢ozeltilerdeki ¢oztntirligl, pH degeri (genelikle pH 6,5’1n altinda
¢ozlnlirdiir), iyonik kuvvet ve deasetilasyon derecesi degistirilerek ayarlanabilir.
Bunlara ek olarak CHIT 1n lineer yapisindaki reaktif amino ve hidroksil gruplar1 onu
biyo/kimyasal modifikasyonlar i¢in uygun hale getirir (Petrucci, Pasquali, et al.,
2021; Shukla et al., 2013). Sonug olarak, CHIT’in yapisal ve islevsel 6zellikleri,
polimerin kolayca modifiye edilmesine izin vererek, belirli islevler ve yetenekler
sunar. Biyolojik/kimyasal baglanma i¢in uygun fonksiyonel gruplarin varligi, yiiksek
mekanik stabilligi gibi nedenlerle CHIT biyosensor dizayninda siklikla kullanilan bir
biyopolimerdir. Yaygin dogal polimerler arasinda kitosan, iyi mekanik mukavemet,
hidrofilik, kolay islenebilirlik ve biyouyumlulugun kimyasal avantajlari, biyo-

cevrede stabilite ve kimyasal modifikasyon yetenegi gibi fiziksel avantajlara sahiptir.
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2.6. Prussian Blue

Amperometrik enzim biyosensdrlerinin  gelistirilmesi i¢in en ¢ok kullanilan
konfigiirasyon, bir oksidaz enziminin kullanimin1 igeren konfiglirasyondur. Bu enzim
sinifi, substrati oksitler ve daha sonra elektronlar1 molekiiler oksijene aktardiktan
sonra orijinal aktif durumlarina geri donerck hareket eder, boylece bu enzimatik
reaksiyonun son friinleri, substratin oksitlenmis formu ve bir yan {riin olarak
hidrojen peroksit olur. Oksijen tiikketimi (Mulchandani, 1998) veya peroksit
(Guilbault & Lubrano, 1973; Updike & Hicks, 1967) olusumu izlenerek substratin
konsantrasyonu bulunabilir. Son yillarda hidrojen peroksit oOlglimiine dayali
yontemler, oksijenin indirgenmesine dayali yontemlere gore biiyiikk Olclide tercih
edilmektedir. Bununla birlikte, bu yaklasimdaki biiyiik bir dezavantaj, genellikle
mevcut olan birgok elektroaktif maddenin (yani askorbik asit, iirik asit, vb.) gercek

orneklerde, girisim sinyalleri vermek igin oksitlenebilmesidir.

Bu sorunun iistesinden gelmenin en yaygin yollarindan biri, H2O2'in indirgenmesini
katalize eden prototipik bir hemeprotein peroksidaz olan yaban turpu peroksidaz
(HRP) adl1 baska bir enzimin kullanilmas1 olmustur (Lindgren et al., 2000; Ruzgas et
al., 1996). HRP, aktif bolgesi ile elektrot yiizeyi arasinda dogrudan elektron
transferine izin verir. Bu yaklasim, iyi bir hassasiyet ve dogruluk sergilemesine
ragmen, yiiksek maliyet, diisiik stabilite ve HRP'nin kat1 yiizeylere sinirli baglanmasi

gibi baz1 6nemli eksikliklerden muzdariptir.

Bu nedenle, son 30 yilda hidrojen peroksitin oksidasyonunu veya indirgenmesini
katalize eden elektrokimyasal inorganik mediatorler (Chaubey & Malhotra, 2002;
Newman et al., 1995) (Chaubey ve Malhorta, 2002, Zen ve digerleri, 2003a,
Newman ve digerleri, 1995) HRP'ye tercih edilmis ve oksidaz bazli biyosensorlerin
gelistirimesi igin kullanilmistir. Bu, uygulanan potansiyelin diismesine ve bunun
sonucunda birgok elektrokimyasal girisimin Onlenmesine neden olur. Bu
perspektifte, hekzasiyanoferratlar ve Ozellikle Prussian Blue (PB) (ferrik

hekzasiyanoferrat—PB) genis bir kullanim alani bulmustur.

Tipik bir hekzasiyanoferrat koordinasyon bilesigi olan Prusya mavisi (PB), benzersiz
ozellikleri nedeniyle cesitli bilimsel alanlarda biiytik ilgi gormistir (Sekil 7)

(Ferreira et al., 2004; Karyakin et al., 1995). Prusya mavisi ilk olarak 1704'te Alman
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boya tireticisi Diesbach tarafindan koyu mavi pigment olarak kullanilmak iizere
sentezlendi (Sekil 7¢) (Holtzman, 1945). Bu malzeme, birim hiicrenin yiiz merkezli
kiibik bir yapisina sahiptir (Sekil 5 a), hiicre kafesinin ideal kenar uzunlugu 10.143
A'dir ve sadece ii¢ elementten olusur: demir, karbon ve azot (Herren et al., 1980;
Itaya et al., 1986).

flging bir sekilde, PB'deki her komsu demirin, CN grubuyla iskeleti olusturmak igin
Fe(Il) ve Fe(IIl) olmak tizere iki farkli degeri vardir. Birim hiicrenin her bitisik on iki
Fe-CN-Fe kenari, iletkenligi artirmak i¢in Na® ve K gibi alkali metal iyonlarinin
girisine izin veren biiyiik bir bosluk olusturabilir (De Mattos et al., 2000; F. Ricci &
Palleschi, 2005a). Standart formiilii Fes[Fe(CN)s]s olan PB’de Fe (II) CN grubuyla
hekzagonal kompleks baglariyla baglanir ve bu komplekste Fe (III) grubuyla
baglidir. Toksik olmamasina ve biyouyumluluguna ek olarak, PB, diisiikk enerji
boslugu nedeniyle katalitik islevini indiiklemek i¢in kolayca uyarilabilir (Yamamoto
et al., 2009). Yukaridaki 6zelliklerin tiimii, 1978'den beri elektrot malzemesi olarak
yaygin olarak kullanilan PB'nin elektrokatalitik islevini saglar (Neff, 1978; F. Ricci
& Palleschi, 2005a).

PB'nin elektrokimyasal 6zellikleri esas olarak demir elementlerinden elde edilir.
Birim hiicresindeki iki farkli demir valansindan dolayi, PB, dis potansiyel tarafindan
kolay oksidasyon veya indirgeme icin elektron hareketi iiretebilir. Farkli valanslara
sahip li¢ yaygin PB formu vardir: tim Fe(II)'nin Fe(lll)'e daha fazla oksidasyonu
Berlin Green (BG) olarak adlandirilir; Fe(IT) ve Fe(Ill)'in karisik birlikteligi PB'dir;
tim Fe(IIl)'lin Fe(Il)'ye donilisiimi Prusya White (PW) iiretebilir (Sekil 7d) (Sgobbi
et al., 2016; C. Shen et al., 2016). Bu tepkimeler dongiisel voltammogram (CV) ile
aciklanabilir (Sekil 7 d). Sekil 7d’deki 1 ve 4 nolu redoks pikleri PB ile PW
arasindaki dongiliyli, 2 ve 3ncii pikler ise PB ile BG arasindaki dongiyt
gostermektedir. Normalde, PB'nin sentez kaynaklar1 K™ veya Na* gibi alkali metal
iyonlar1 icerdiginden, kafesinde iyonlar1 olan hazirlanan PB zayif ¢oziintirliik
gosterebilir (Doumic et al., 2016; Manivannan et al., 2016). PW’den PB’ye
doniistime eslik edebilen H20. bu dongiide transfer edilen elektronlarla hizli bir
sekilde OH" ‘e indirgenir ve PB’de uygun potansiyelde tekrar PW’ye indirgenir (Qiu
et al., 2007). Bu siiregte PB, elektronlar elektrot yiizeyinden H2O>'e tasimak igin

elektron tastyicist gorevi gortir.
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4-6 nmol cm 2 ‘lik alana sahip PB filmi icin elektrokimyasal hiz sabiti 0.01cms™
agsmaktadir (Karyakin et al., 1998). H2O i¢in katalitik etkiye sahip olan platin
elektrotlarda hiz sabiti ise 7x10°cm ™! “dir (Y. Zhang & Wilson, 1993). Bu PB’nin
platin elektroda gore neredeyse 1000 kat daha fazla bir katalitik etkinlige sahip
oldugunu gosterir. Platin elektrotlar tizerindeki hidrojen peroksit indirgeme akimi,
oksijen indirgeme akimina kiyasla 10 kat daha disiiktiir. Bu, oksijen varliginda
diisiik potansiyeller i¢in H2O2'in saptanmasini pratik olarak imkansiz hale getirir.
Buna gore, platin iizerinde miimkiin olan tek tespit prensibi, olduk¢a yiiksek anodik
potansiyelde H»>O» oksidasyonudur, ancak bu, ¢esitli kolayca oksitlenebilir
bilesiklerin oksidasyonu nedeniyle parazitik sinyalin ortaya ¢ikmasina neden olur

(Karyakin, 2017).
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Sekil 7. a) PB’nin birim hiicre yapisi (Piernas Mufioz & Castillo Martinez, 2018) ; b) PB temelli
biyosensorlerin ¢alisma prensibi (F. Ricci & Palleschi, 2005b); ¢) Toz halinde PB; d) PB modifiye
elektrodun dongiisel voltammogrami (Francesco Ricci et al., 2003) (i), ¢6ziiniir PB’nin redoks

tepkimesi (Ellis et al., 1981)(ii), ¢6ziiniir olmayan PB’nin redoks tepkimesi (ltaya et al., 1986)

PB'nin elektrot ylizeyinde kullanim1 modifiye edilmis bir filmin olusmasini
gerektirir. Siklikla kullanilan iki yontem vardir. Biri adezyona dayali kimyasal

reaksiyon yontemi, digeri ise elektrokimyasal depozisyon yontemidir.
2.6.1. Kimyasal reaksiyon yontemi

PB film sentezi i¢in kimyasal reaksiyon yontemi temel olarak [Fe(CN)g]* ve Fe3*

iyonlar1 arasindaki reaksiyona baghdir ve reaksiyon denklemi su sekildedir:
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3A4Fe(CN)e + 4FeBz — Fes[Fe(CN)s]s + 12 AB

Burada A, alkali metal iyonunu temsil eder ve B, eslesen anyondur (Chu et al.,
2017b). Ricci ve arkadaslar1 (Francesco Ricci et al., 2003) Screen Printed elektrodu
(SPE) asit ortaminda konsantrasyon orani 1/1 olan ¢ozeltiye daldirmis ve 1 saat
bekletmistir ve sonrasinda 100 °C’de kurutmustur. Bu PB filmi, pH=9'luk zayif
alkali kosullara kars1t milkemmel pH toleransina sahiptir (normalde PB yalnizca asit
ve notr bir ortamda bulunabilir). PB filmlerinin kimyasal sentezi ile ilgili diger
calismalar, bu yonteme benzerdir ve PB filminin performansini iyilestirmek igin
immobilizasyon yonteminde bir degisiklik ve film {izerinde ¢apraz baglayicilarin
kullanilmasi gibi baz1 modifikasyon ve gelistirmeler gereklidir (Chadha et al., 2022;
X. Shen et al., 2009). Su anda, biyosensor uygulamalarinda PB filmleri hazirlamak
icin kimyasal reaksiyon yontemini benimseyen sadece birka¢ calisma bulunmaktadir.
Bu yontem hizli bir gekilde biiylik miktarda PB iiretebilse de, sentezlenen PB'nin
nano yapisini tatmin edici tekrarlanabilirlikle kontrol etmez. Ayrica, ex-Situ
hazirlama genellikle elektron transferinin verimliligini azaltmak icin arayiiz direncini

artiran yapiskan capraz baglayicilarin yardimini gerektirir.

2.6.2. Elektrokimyasal depozisyon yontemi

Elektrokimyasal biriktirme, PB film hazirlama i¢in en sik kullanilan teknolojidir.
Film olusumu igin ¢alisma elektrodu tizerindeki elektroaktif hedefin indirgenmesini
veya oksidasyonunu saglamak i¢in elektrot iizerindeki belirli dongii potansiyellerini
kullanarak calisir. Literatiirde elektrokimyasal biriktirme temel olarak ii¢ stratejiden

olusur: sabit akim, sabit potansiyel ve CV tarama (Chu et al., 2017b).

PB film hazirlama igin bu yaklasimin ilk benimsenmesi 1978'dedi. Neff ((Neff,
1978), esit miktarda 0,01 M FeCl3 ve K4[Fe(CN)g iceren 1 M HCI kullanilarak
hazirlanan reaktif bir ¢ozeltiye daldirilan platin folyoya 1 saat 1 mA sabit akim
uygulamistir. Bu elektrot, ilk elektro-birikimli PB filmiydi ve bu ¢alismadan ilham
almarak ¢ok sayida modifiye edilmis elektrokimyasal biriktirme yaklagimi
gelistirilmistir. Daha sonra, Itaya ve ark. (Itaya et al., 1986), PB film hazirlama i¢in
katodik olarak polarize bir elektrotu bir ferrik ferrisiyaniir ¢ozeltisi karigimina
daldirdi. Caligma elektrot malzemesinin, elektrodepozisyon iizerinde biiyiik bir etkisi

oldugunu o6ne siirdii. Organik substratlar, PB filminin oksidasyonu sirasinda ¢ok
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zay1f adezyon ile elektrot yiizeyinde PB'nin hizli bir sekilde kaplanmasi nedeniyle
elektrokimyasal biriktirmede kullanilamaz. Karyakin ve ark. (Karyakin et al., 1999),
bir PB filminin hazirlanmasi i¢in sabit bir potansiyel (0,4 V) kullanmis ve 60 s
biriktirmeden sonra oldukca hassas bir PB biyosensorii elde etmistir. Bu ¢alisma,
PB'nin notr destekleyici elektrolit c¢ozeltileri ile negatif potansiyel altinda
kararliligimi koruyabildigini géstermistir. Ayn1 grup belli potansiyel arasi (-0,1&0,5
V arasi) CV taramasi ile camimsi karbon elektrot yilizeyinde PB biriktirmistir
(Karyakin et al., 2007). Bildirildigi gibi, destekleyici elektrolit se¢imi,
elektrodepozisyon davranigini giiglii bir sekilde etkileyebilir (Abbaspour & Kamyabi,
2005). Cesitli metal tuzlar1 ((KCI, K2SOs4, KNO3, KF, KCIOs4, K2CO3z NH4NO3,
CsNOsz and RbNOgz) depozisyon ¢ozeltisinde denenmistir. Sonuglar, KCIl'in CV
taramasi kullanarak c¢ok diisiik bir potansiyel araligi altinda biriktirme verimliligini

destekledigini gosterdi.

Bugiine kadar, elektrokimyasal biriktirme, PB filmlerinin yerinde hazirlanmasi i¢in

hala oldukc¢a verimli bir yontemdir.

2.7. Screen Printed Elektrotlar

Screen printed elektrotlar (SPE'ler), serigrafi teknolojisine dayali tek kullanimlik
sensorlerdir. Farkli seramik veya plastik yiizeylere ¢esitli miirekkep tiirleri basilarak
olusturulurlar. Polyester ekranlar genellikle baski icin kullanilir; Bu ekranlarin
analitik uygulamasma dayali olarak, analist bu ekranlarin farkli modellerini
tasarlayabilir. Analitik prosediir i¢in gereken hem secicilik hem de hassasiyet esas
olarak baski i¢in kullanilan miirekkeplerin bilesimi ile belirlenir. Ayrica, bu tiir
cihazlarin genis bir yelpazesi ticari olarak mevcuttur. SPE’lerin ylizeyleri ¢esitli
analitler icin modifiye edilebilir. Cok amagli SPE’ler liretmek i¢in iki ana strateji
vardir: I) polimerler, metaller, kompleks olusturucu maddeler ve enzimler gibi ¢esitli
maddeler ekleyerek baski miirekkeplerinin bilesimini degistirmek ve 1) metal
filmler, enzimler ve polimerler gibi elektrot yilizeylerine ¢esitli maddeler immobilize

ederek elektrotlart modifiye etmek (Honeychurch & Hart, 2003).
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Sekil 8. SPE elektrodun bilesenleri

Referans elektrot
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3. Gerec¢ ve Yontem

3.1. Gereg
3.1.1. Calismada kullanilan gerecler ve kimyasallar

Galaktoz oksidaz (kaynak: Dactylium dendroide, =3,000 units/g solid), alkalen
fosfataz (Kaynak: Sigir bagirsak mukozasi, >10 DEA units/mg solid), kitosan (orta
molekiiler agirlikli), nafion-117, potasyum hekzasiyanoferrat (Ill), potasyum
hekzasiyanoferrat (I1), potasyum kloriir, sodyum kloriir, hidroklorik asit, potasyum
fosfat dibazik, potasyum fosfat monobazik, galaktoz , galaktoz-1-fosfat, Altin
nanopartikiil soliisyonu (5 nm ¢apinda) ve diger kimyasallar Sigma -Aldrich
(U.S.A)’den temin edilmistir.
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https://www.sigmaaldrich.com/TR/en/product/sigma/g7400

Tablo 2. Tez projesi kapsaminda kullanilan gereglerin adlari, marka ve modelleri

Gereg Marka-Model

Otomatik 100-100 pl Brand
Pipetler

10-100 pl Gilson

1-5 ml Lab Mate
Buzdolab1 (+4 °C) Argelik
Derin dondurucu (-20 °C) Argelik
Analitik Terazi Scaltec SBC31
Santrifiij Niive
Vorteks IKA MSI Minishaker
Etiiv Memmert

Ultrasonik Banyo

Georg Pauldrach-Endosonic Med

Potansiyostat

Emstat 3 (Palm Sens)

Elektrotlar

Screen printed karbon elektrot
(C110) (Dropsens)

Olgiim Hiicresi

DR-CELL-PEEK CELL
(Dropsens)
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3.2. Yontem
3.2.1. Kullanilan ¢ézeltilerin hazirlanmasi

Potasyum fosfat cozeltisinin (PBS) hazirlanmas: : 50 mM pH:7,5 PBS suda
hazirlanir. Bunun i¢in 6,8045 g KH2POg4 tartilir ve 1 L distile su i¢inde ¢oziiliir. pH
ayarlamas1 0,1 N HCI ve 0,1 N NaOH ile yapilir.

Tris-HCI tamponunun hazirlanmast : 50 mM pH:8 Tris-HCI tamponu ultra saf su
ile hazirlanir. Bunun i¢in 6,05 gram Tris bazi tartilir ve 1 L distile su i¢inde ¢oziiliir.

pH ayarlamas1 0,1 N HCI ve 0,1 N NaOH ile yapilir.

Galaktoz oksidaz karigiminin hazirlanmasi: 40 mg galaktoz oksidaz tartilir. 0,5 mL

ultra saf su iginde ¢oziiliir. 15 pL’lik porsiyonlara ayrilarak -40 C’de saklanr.

Alkalen fosfataz karigiminin hazirlanmasi: 40 mg alkalen fosfataz 1 mL Tris-HCI
(1 mM MgCl; igeren) iginde ¢oziiliir. 15 pL’lik porsiyonlara ayrilarak -40 C’de
saklanir.

Stok galaktoz ¢ozeltisinin hazirlanmasi (1M ): 1,80 g galaktoz 10 mL yapay serum
igerisinde ¢oziiniir.

Stok galaktoz-1-fosfat cozeltisinin hazirlanmas: (0,1 M): 0,26 g Gal-1-P 10 mL
yapay serum igerisinde ¢0ziiniir.

PB elektrobiriktirme ¢ozeltisinin hazirlanmast. 2,0 mM FeClz, 2,0 mM KsFe(CN)s,
0,1 M KCI ve 20 mM HCl igeren karigim distile su i¢inde hazirlanir.

Kitosan ¢ozeltisinin hazirlanmast (%1): 1 g kitosan tartilir ve 100 mL %1’lik asetik

asit iginde ¢oziiliir. Seyreltmeler gene %1°lik asetik asit i¢erisinde yapilir.

Nafyon ¢ozeltisinin hazirlanmasi: %35’lik Nafyon ¢ozeltisinden 200 uL iizerine 800

uL distile su eklenir.

%2,5°luk  glutaraldehit  ¢ozeltisinin  hazirlanmasi:  %?25’lik  glutaraldehit
¢ozeltisinden 100 pL alinir ve tizerine 900 puL PBS eklenir.

5 mM Ferri/fferro prob ¢ézeltisinin hazirlanmasi: 5 mM KiFe(CN)e, 5 mM
KsFe(CN)s 0,1 M KCl igeren 50 mM pH:7,5 PBS iginde hazirlanir.
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Yapay serum hazirlanmasi: 111 mM NaCl, 2,9 mM NaHCOs, 2,2 mM K:HPOs, 0,8
mM MgCly, 2,5 mM iire, 5 mM KCI karistirilir ve pH’1 7,4’¢ ayarlanir (Q. Wang et
al., 2021).

3.2.2. Orneklerin toplanmasi

Galaktozemili ve saglikli kontrol kanlarinin toplanmasi icin gereken izin Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 20-7T/36
numarali karar ile onaylanmistir. Galaktozemi tanisi i¢in gereken plazma galaktoz ve
eritrosit Gal-1-P diizeyleri yeni dogan doneminde ¢ok yiiksek olmakla birlikte diyetle
birlikte sagliklilarin seviyeleri kadar olmasa da diismektedir. Galaktozemili bir
hastay1r yenidogan doneminde yakalamak g¢ok zor oldugu igin saglikli ve hasta
plazma galaktoz ve eritrosit total galaktoz diizeyleri sagliklilardan elde edilen plazma
ve eritrosit hemolizatlarina rastgele standart katmalar yoluyla elde edilmistir.
Yalnizca 1 galaktozemili hastaya ait 6rnek yenidogan doneminde elde edilmistir.
Sagliklilardan elde edilen plazma ve eritrosit hemolizatlar1 10’u saglikli, 10’u hasta

diizeylerini icerecek sekilde porsiyonlara ayrilmistir.

EDTAL tiipte alinan kan 6rnekleri 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Ust faz
(plazma) bir ependorfa aktarilir ve galisilincaya kadar -40 C’de saklanir. Alt faza
tiiplin Ust ¢izgisine gelecek kadar serum fizyolojik eklenerek eritrosit pelleti yikanir .
Bu islem 2 defa daha tekrarlandiktan sonra eritrosit pelletinden 200 uL {izerine 800
uL soguk su eklenerek eritrosit hemolizatt hazirlanmis olur (Akcay et al., 2012).

Elde edilen hemolizat ¢alisilincaya kadar -40 C’de saklanir.

3.2.3. Serbest galaktoz biyosensorii gelistirilmesi ile ilgili calismalar
3.2.3.1. Serbest galaktoz biyosensoriiniin hazirlanmasi

Bu ¢alismada screen printed karbon elektrot (SPCE) yiizeyi modifiye edilerek serbest
galaktoz biyosensorii olusturulmustur. Biyosensor yapiminin sematik gosterimi Sekil

9’da verilmistir. Optimize edilmis biyosensor hazirlama asamalari su sekildedir:

e SPCE/PB olusturulmas1 (Khumngern et al., 2021) : SPCE doygun Na,COs
cozeltisine daldirilir ve 1,20 V’da 300 saniye amperometrik olarak taranarak

elektrot ylizeyinin kirlilikten arindirtlmasi saglanir. SPCE 2,0 mM FeCls, 2,0
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mM KsFe(CN)s, 0,1 M KCI ve 20 mM HCI igeren karisima daldirilir. -

0,2V&1,0 V aras1 dongiisel voltametri ile taranarak 20 dongii alinir. Ardindan

sabit voltammogramlar elde edilene kadar 0,1 M KCI1 ve 20 mM HCI igeren

¢ozeltiye daldirilir ve -0,2&1,0 V arasi taranir. Stabilizasyon igin PB
biriktirilmis SPCE etiive konulur ve 100 °C’de 30 dakika kurutulur

PB'nun

birktirilmesi
fralibaton)

—

eyt e

CHIT -GNP

—

SPCE SPCE/PB

Sekil 9. Serbest galaktoz biyosensoriiniin hazirlanmasi agamalari
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e SPCE/PB/CHIT-GNP olusturulmasi: %1’lik asetik asit i¢inde hazirlanmig

%0,1°1ik kitosan ¢ozeltisinden ve altin nanopartikiil (GNP) siispansiyonundan

5’er uL elektrot yiizeyine damlatilir ve oda sicakliginda kurumasi beklenir.
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SPCE/PB/CHIT-GNP/GaOX olusturulmasi: 10 mg/mL’lik galaktoz
oksidaz (GaOX) siispansiyonundan 5 pL elektrot yiizeyine damlatilir ve +4

°C’de kurumas1 beklenir.

SPCE/PB/CHIT-GNP/GaOX/Naf-GNP olusturulmasi: SPCE/PB/CHIT-
GNP/GaOX modifiye elektrot yilizeyine %0,1’lik Nafyon ¢dzeltisinden 5 pL
damlatilir ve kurumasi beklenir. Kuruyan elektroda 5 pL. GNP damaltilir ve

elektrodun kurumasi i¢in beklenir.

SPCE/PB/CHIT-GNP/GaOX/Naf-GNP/GaOX olusturulmasi: 10
mg/mL’lik galaktoz oksidaz (GaOX) siispansiyonundan 5 upL elektrot

yiizeyine damlatilir ve +4 °C’de kurumasi beklenir.

SPCE/PB/CHIT-GNP/GaOX/Naf-GNP/GaOX/CHIT olusturulmasi:
SPCE/PB/CHIT-GNP/GaOX/Naf-GNP/GaOX modifiye elektrot yiizeyine 5
uL CHIT ¢ozeltisinden eklenir ve +4 °C’de kurumasi beklenir. Son olarak
elektrot yiizeyine %2,5’luk glutaraldehit ¢ozeltisinden 50 pL eklenir ve 20
dakika bekletilir. Beklemeden sonra elektrot yiizeyi bidistile su ile yikanir.

Immobilizasyondaki temel mekanizma katyonik kitosan ve polianyonik bir
matriks olan nafyon arasinda olusan elektrostatik ¢ekim vasitasiyla enzimin
elektrot yiizeyine tutunmasidir. Burada GNP’nin kullanilma amaci hem
iletkenligi arttirmak hem de sagladigi genis yiizey alani ile daha fazla enzimi

adsorbe etmektir.

3.2.3.2. Serbest galaktoz biyosensoriiniin calisma prensibi

Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin ¢aligma prensibi sematik olarak Sekil

10’da gosterilmistir. Galaktoz oksidaz aktivitesi sonucu agiga ¢ikan ve elektroaktif

bir bilesik olan H202’in elektrot yiizeyinde yiikseltgenmesi birgok galaktoz oksidaz

biyosensoriiniin ¢aligma prensibini olusturmaktadir. Ne var ki elektroaktif bir bilesik

olan H20.‘in yiikseltgenme potansiyeli yliksektir ve askorbik asit, {irik asit gibi

birgok elektroaktif tiirtin girisimine agiktir. Bu nedenle bu calismada H20.’i

indirgeyerek daha diisiik potansiyellerde ¢calisma imkan1 verecek bir molekiil olan PB

elektrot yiizeyinde kullanilmistir. Yapilan optimizasyon c¢aligmalarinda serbest

galaktoz biyosensor cevabi i¢in en yiiksek akim farklarinin -0,05 V’ta oldugu
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bulunmustur. Bu nedenle biyosensdriin optimizasyon ve karakterizasyon c¢aligmalart
bu ¢alisma potansiyelinde yiiriitilmiistiir. Caligmalar pH:7,5 50 mM PBS (0,1 M KCI
iceren) tamponunda amperometrik olarak yapilmistir. Amperometrik Olgiimler

karistirmali ve damlatmali olarak iki sekilde yapilmistir (Sekil 10).

A . -
Sensér arayizi Cozelti
/ PBox H0 O Galaktez
PBred H202 B Galaktehekzeodialdez
B
ﬂ] i b]

Sekil 10. A) Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin ¢aligma prensibi. B) a) Karistirmali yontem

b) Damlatmali yontem
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Karigtirmali yontem : Yapay serumda hazirlanmis galaktoz standartlarindan 500 pL

4,5 mL tampon iceren Sl¢iim kabina eklenmistir. Ol¢iim sirasinda ¢ozelti manyetik

karistirict ile 2000 rpm hizinda karistirilmaktadir (Sekil 10B-a).

Damlatmali yontem: Yapay serumda hazirlanmis galaktoz standartlarindan 25 plL ve

tampon ¢ozeltisinden 25 uL bir ependorfta karigtirilir. Son karisimdan 50 pL ¢ozelti

elektrot yiizeyine damlatilir ve -0,05 V‘ta 6lgtim alinir (Sekil 10B-b).

3.2.3.3. immobilizasyon konfigiirasyonunun belirlenmesi

Bu tez ¢alismasinda immobilizasyondaki temel prensip kitosan ve nafyon arasindaki

elektrostatik ¢ekimlerle enzimin elektrot ylizeyine tutunmasinin saglanmasidir. Bu

amagla denenen immobilizasyon konfigiirasyonlar1 su sekildedir:

SPCE/PB/Naf/GaOX/CHIT : Once %0,1’lik nafyon ¢dzeltisinden 5 pL
elektrot ylizeyine damlatilir ve kurumasi beklenir. Sonra 20 mg/mL enzim
siispansiyonundan 5 pL damlatilir ve kurumast beklenir. Son olarak %0,1’lik

kitosan ¢ozeltisinden 5 pL eklenir ve kurumasi beklenir.

SPCE/PB/CHIT/GaOX/Naf : Once %0,1°lik kitosan ¢dzeltisinden 5 pL
elektrot yiizeyine damlatilir ve kurumasi beklenir. Ardindan 20 mg/mL
enzim siispansiyonundan 5 pl damlatilir ve kurumasi beklenir Son olarak

%0,1’lik nafyon ¢6zeltisinden 5 uL damlatilir ve kurumasi beklenir.

SPCE/PB/Naf/GaOX/CHIT/GaOX/Naf: Once %0,1°1ik nafyon
cozeltisinden 5 pL elektrot yiizeyine damlatilir ve kurumasi beklenir. Sonra
10 mg/mL enzim siispansiyonundan 5 pL damlatilir ve kurumas: beklenir.
Ardindan %0,1°lik kitosan ¢ozeltisinden 5 uL eklenir ve kurumasi beklenir.
Tekrar 10 mg/mL enzim slispansiyonundan 5 pL damlatilir ve kurumasi
beklenir. Son olarak %0,1°lik nafyon c¢ozeltisinden 5 pL damlatilir ve

kurumasi beklenir.

SPCE/PB/CHIT/GaOX/Naf/GaOX/CHIT: Once %0,1’lik  kitosan
cozeltisinden 5 pL elektrot ylizeyine damlatilir ve kurumasi beklenir.
Ardindan 10 mg/mL enzim siispansiyonundan 5 pL damlatilir ve kurumasi

beklenir . Sonra %0,1’lik nafyon ¢ozeltisinden 5 puLL damlatilir ve kurumasi
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beklenir. Tekrar 10 mg/mL enzim siispansiyonundan 5 plL damlatilir ve
kurumasi beklenir. Son olarak %0,1°lik kitosan ¢ozeltisinden 5 pL damlatilir

ve kurumasi beklenir.

Her konfigiirasyon i¢in elektrot yilizeyine 100 pug enzim tutundurulmustur. Boylelikle
enzim miktarindan kaynaklanabilecek farklanmanin dniine gegilmistir. Olgiimler 0,2-

10 mM aras1 galaktoz standartlari ile her nokta 5 tekrarli olmak tizere galisilmistir.
3.2.3.4. Kitosan konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Kitosan konsantrasyonunun biyosensor cevabina etKisinin belirlenmesi amaciyla
enzim (10 mg/mL) ve nafyon (%0,1) miktar1 sabit olmak iizere alt1 farkh
konsantrasyonda kitosan igeren (%0,05; %0,1; %0,25; %0,5; %0,75 ve % 1)
biyosensorler hazirlandi. Galaktozun degisen (0,2-10 mM aras1) derigimleri ile akim
farklar1 arasinda grafikler cizilerek en hassas ve kesin biyosensor yanitinin elde
edildigi kitosan konsantrasyonu bulunmustur. Sonraki adimlarda bu konsantrasyonda

kitosan kullanilarak biyosensorler hazirlanmstir.

3.2.3.5. Nafyon konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisi

Nafyon konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisinin belirlenmesi amaciyla
enzim (10 mg/mL) ve kitosan (%0,1) miktar1 sabit olmak iizere alti farkli
konsantrasyonda nafyon igeren (%0,05; %0,1; %0,25; %0,5; %0,75 ve % 1)
biyosensorler hazirlandi. Galaktozun degisen (0,2-10 mM arasi) derigimleri ile akim
farklar1 arasinda grafikler cizilerek en hassas ve kesin biyosensor yanitinin elde
edildigi nafyon konsantrasyonu bulunmustur. Sonraki adimlarda bu konsantrasyonda

nafyon kullanilarak biyosensorler hazirlanmistir.
3.2.3.6. Damlatma hacminin biyosensor cevabina etkisi

Immobilizasyon bilesenlerinin elektrot yiizeyine damlatma miktarinin biyosensdr
cevabina etkisinin belirlenmesi amaciyla 2,5-5-7,5-10 pL olmak iizere 4 farkli hacim
denenmistir. Galaktozun degisen (0,2-10 mM arasi1) derisimleri ile akim farklari
arasinda grafikler cizilerek en hassas ve kesin biyosensor yanitinin elde edildigi

damlatma hacmi bulunmustur.
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3.2.3.7. Altin nano partikiil kullanilmasinin biyosensor cevabina etkisi

Altin nanopartikiil kullanilmasinin biyosensoriin cevabina etkisinin incelenmesi
amaciyla altin nanopartikiillii ve altin nanopartikiilsiiz elektrotlar hazirlanmistir. Elde

edilen cevaplar hassaiyet ve tekrarlanabilirlik agisindan kiyaslanmustir.

3.2.3.8. Galaktoz oksidaz miktarinin biyosensor cevabina etkisi

Enzim konsantrasyonunun biyosensOr cevabina etkisinin belirlenmesi amaciyla
nafyon (%0,1) ve kitosan (%0,1) miktar1 sabit olmak {izere 5 farkli konsantrasyonda
enzim igeren (2,5-5-10-20-40 mg/mL) biyosensdrler hazirlandi. Galaktozun degisen
(0,2-10 mM arasi) derisimleri ile akim farklar1 arasinda grafikler ¢izilerek en hassas

ve kesin biyosensor yanitinin elde edildigi enzim miktar1 bulunmustur.
3.2.3.9. Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin optimum pH’min

belirlenmesi

Bu boliimde gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin optimum pH‘in1 belirlemek
igin her biri 50 mM olan tamponlar kullanilmistir. pH 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 igin sodyum
sitrat tamponlar1 kullanilirken ve pH 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 ve 8,0 i¢in potasyum fosfat ve
pH 8,5 ve 9,0 i¢in Tris HCI tamponlari1 kullanilarak 1 mM galaktoz i¢in akim farki
belirlenmistir. Akim farklarindan % biyosensor cevaplari hesaplanarak optimum pH
grafikleri olusturulmustur. En yiiksek akim farklarmin alindigi pH degeri ile

hazirlanan tampon ¢6zeltisi tiim ¢aligmalarda 6l¢tim tamponu olarak kullanilmaistir.
3.2.3.10. Gelistirilen serbest galaktoz biyoesensoriiniin optimum sicakhginin
belirlenmesi

Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin optimum sicakliginin belirlenmek igin
20-45°C arasindaki sicakliklarda oOlgtimler gergeklestirilmistir. Sicaklik ile %

biyosensor yanitina iliskin optimum sicaklik grafikleri yardimiyla optimum sicaklik

bulunmustur.
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3.2.3.11. Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin dogrusal tayin araliginin

belirlenmesi

Calisma kosullari, elektrot yiizeyi ve enzim miktar1 optimizasyonu yapilan serbest
galaktoz biyosensorii ile yapay serumda galaktoz tayini gerceklestirilmistir. Son
derisimleri 0,001-10 mM arasinda olacak seckilde galaktoz c¢ozeltileri g¢alisma
tamponuna eklenmis ve derisime karsi akim farki ile grafik ¢izilmistir. Dogrusal
tayin araligit hem karistirmali yontem igin hem de damlatmali yontem igin

belirlenmis ve grafigi ¢izilmistir.
3.2.3.12. Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi ve

tekrar iiretilebilirligi

Tekrarlanabilirlik denemesi diisiik (0,1 mM), orta (1 mM) ve yiiksek (10 mM)
galaktoz derisimlerinde olmak {izere 3 seviyede 6 tekrarli olarak hem giin i¢i hem de
giinler aras1 olarak gerceklestirilmis, ortalama deger (x), standart sapma (S.S. +) ve

% varyasyon katsayist (% V.K.) degerleri hesaplanmastir.

Tekrar dretilebilirlik i¢in 6 farkli elektrotla olusturulan biyosensdrlerle tayin
araliginda c¢alisilmig standart grafigi ¢izilmis, grafigin denklemi olusturulmus ve

egimlerinden %V.K. degerleri hesaplanmstir.
3.2.3.13. Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin substrat spesifikligi ve

girisim etkisinin belirlenmesi

Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin substrat spesifikliginin belirlenmesi
amaci ile denemelerde galaktoz yerine tampon i¢inde son konsantrasyonu 1 mM
olacak sekilde glukoz, fruktoz, maltoz, sakkaroz ve laktoz substratlari kullanilmistir.
Galaktoza yonelik biyosensor cevabi % 100 kabul edilmis, diger substratlar igin
bulunan biyosensor cevaplari ile kiyaslanmistir. Veriler % biyosensor cevabina karsi

substrat ¢esidi olarak siitun grafigi ¢izilmistir.

Girigim etkisi denemesinde ise glukoz (5 mM), askorbik asit (250 uM), iirik asit (0,5
mM), kreatinin (5 mM) ve kreatin (100 mM) 10 mM galaktoz igeren 6rnege ayri ayri
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eklenmistir (Q. Wang et al., 2021). Tek basina galaktoz yaniti % 100 kabul edilmis,

diger substratlar + galaktoz cevaplari ile kiyaslanip ve grafige gegirilmistir.

3.2.3.14. Ornek uygulamasi denemesi

Saglikli ve hasta diizeylerini i¢erecek sekilde hazirlanan 10 saglikli, 11 galaktozemili
( 10 o6rnek plazma havuzundan 1 ornek ise gercek galaktozemili hastadan elde
edilmistir) plazma Orneklerinde gelistirilen serbest galaktoz biyosensorii ve
kolorimetrik galaktoz kitiyle (Sigma, MAKOQ12) galaktoz tayini yapilmis ve sonuglar
karsilagtirilmistir. Ayn1 zamanda saglikli kisilerden alinan plazma orneklerine
standart katma yapilarak diisiik (0,1 mM), orta (1 mM) ve yiiksek (10 mM) olmak

tizere ii¢ seviye i¢in % geri elde hesaplanmistir.
Ticari kit (Sigma, MAKO012) ile galaktoz dlgiim protokolii

Uriin tamtimi: Galaktoz oksidaz aktivitesi sonucu galaktoz galaktohekzodialdoza
dontigiirken agigan ¢ikan H20> renk probu ile Trup Peroksidazi tarafindan renk veren
bir {irline katalizlenir. Olusan renk kolorimetrik (570 nm)/florometrik (ekstinksiyon
dalga boyu: 535 nm/emisyon dalga boyu:587 nm) olarak 570 nm’de olgiiliir. Olusan
iriin galaktoz konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Bu kit serum, plazma, diger viicut
stvilart gibi birgok matriks i¢in uygundur. Kitin dogrusal tayin araligi kolorimetrik
yontem i¢in 0,04-0,2 mM arasinda florometrik yontem icin ise 0,004-0,020 mM

arasindadir.

Kolorimetrik Yontem Protokolii: 100 mM 10 pL galaktoz standart ¢ozeltisi 990
uL galaktoz ¢alisma tamponu ile 1 mM’a seyreltilir. Bu ¢ozeltiden sirasiyla 0-2-4-6-
8 ve 10 pL standart kuyucuklara eklenir. Her bir kuyucuga galaktoz ¢alisma tamponu

eklenerek her kuyucukta 50 pL olmasi saglanir.
Ornek hazirlama: Sivi 6rneklerden 50 pL direk kuyucuga eklenir.

Kolorimetrik master reaksiyon karisimi orami: Her bir kuyucukta 44 plL ¢alisma
tamponu, 2’ser pL galaktoz probu, galaktoz enzim karisimi ve HRP olacak sekilde

reaksiyon karigimi hazirlanir.
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Bu karistimdan 50 pL her bir kuyucuga eklenir, iyice karistirilir ve 37 °C’de 30
dakika inkiibe edilir. Inkiibasyon karanlikta gerceklestirilir. 570 nm’de absorbansi

oOl¢iiltir. Standart graafiginden 6rnekteki galaktoz konsantrasyonu hesaplanir.

3.2.3.15. Serbest galaktoz biyosensoriiniin depo karalihigi

Depo kararliligimin belirlenmesi i¢in gelistirilen serbest galaktoz biyosensorii 12
hafta boyunca 1 mM galaktoz derisimi icin test edilmistir. Olgiimler haftada bir
yapilmistir. Bu siirede Olglim disinda biyosensor oda sicakligt ve +4 °C’de

saklanmistir.

3.2.4. Total galaktoz biyosensoriiniin gelistirilmesi ile ilgili calismalar
3.2.4.1. Total galaktoz biyosensoriiniin hazirlanmasi

Total galaktoz biyosensoriiniin hazirlanmasi agsamalar1 serbest galaktoz biyosensorii
ile hemen hemen aynidir. Tek fark enzim siispansiyonunun alkalen fosfatazi da
icermesidir. Bu asamada 10 mg/mL GaOX ve 5 mg/mL ALP igeren enzim
siispansiyonu bolim 3.2.3.1°de gosterilen sekilde ve zamanda elektrot yiizeyine

eklenir.

3.2.4.2. Total galaktoz biyosensdoriiniin calisma prensibi

Total galaktoz biyosensoriinde temel amag¢ Gal-1-P’1 da olgebilmektir. Serbest
galaktoz biyosensorii ile yapilan ¢aligmalar GaOX’un Gal-1-P’1 da oksitleyebildigini
gostermistir fakat 6l¢iim hassasiyeti yeteri kadar iyi degildir. Bu nedenle biyosensor
hassasiyetinin arttirilmasi icin ALP enzimi elektrot yiizeyine immobilize edilerek iki
enzimli biyosensor sistemi kullanilmistir. ALP Gal-1-P’yi galaktoza hidrolizlerken
agiga ¢ikan galaktoz GaOX tarafindan oksitlenir. Bu tepkimede olugsan H202 ise PB
tarafindan elektrot yiizeyinde indirgenir. Optimizasyon g¢alismalarinda total galaktoz
biyosensor yanitinin amperometrik olarak en iyi -0,1 V’ta oldugu bulunmustur. Bu
nedenle optimizasyon ve Kkarakterizasyon ile ilgili ¢alismalar bu c¢alisma
potansiyelinde yapilmigtir. Denemeler pH:8 50 mM Tris-HCI (0,1 M KCI ve 1 mM
MgCl, igeren) tamponunda amperometrik olarak yapilmistir. Amperometrik

Olctimler karistirmal1 ve damlatmali olarak iki sekilde gerceklestirilmistir.
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Sekil 11. Total galaktoz biyosensoriiniin ¢aligma prensibi

3.2.4.3. Alkalen fosfataz miktarinin biyosensor cevabina etkisi

ALP konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisinin belirlenmesi amaciyla nafyon
(%0,1), kitosan (%0,1) ve GaOX (10 mg/mL) miktar1 sabit olmak tizere 5 farkli
konsantrasyonda ALP igeren (2,5-5-10-15-20 mg/mL) biyosensorler hazirlandi. Gal-
1-P’in degisen (0,2-10 mM arasi) derisimleri ile akim farki arasinda grafikler
cizilmigtir. En hassas ve kesin biyosensor yanitinin elde edildigi ALP miktari

bulunmustur.
3.2.4.4. Gelistirilen total galaktoz biyosensoriin optimum pH’min belirlenmesi

Bu boliimde gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin optimum pH‘mi belirlemek
icin her biri 50 mM olan tamponlar kullanilmistir. pH 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 ve 9,0 i¢in
Tris-HCI tamponlar1 kullanilirken, pH 9,5; 10,0 ve 10,5 i¢in Glisin tamponlari
kullanilarak 1 mM galaktoz i¢in akim farki belirlenmistir. Akim farklarindan %
biyosensor cevaplart hesaplanarak optimum pH grafikleri olusturulmustur. En
yiiksek akim farklarinin alindigi pH degeri ile hazirlanan tampon ¢ozeltisi tiim

caligmalarda 6l¢tim tamponu olarak kullanilmistir.
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3.2.4.5. Gelistirilen total galaktoz biyosensoriin optimum sicakhiginin

belirlenmesi

Gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin optimum sicakliginin  belirlenmesi
amaciyla 1 mM Gal-1-P i¢in 20-45 °C arasindaki sicakliklarda olgiimler
gerceklestirilmistir. Sicaklik ile % biyosensdr yanitina iligkin optimum sicaklik

grafikleri yardimiyla optimum sicaklik bulunmustur.
3.2.4.6. Gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin dogrusal tayin araliginin

belirlenmesi

Calisma kosullari, elektrot ylizeyi ve enzim miktar1 optimize edilen total galaktoz
biyosensorii ile yapay serumda Gal-1-P tayini gergeklestirildi. Son konsantrasyonlari
0,001-10 mM arasinda olacak sekilde Gal-1-P ¢ozeltileri ¢alisma tamponuna
eklenmis derisime bagli akim farklari ile grafik ¢izilmistir. Dogrusal tayin araligi
hem karigtirmali yontem icin hem de damlatmali yontem i¢in belirlenmis ve grafigi
cizilmistir.

3.2.4.7. Gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi ve tekrar

iiretilebilirligi

Tekrarlanabilirlik denemesi diistik (0,25 mM), orta (1 mM) ve yiiksek (10 mM) Gal-
1-P derisimlerinde 3 seviyede 6 tekrarli hem giin i¢i hem de giinler arasi olarak
gerceklestirilmistir. Ortalama deger (x), standart sapma (S.S. +) ve % varyasyon
katsayis1 (% V.K.) degerleri hesaplanmistir.

Tekrar iretilebilirlik i¢in 6 farkli elektrotla olusturulan biyosensorlerle tayin
araliinda calisilmis standart grafigi cizilmis, grafigin denklemi olusturulmus ve

egimlerinden %CV degerleri hesaplanmstir.

3.2.4.8. Gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin substrat spesifikligi

Gelistirilen serbest galaktoz biyosensdriiniin substrat spesifikliginin belirlenmesi
amaci ile denemelerde Gal-1-P yerine tampon i¢inde son konsantrasyonu 1 mM
olacak sekilde glukoz, galaktoz, glukoz-6-fosfat, UDP-galaktoz, UDP-glukoz

substratlar1 kullanildi. Gal-1-P’a yonelik biyosensor yaniti % 100 kabul edilmistir.
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Diger substratlar i¢in bulunan biyosensor yanitlari ile karsilastirilmis ve %

biyosensor yanitina karsi substrat ¢esiti olarak grafige gecirilmistir.

3.2.4.9. Total galaktoz biyosensoriiniin 6rnek uygulamasi denemesi

Saglikli ve hasta diizeylerini igcerecek sekilde hazirlanan 10 saglikli, 11 galaktozemili
(10 6rnek eritrosit hemolizati havuzundan 1 ornek ise gergek galaktozemili hastadan
elde edilmistir) eritrosit hemolizatinda Gal-1-P tayini yapilmistir. Ayn1 zamanda
saglikli kisilerden alinan kanlardan elde edilen eritrosit hemolizat o6rneklerine
standart katma yapilarak diisiik (0,25 mM), orta (1 mM) ve yiiksek (10 mM) olmak

tizere {i¢ seviye i¢in % geri elde hesaplanmaistir.

3.2.4.10. Total galaktoz biyosensoriiniin depo karalihg

Depo kararliliginin belirlenmesi igin gelistirilen total galaktoz biyosensorii 12 hafta
boyunca 1 mM galaktoz derisimi igin test edilmistir. Olgiimler haftada bir

yapilmistir. Bu siirede Ol¢glim disinda biyosensoér oda sicakligi ve +4 °C’de

tutulmustur.
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4. Bulgular

4.1. Serbest Galaktoz Biyosensériine iliskin Bulgular
4.1.1. Modifiye elektrotlarin elektrokimyasal davramsina iliskin bulgular

Bu caligmada gelistirilmek istenen serbest galaktoz biyosensoriiniin yapiminda
oksidaz tiirii bir enzim kullanilmistir. Enzimatik reaksiyon sonucu agiga c¢ikan
H>O2’in diisiik potansiyelde belirlenmesi i¢in de elektrot yiizeyinde PB’nun
biriktirilmesi planlanmistir. Bu nedenle biyosensor yapiminin ilk asamasini PB’nun
SPCE yiizeyinde basarili bir sekilde biriktirilmesi olusturmaktadir. Sekil 12’de
PB’nun elektrot yiizeyinde elektrokimyasal olarak biriktirilmesine iliskin dongiisel
voltammogramlar yer almaktadir. Ilk dongiiden itibaren PB’nun karakteristik piki
artan bir sekilde belirgin hale gelmektedir. Son 4 dongilide ise biriktirilme
tamamlandigindan ayni dongiiler elde edilmistir. Elde edilen elektrodepozisyon

CV’leri literatiirle uyumludur.
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Sekil 12. PB’nin elektrodepozisyonuna iliskin -0,2V&1,0 V (tarama hizt 50 mV/s) arasinda alinmig
dongiisel voltammogramlari. Olgiimler 2,0 mM FeCls, 2,0 mM KszFe(CN)g, 0,1 M KCI ve 20 mM HCI

igeren karigimda alinmustir.
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PB’nun elektrot ylizeyinde basarili bir sekilde biriktirildigini gostermek amaciyla
hem yalin elektrot (SPCE) hem de PB biriktirilmis elektrot ile (SPCE/PB) 50 mM
PBS’de -0,3&1,0 V arast ol¢iimler alinmis ve sonuglar Sekil 13’de gosterilmistir.
Sekil 13 incelendiginde yalin elektrot ile alman CV’de herhangi bir pik
gozlenmezken , SPCE/PB elektrot ile alinan CV’de PB’nun karakteristik pikleri
gozlenmistir. Bu da PB’nun SPCE yiizeyinde basarili bir sekilde biriktirildigini

gostermektedir.
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Sekil 13. SPCE ve SPCE/PB elektrotlar ile 0,1 M KCl igeren 50 mM pH:7,0 PBS’de alinmis dongiisel
voltammogramlar
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Sekil 14’te biyosensor yapiminda ki immobilizasyon agamalarini gdsteren ve -
0,3&0,4 V arast 50 mM PBS’de alinmig CV’ler gosterilmektedir. SPCE ve SPCE/PB
arasindaki fark bir st paragrafta aciklanmistir. Enzimin elektrot yiizeyine
immobilizasyonu ile anodik ve katodik pik akimlari azalmis bu azalma altinnano
partikiil (GNP) ilavesi ile daha da fazla olmustur. Bunun nedeni GNP’nin
adsorpsiyon yoluyla daha fazla enzimi elektrot yiizeyinde tutundurmasidir. Enzimin
yalitkan dogas1 bu diisiisii agiklarken enzimin elektrot ylizeyine immobilize oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 14. iImmobilizasyon asamalarina iliskin modifiye elektrotlar ile 0,1 M KCl igeren 50 mM pH:7,0
PBS’de alinmis -0,3&0,4 aras1 dongiisel voltammogramlar (tarama hizi 50 mV/s).
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Sekil 15°te ise immobilizasyon asamalarina iliskin bulgular ferri/ferro ¢ozeltisinde
alinmig CV’ler yoluyla gosterilmistir. Elektrot yilizeyine kitosan ve nafyon ilavesi
(kirmiz1 CV) ferri ferronun pik akimlarimi diisiirmiistiir. Ciinkii elektrot yiizeyinde bir
difiizyon tabakasi olusturulmustur. Enzimin bu yapiya katilmas1 (yesil ve mor CV)
ile pik akimlar1 daha da diismistiir. GNP’li elektrottaki diisiis daha fazladir. Bu da

elektrot yiizeyinde daha fazla enzimin immobilize olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 15. Serbest galaktoz biyosensériiniin Immobilizasyon asamalarina iliskin 0,1 M KCl igeren

5,0 mmol L' Fe(CN)g*7* “de alinmis dongiisel voltammogramlar (50 mV/s).
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GNP’nin sagladigi yiizey alaninin etkisinin belirlenmesi amaciyla enzimsiz
hazirlanan SPCE/PB/CHIT/NAF/CHIT ve SPCE/PB/CHIT-GNP/NAF-GNP/CHIT
elektrotlar1 ile ferri ferro ¢ozeltisinde CV’ler alinmis ve sonuclar Sekil 16’da

gosterilmistir. Elektrot yiizey alan1 Randles—Sevcik esitligi ile hesaplanmustir:
Ip=2,69 x 10°n*2 AD *v " C

Ip : Pik akimi

n: transfer edilen elektron sayisi (n=1)

D: Ferrisiyaniir igin difiizyon katsayis1 (7,6 x 10 cm?/s)

V: tarama hiz1 (V/s)

C: Ferrisiyaniir konsantrasyonu ( 5,0 x 10 mol/ cm?®)

Bu esitlige gére GNP’li elektrot icin yiizey alani 0,183 c¢m? olarak bulunurken
GNP’siz elektrotla yiizey alam 0,145 cm? olarak bulunmustur. Bu bulgu da GNP’nin

ylizey alanini %26 oraninda arttirdigini gostermektedir.

46



e SPCE/PB/CHIT/NAF/CHIT
1.00E+02 - = SPCE/PB/CHIT-GNP/NAF-GNP/CHIT
5.00E+01 -
0.00E+00 -
< ]
=
N
i
[
o ]
5 -5.00E+01 -
U 4
-1.00E+02 -
-1.50E+02 -
'2.00E+02 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-0.300 -0.100 0.100 0.300 0.500
Potential/V

Sekil 16. GNP’nin sagladig1 yiizey alaninin belirlenmesine amaciyla alinmis 0,1 M KCl igeren

5,0 mmol L' Fe(CN)g* 7 ‘de alinmis dongiisel voltammogramlar (50 mV/s).

SPCE/PB/CHIT-GNP/E/NAF-GNP/E/CHIT elektrodunun elektrokimyasal davranisi
ayrica 10-250 mV/s tarama hiz1 araliginda da arastirilmistir. Sekil 17°de degisen
tarama hizlarinda modifiye elektrodun CV’leri gosterilmektedir. PB’nun redoks
pikleri tarama hizi arttik¢a artmistir. Anodik ve katodik pik akimlari ile tarama
hizinin karekokii arasindaki dogrusal iliski bize difiizyon kontrollii bir proses

oldugunu gosterir.
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Sekil 17. Gelistirilen biyosensoriin (SPCE/PB/CHIT-GNP/E/NAF-GNP/E/CHIT) degisik tarama
hizlarinda 0,1 M KCI ve 5,0 mmol L™! Fe(CN)s* " “de igeren pH:7,5 PBS’de alinmig dongiisel

voltammogramlari.

Gelistirilen ve ylizeyi karakterize edilen biyosensoriin galaktoz cevabina iligkin
bulgular Sekil 18 ve 19°de gosterilmistir. Sekil 18’de 0 ve 5 mM galaktoz varliginda
biyosensoriin CV cevabina iliskin bulgular gosterilmekteyken, Sekil 19 da 1 mM
galaktoz ilavesine iliskin -0,05 V’ta alinmis amperometrik cevaplar ve Sekil 20’de

optimizasyon c¢alismalarinin yapildigi 0,2-10 mM aras1 galaktoz konsantrasyonlarina
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iliskin amperometrik sirali katimlar gosterilmektedir. Gelistirilen biyosensdriin
calisma prensibini enzimatik reaksiyon sonucu agiga cikan H202’i katalizleyen
PB’nun elektrot yiizeyinde indirgenmesi olusturmaktadir. Bu nedenle PB’nun
katodik pikinde farklanma ve bu katodik pik baz alinarak gergeklestirilen
amperometrik Ol¢climde de galaktoz ilavesiyle akimin azalmasi beklenmektedir.
Nitekim Sekil 18 ve 19°da galaktoz varliginda katodik pik azalmis ve galaktoz

ilavesiyle anlik akim farklanmas ile galaktoza cevap olusturmustur.
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Sekil 18. Serbest galaktoz biyosensoriiniin (SPCE/PB/CHIT-GNP/GaOX/NAF-GNP/GaOX/CHIT) 0
ve 5 mM galaktoz igeren 0,1 M KCI iceren 50 mM pH:7,5 PBS’de cevabma iliskin dongiisel

voltammogramlar.
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Sekil 19. Serbest galaktoz biyosensoriiniin (SPCE/PB/CHIT-GNP/GaOX/NAF-GNP/GaOX/CHIT) 1

mM galaktoz ilavesine iliskin amperometri sonuglar1. Olgiimler 0,1 M KCl igeren 50 mM pH:7,5

PBS’de alinmistir. Amperometrik 6l¢iimler -0,05 V’ta alinmistir.
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Sekil 20. Optimizasyon ¢aligmalarinda ¢alisan konsantrasyon araligina iligkin amperometri cevaplari.
Serbest galaktoz biyosensoriiniin (SPCE/PB/CHIT /GaOX/NAF /GaOX/CHIT) 0,2-10 mM galaktoz
ilavesine iliskin amperometri sonuglar. Olgiimler 0,1 M KCl iceren 50 mM pH:7,5 PBS’de

almmustir. Amperometrik dlgtimler -0,05 V’ta alinmustir.

4.1.2. Modifiye elektrodun yiizey morfolojisine iliskin bulgular

Modifiye elektrotlarin taramali elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiileri alinarak
yluzey morfolojileri hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Bu amagla SPCE/PB,
SPCE/PB/CHIT-GNP/NAF-GNP/CHIT  ve  SPCE/PB/CHIT-GNP/GaOX/NAF-
GNP/GaOX/CHIT elektrotlarin SEM goriintiileri alinmis ve bulgular Sekil 19°da
gosterilmistir. Sekil 21 (A)’da PB elektrodepozisyonundan sonra, SPCE elektrot
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ylizeyinde toplanmis kiiresel PB parcaciklari gézlenmektedir. Bu goriintii literatiirle
uyumla olmakla birlikte PB’nun elektrot yiizeyinde biriktirildiginin bir diger
kanitidir. Sekil 20 (B) enzimsiz elektroda iligkin goriintliyii gostermektedir. Kiitle
aktarim hizim1 ve enzim immobilizasyonu i¢in uygun alani artirabilecek oldukga
makro goézenekli ag yapisi kitosan ve nafyon matriksinden kaynaklanmaktadir. S6z
konusu gozenekli yapi enzim immobilizasyonundan sonra kapanmig ve katmanlar

kalinlagsmistir ki bu da enzimin elektrot yilizeyine immobilize oldugunu

gostermektedir.

Sekil 21. Modifiye elektrotlarin taramali elektron mikroskobisi (SEM) ile alinmig goriintileri.
SPCE/PB (50000 x biiyiitme) (A); SPCE/PB/CHIT-GNP/NAF-GNP/CHIT (20000 x biiyiitme) (B);
SPCE/PB/ CHIT-GNP/ E/ NAF-GNP/E/CHIT (10000 x biiyiitme) (C).

4.1.3. Amperometrik calisma potansiyelinin belirlenmesine iliskin bulgular

Sekil 18’den goriilecegi iizere PB’nun katodik piki 0,2 V& -0,2 V arasindadir.
Amperometrik calisma potansiyelinin belirlenmesi amaciyla 0,05 V araliklarla
amperometrik dl¢iimler alinmi ve sonuglar Sekil 22°de gdsterilmistir. Buna gore 0,0
V ve -0,05 V alinan cevaplar birbirine ¢ok yakin olmakla ve digerlerine gore daha

yiiksek olmakla birlikte amperometrik ¢alisma potansiyeli -0,05 V olarak
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belirlenmistir. Optimizasyon ve karakterizasyon c¢alismalart bu potansiyel baz

alinarak yapilmistir.

1.2

0.8

0.6

Akim Farki ( uA)

0.4

0.2

-0.2 -0.15 -0.1 -0.05 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Potansiyel (V)

Sekil 22. Amperometrik ¢alisma potansiyelinin belirlenmesine iligkin bulgular. Cevaplar 1| mM

galaktoza (¢ozelti icerisinde) iligkindir.

4.1.4. immobilizasyon konfigiirasyonunun belirlenmesine iliskin bulgular

Bu tez calismasinda immobilizasyon yonteminin temelini polikatyonik bir bilesen
olan kitosan ile polianyonik bir bilesen olan nafyon arasindaki elektrostatik ¢cekim
kuvvetleri yoluyla enzimi elektrot yiizeyinde tutuklamak olusturmaktadir. Yani
aslinda olusturulmak istenen tabakali kaplama (layer by layer) yontemiyle enzimi
immobilize etmektir. Bu agidan bakildiginda immobilizasyon yontemiyle ilgili ilk
arastirilmast gereken nokta elektrot konfiglirasyonudur. Bu amagla tek enzim
katmanli SPCE/PB/NAF/GaOX/CHIT, SPCE/PB/CHIT/GaOX/NAF ve iki enzim
katmanl SPCE/PB/NAF/GaOX/CHIT/GaOX/NAF,
SPCE/PB/CHIT/GaOX/NAF/GaOX/CHIT elektrotlart hazirlanmis ve 0,2-10 mM
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galaktoz konsantrasyonlar1 arasinda calisilmistir. Modifiye elektrotlar duyarlilik
acisindan karsilastirilmis ve sonuglar grafige gecirilmistir (Sekil 23). Ug katmanl
model de denense de elektrot yapis1 bozuldugundan 6l¢iim alinamamis bu nedenle
karsilastirilmaya dahil edilmemistir. Olgiimler 5 tekrarli olacak sekilde sirali katim
amperometik Olciimler yoluyla gergeklestirilmistir. 1 mM konsantrasyon i¢in % CV

degerleri sirasiyla soyledir: 7,54; 15,21; 6,51; 2,36.

Sekil 23’den de acgik bir sekilde anlasilacagi tlizere 2 katmanli elektrotlarin
duyarhiliklar1 tek katmanlilara gore anlamli sekilde daha yiiksektir. 2 katmanh
modellerde ise en yiiksek biyosensdr cevaplart Kitosaninin ana immobilizasyon
bileseni oldugu SPCE/PB/CHIT/GaOX/NAF/GaOX/CHIT modifiye elektrodu ile
elde edilmistir. Kitosanin gézenek yapisi nafyona gore daha kiiclik olmakla birlikte
kitosanin son tabaka oldugu elektrotlarda glutaraldehit ile capraz baglama
biyosensoriin tekrarlanabilirligini de arttirmaktadir. Nafyonun son tabaka oldugu
elektrotlarda daha diisiik biyosensor cevaplari ve yliksek varyasyon katsayilari bize
enzimin elektrodun yikanmasi sirasinda elektrot yiizeyinde diismiis olabilecegini
diistindiirtmektedir. Sonug olarak hem daha duyarli hem de daha stabil cevaplardan
dolayr immobilizasyon konfigiirasyonu SPCE/PB/CHIT/GaOX/NAF/GaOX/CHIT

olarak belirlenmistir.
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Sekil 23. Grafik, 0,2-10 mM konsantrasyon araliginda galaktoz konsantrasyonunun belirlenmesine
yonelik farkli modifiye edilmis SPCE'ler ile alinmis amperometrik cevaprlar (A) ve buna iliskin

¢izilmis siitun grafigini (B) gostermektedir.

4.1.5. Kitosan miktarinin biyosensor cevabina etkisine iliskin bulgular

Tez galigmasinin bu boliimiinde diger bilesenler sabit tutularak kitosan miktarinin
biyosensor cevabina etkisi incelenmistir. Sonuglar Sekil 24 ve Tablo 3’te
gosterilmistir. Buna gore en hassas (0,6398 uA/mM) ve en kesin (% CV=2,02)
biyosensor cevaplar1 %0,1°1lik kitosan ¢6zeltinin kullanildig elektrotlarla alinmastir.
Bu nedenle ¢alismanin geri kalaninda kitosan %0, 1 olarak kullanilmistir.
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Tablo 3. Kitosan miktarinin biyosensor cevabina etkisine iligkin veriler.

Kitosan Miktar Grafigin denklemi R? %VK
(%)
0,05 y=0,2806x + 0,087 0,991 2,54
0,1 y=0,6398x + 0,322 0,992 2,02
0,25 y=0,4621x+0,233 0,990 2,47
0,5 y=0,2943x — 0,0851 0,981 5,62
0,75 y=0,1582x - 0,0216 0,970 12,54
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Sekil 24. Grafik, 0,2-10 mM konsantrasyon araliginda galaktoz konsantrasyonunun belirlenmesine

yonelik farkli kitosan miktarlar: ile modifiye edilmis SPCE'lerin duyarliliklarini karsilastirir.

4.1.6. Nafyon miktarimin biyosensor cevabina etkisine iliskin bulgular

Bu tez ¢alismasinda kullanilan bir diger immobilizasyon bileseni nafyondur. Diger
bilesenler sabit tutulurken nafyon miktart %0,05 ile %0,75 arasinda degistirilmistir.
Elde edilen sonuglar Tablo 4 ve Sekil 25°te gdsterilmistir.
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Tablo 4. Nafyon miktarinin biyosensér cevabina etkisine iligkin veriler

Nafyon Miktar1 Grafigin denklemi R? %VK
(%)
0,05 y=0,4731x + 0,1426 0,995 3,05
0,1 y=0,6665x - 0,0865 0,998 2,74
0,25 y=0,3741x+0,4218 0,995 3,51
0,5 y=0,1879x + 0,1015 0,9794 9,58
0,75 y=0,1041x + 0,2829 0,9303 13,52

Buna gore en hassas (0,665 pA/mM) ve en kesin (%CV=2,74) biyosensor cevaplari

nafyonun %0,1 olarak kullanildig: biyosensdrle elde edilmistir.
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Sekil 25. Grafik, 0,2-10 mM konsantrasyon araliginda galaktoz konsantrasyonunun belirlenmesine

yonelik farkli nafyon miktarlari ile modifiye edilmis SPCE'lerin duyarliliklarini karsilastirir.
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4.1.7. Damlatma hacminin optimizasyonuna iliskin bulgular

Immobilizasyon bilesenlerinin ve enzimin elektrot yiizeyine damlatilma hacmi
biyosensor cevabini etkileyebilmektedir. Bu nedenle calismanin bu kisminda
optmimum damlatma hacminin bulunmasi i¢in 2,5-5-7,5-10 uL hacimler
denenmistir. Sonuglar Tablo 5 ve Sekil 26’de gosterilmistir. Denenen biitiin
damlatma hacimlerinde tekrarlanabilirlik kabul edilebilir ve iyi degerlerde
bulunurken en hassas biyosensor cevaplart 5 ve 7,5 uL damlatma hacimlerinde elde
edilmistir. Istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmayan bu iki damlatma

hacminden 5 pL optimum damlatma hacmi olarak segilmistir.

Tablo 5. Damlatma hacminin optimizasyonuna iliskin bulgular

Damlatma hacmi Grafigin denklemi R? %VK
(uL)
2,5 y=0,4497x + 0,7131 0,983 6,08
5 y=0,6402x + 0,7948 0,990 4,74
7,5 y=0,6634x+0,6715 0,986 4,52
10 y=0,5533x + 0,7057 0,985 5,42
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Sekil 26. 0,2-10 mM konsantrasyon araliginda galaktoz konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik

farkli damlatma hacimleri ile modifiye edilmis SPCE'lerin duyarliliklarinin karsilagtirilmasi

4.1.8. GNP’nin biyosensor cevabina etkisine iliskin bulgular

Altin  nanopartikiil (GNP) yiiksek adsorbsiyon ve iletkenlik 0zellikleriyle
biyosensorlerin olusturulmasinda siklikla kullanilan bir bilesendir. GNP’nin
biyosensoér olusturulmasinda  kullanilmasinin  biyosensér cevabina etkisinin
incelenmesi amaciyla GNP’li ve GNP’siz olmak iizere iki elektrot hazirlanmistir.
Sonuglar Sekil 27, 28 ve 29°de gosterilmistir. Bu sonuglara gore biyosensor
yapiminda GNP’nin kullanilmasi biyosensor cevabini yaklasik 1,5 kat arttirmistir
(GNP’li elektrot duyarliligi=0,9137 pA/mM; GNP’siz elektrot duyarliligi=0,6342
uA/mM). Bu nedenle GNP’nin immobilizasyon bileseni olarak kullanilmasina karar

verilmistir.
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Sekil 27. Biyosensor cevabina GNP’nin etkisi. SPCE/PB/CHIT-GNP/GaOX/NAF-GNP/GaOX/CHIT
ve SPCE/PB/CHIT-GNP/GaOX/NAF-GNP/GaOX/CHIT elektrotlarin 0,2-10 mM galaktoz ilavesine

iliskin amperometri sonuglart.
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Sekil 28. SPCE/PB/CHIT-GNP/GaOX/NAF-GNP/E/CHIT ve SPCE/PB/CHIT-GNP/GaOX/NAF-
GNP/GaOX/CHIT elektrotlarin 0,2-10 mM arasi galaktoz cevabina iliskin kalibrasyon grafigi
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Sekil 29. 0,2-10 mM konsantrasyon araliginda galaktoz konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik

farklt GNP ile modifiye edilmis ve edilmemis SPCE'lerin duyarliliklarinin karsilastirilmasi.
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4.1.9. Galaktoz oksidaz konsantrasyonunun optimizasyonuna iliskin bulgular

Optimum GaOX miktarinin bulunmasi i¢in yapilan denemelerde 2,5-5-10-20-40
mg/mL konsantrasyonlarda enzim siispansiyonlarnin biyosensdr cevabina etkisi
incelenmistir. Sonuclar Tablo 6 ve Sekil 30’da incelenmistir. Sonuglar
incelendiginde goriilecektir ki baslangigta enzim miktar1 arttik¢a biyosensor cevabi
da dramatik olarak artmistir. 10 ve 20 mg/mL GaOX kullanilan biyosensdrlerde en
hassas biyosensor cevaplari elde edilirken iki konsantrasyon ile elde edilen cevaplar
arasinda anlamli bir farkliik yoktur. 40 mg/mL enzim konsantrasyonunda ise
biyosensor cevabinda diisme olmustur. Bu nedenlerle optimum biyosensor cevabi 10

mg/mL olarak secilmistir.

Tablo 6. GaOX miktar1 optimizasyonuna iligskin bulgular

GaOX Grafigin denklemi R? %VK
konsantrasyonu
(mg/mL)

2,5 y=0,2508x - 0,0446 0,982 7,47
5 y=0,4231x + 0,2401 0,992 4,33
10 y=0,9698x + 0,0145 0,995 2,71
20 y=0,9446x + 0,1062 0,997 1,97
40 y=0,7929x — 0,1052 0,983 6,54
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Sekil 30. 0,2-10 mM konsantrasyon araliginda galaktoz konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik

farkli GaOX konsantrasyonlar ile modifiye edilmis SPCE'lerin duyarliliklarinin karsilastiriimasi

4.1.10. Serbest galaktoz biyosensoriiniin pH optimizasyonuna iliskin bulgular

Calisma tampon pH’inin biyosensdr cevabina etkisini incelemek ve optimum pH’1
bulmak i¢in yapilan denemelerde pH 4-9 arasinda ¢alisilmistir. Sonuglar Sekil 31°de

verilmistir. Buna gore biyosensoriin optimum pH’1 7,5 olarak saptanmustir.
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Biyosensor cevabi (%)

20
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Sekil 31. Biyosensoriin pH optimizasyonuna iliskin sonuglar. 1 mM galaktoz konsantrasyonu igin 3

tekrarli 6lgtimler alinmistr.
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4.1.11. Serbest galaktoz biyosensoriiniin sicaklik optimizasyonuna iliskin

bulgular

Biyosensoriin optimum sicakliginin belirlenmesi amaciyla yapilan denemelerde 15-
45 °C arasi ¢alisilmistir. Yapilan 6l¢iimlerde s6z konusu aralikta genel olarak yiiksek
cevaplar (%50 ve iizeri) elde edilmekle birlikte en iyi biyosensor cevaplar: 25 ve 30
°C’de elde edilmistir (Sekil 32). Daha pratik Olglimlere olanak tanimasi ve

biyosensoriin islem kararliligini arttirmasi agisindan optimum sicaklik 25 °C olarak

secilmistir.
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Sekil 32. Biyosensoriin sicaklik optimizasyonuna iliskin sonuglar. 1 mM galaktoz konsantrasyonu igin

3 tekrarli 6lglimler alinmistir

4.1.12. Serbest galaktoz biyosensoriiniin dogrusal tayin arahgmna iliskin

bulgular

Biyosensoriin dogrusal tayin araligi i¢in 0,001 mM-10 mM arasi1 galaktoz iceren
cozeltilerle amperometrik olarak calismistir. Sekil 33 karistirmali ortamda elde
edilen tekli katim amperometrik cevaplari, Sekil 34 buna iliskin ¢izilen standart
grafigini gosterirken Sekil 35 karistirmali ortamda elde edilen sirali katim

amperometrik cevaplar1 ve buna iliskin standart grafigini gostermektedir. Sekil 36’de
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biyosensor ylizeyine galaktoz standartlariin damlatiimasi yoluyla elde edilen sabit
hal amperometrik cevaplari yer alirken Sekil 36’da buna iliskin ¢izilen standart
grafigi yer almaktadir. Bu sonuclara gore biyosensoriin dogrusal tayin araligi 0,025-

10 mM aras1 bulunmustur.
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Sekil 33. Biyosensoriin dogrusal tayin araliginin belirlenmesine yonelik amperometri sonuglari. A)

0,025-0,5 mM ; B) 0,025-10 mM aras1 galaktoz konsantrasyonlarina iligkin amperometrik cevaplar.
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Sekil 34. Biyosensoriin dogrusal tayin araligina iliskin kalibrasyon grafigi
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Sekil 35. Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin karigtirmali ortamda 100 mM galaktozdan 5’er

pL sirali katimi ile elde edilen amperometrik cevaplar ve buna iliskin ¢izilen standart grafigi.
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Sekil 36. Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin biyosensor yiizeyine g¢esitli konsantrasyonlarda

galaktoz damlatilmas1 yoluyla elde edilen sabit hal (karistirmasiz ) amperometrik cevaplari. 0 -10 mM

galaktoz konsantrasyonlarina iligkin cevaplar

68



Damlatma Yontemi Standart Grafigi

12
y =0.9777x - 0.0848

10 R? = 0.9974 I
2 8
2
< 6
(1]
[
£ 8
Z a4
<

2

0

0 2 4 6 8 10 12

Galaktoz (mM)

Sekil 37. Serbest galaktoz biyosensoriiniin damlatma yontemi yontemiyle elde edilmis standart grafigi

4.1.13. Serbest galaktoz Dbiyosensoriiniin  tekrarlanabilirlik ve tekrar
iiretilebilirligine iliskin bulgular

Bu caligmada hazirlanan serbest galaktoz biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi ve tekrar
retilebilirligi belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik denemesi diisiik (0,1 mM), orta (1
mM) ve yiiksek (10 mM) galaktoz konsantrasyonlarinda olmak {izere 3 noktada 6
tekrarlt olacak sekilde hem giin i¢i, hem de giinler aras1 olarak gerceklestirilmis,
ortalama deger (x), standart sapma (S.S. £) ve % varyasyon katsayis1 (% V.K.)
degerleri Tablo 7°de verilmistir. Hem giin i¢i hem de giinler arasi tekrarlanabilirlik

i¢in elde edilen verilen %15’in altindadir ve kabul edilebilir seviyededir.
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Tablo 7. Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirligine

iligskin bulgular
Konsantrasyon (mM) Giin ici tekrarlanabilirlik Giinler arasi tekrarlanabilirlik
(n=6)
(n=6)
Ortalama +SD %CV Ortalama +SD %CV
0,1 0,096+0,0054 5,63 0,104+0,0108 10,38
1 1,041+0,047 4,51 1,024+0,098 9,57
10 10,025+0,34 3,39 9,946+0,74 7,44
12 ® Elektrot-1 ® Elektrot-2 Elektrot-3
Elektrot-4 @ Elektrot-5 @ Elektrot-6
([
10 °
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<
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Sekil 38. Tekrar iiretilebilirlik ¢aligmasina iliskin ¢izilen standart grafikleri
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Tekrar iiretilebilirlik icin 6 farkli elektrotla hazirlanmis biyosensdrle calisilmis ve
0,025-10 mM aras1 galaktoz konsantrasyonlarina verilen biyosensor cevaplart grafige
gecirilmistir. Sekil 32 de bu elektrotlara iliskin standart grafigi, Tablo 8 de ise bu
grafiklerin denklemleri ve R? degerleri verilmistir. Grafiklerin egimlerinden tekrar

tiretilebilirligine iligskin hesaplanan %CV degeri %7,78 olarak bulunmustur.

Tablo 8. Gelistirilen biyosensoriin farkli elektrotlarla tayin araliginda elde edilen grafik denklemleri

Grafik Denklemi Grafigin R? degeri
Elektrot-1 y=1,0538x-0,0134 0,9983
Elektrot-2 y=0,9463x+0,004 0,9993
Elektrot-3 y=0,9298x+0,0029 0,9970
Elektrot-4 y=0,9925x+0,0511 0,9973
Elektrot-5 y=1,0974x+0,0324 0,9820
Elektrot-6 y=1,1218x-0,0201 0,9891

4.1.14. Serbest galaktoz biyosensoriiniin substrat spesifikligi ve girisim etkisine
iliskin bulgular

Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin substrat spesifikligi belirlenmesi
amaciyla galaktoza yap1 olarak benzeyen diger seker ve seker tiirevlerinden glukoz,
fruktoz, mannoz, sakkaroz, laktoz ve galaktoz-1-fosfat test edilmistir. Galaktoz dahil
her bir analitin ¢ozelti i¢indeki konsantrasyonu 1 mM’dir. Sekil 39 bu denemeye
iliskin amperometrik cevaplari, Sekil 40 ise amperometrik cevaplardan yola ¢ikilarak
elde edilen siitun grafigini gostermektedir. Galaktoza verilen cevap %100 kabul
edilmis diger analitlere verilen cevaplar galaktoza verilen cevaba oranlanarak %

biyosensér cevabi hesaplanmistir. Buna gore gelistirilen biyosensor, galaktoz
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icermeyen glukoz, fruktoz, mannoz ve sakkaroza cevap vermemistir. Yapisinda
galaktoz bulunan bir disakkarit olan laktoz ve fosfatli bir seker olan galaktoz-1-

fosfata ise galaktoza verilen cevabin %10’u kadar bir cevap vermistir.
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—____J
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Time/s

Sekil 39. Biyosensoriin substrat spesifikligine iliskin amperometri sonuglari. Her bir substratin

konsantrasyonu 1 mM’dir.

Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin galaktoza verdigi cevaba serumda veya
plazmada bulunan glukoz, kreatinin, kreatin ve iirik asitin yan1 sira elektrokimyasal
Olglimlere girisim yapabilecek elektroaktif bir tiir olan askorbik asitin etkisi
incelenmis, sonuglar Sekil 41 ve Tablo 9°da gosterilmistir. Sekil 41 de biyosensoriin
GaOX’un dogal substratlarindan olan galaktoz, laktoz ve galaktoz-1-fosfat disinda
askorbik asite de bir miktar cevap verdigi goriilmektedir. Laktoz ve Gal-1-P varlig

biyosensor cevabini yaklasik %10 arttirmakta askorbik asit ise %11 azaltmaktadir.
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Sekil 40. Gelistirilen biyosensoriin ¢esitli substratlara cevabina iligkin siitun grafigi
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Sekil 41. Gelistirilen serbest galaktoz biyosensdriiniin girisim etkisi denemesine iligkin amperometrik

cevaplar. Galaktoz: 10 mM; Laktoz: 10 mM; Gal-1-P: 10 mM; Glukoz: 5 mM; Urik asit: 0,5 mM;

Kreatin: 100 mM; Kreatinin : 5 mM; Askorbik asit: 0,2 mM.
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Tablo 9. Serbest galaktoz biyosensoriiniin girisim etkisi denemesine iligkin bulgular

Substrat % Biyosensor Cevabi

Galaktoz 100

Galaktoz + Laktoz 110,85

Galaktoz + Gal-1-P 109,60
Galaktoz + Glukoz 100
Galaktoz + Urik asit 100
Galaktoz + Kreatin 100
Galaktoz + Kreatinin 100

Galaktoz + Askorbik asit 89,05

4.1.15. Serbest galaktoz biyosensoriiniin 6rnek uygulamasi ve geri eldesine

iliskin bulgular

Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin  geri elde denemesi saglikh
kontrollerden toplanan plazma havuzuna 3 seviye i¢in standart katma ile yapilmustir.

Tablo 10’da gosterilen sonuglara gore % geri elde %93-100 arasindadir.
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Tablo 10. Serbest galaktoz biyosensoriiniin geri elde denemesine iligkin bulgular

Eklenen Galaktoz = Bulunan Galaktoz % Recovery %VK
(mM) (mM)
0 0,031+0,00186 -
0,1 0,124+0,0062 93,00 )
1 0,97+0,0291 93,90 3
10 10,059+0,402 100,28 3,99

Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin pratikte kullaniminin test edilmesi
amaciyla saglikli ve hasta plazma galaktoz diizeylerini yansitan 10 saglikli ve 11

hasta 6rneginde damlatma yontemiyle ¢alisilmustir.

Karigtirmali yontemde c¢alisma tamponuna eklenen 6rnek 10 kat seyrelmektedir. Bu
seviye kimi sagliklilar i¢in biyosensdriin Olgebilecegi galaktoz konsantrasyonununun
altindadir. Bu nedenle 6rnek uygulamasi denemesi damlatma yontemiyle yapilmis ve
buna iliskin amperometrik cevaplar Sekil 42’de, bu cevaplara iliskin sonuglar ve

yontem karsilastirilmasi ise Sekil 43’te verilmistir.
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Sekil 42. Saglikli ve galaktozemili hasta plazma galaktoz diizeylerini gosteren 6rneklerden damlatma

yontemi ile elde edilmis amperometrik cevaplari

Kolorimetrik yontemle bulunan galaktoz
konsantrasyonu (mM)

Yontem Karsilastirmasi

y =0.8973x + 0.0374
R?=0.9792

3 4
Biyosensorle bulunan galaktoz konsantrasyonu (mM)

5

Sekil 43. Yontem karsilastirilmasina iligkin ¢izilen korelasyon grafigi

76




4.1.16. Serbest galaktoz biyosensoriiniin depo kararhhgna iliskin bulgular

Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin depo kararliligini test etmek amaciyla
yapilan bu denemede 1 mM galaktoz igin Olglimler almmustir. 2 elektrot
hazirlanirken elektrotlarin biri kullanilmadigi zamanlarda +4 C’de bekletilmis digeri
ise oda sicakliginda bekletilmistir. Elde edilen ceavaplar Sekil 44’de verilmistir.
Buna gore biyosensor +4 C’de bekletildiginde 12 hafta sonunda %350 aktivite kayb1
gbzlenirken, oda sicakliginda saklandiginda 7 hafta sonunda %50 aktivite kaybi

i

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
H +4 derece 100 97 99 99 95 93 87 76 71 65 56 51
mOdaSicakhgr 100 92 87 81 70 65 55 46 35 24 20 16

Hafta

gbzlenmistir.
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Sekil 44. Serbest galaktoz biyosensoriiniin depo kararliligina iligskin bulgular
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4.2. Total Galaktoz Biyosensorii ile Tlgili Bulgular

4.2.1. Total galaktoz biyosensoriiniin immobilizasyon asamalarmma iliskin

bulgular

Tez caligmasinin bu kisminda Gal-1-P tayini yani bir bagka degisle total galaktoz
tayini i¢in bir biyosensor daha gelistirilmistir. Serbest galaktoz biyosensoriinden
farkli olarak elektrot yiizeyine Gal-1-P’1 hidrolize ederek GaOX i¢in daha 6ncelikli
bir substrat olan galaktoza geviren ALP enzimi ilave edilmistir. Immobilizasyon
asamalar1 serbest galaktoz biyosensorii ile aynidir. Sekil 45’te immobilizasyon
asamalarina iliskin CV’ler yer almaktadir. ALP eklenmis elektroda kadar olan
CV’ler Sekil 15 ile hemen hemen aynidir ki bu da olmas1 gereken bir durumdur. ALP
ilavesi ile elektrot yiizeyinde difiizyon bariyeri arttigindan redoks piklerinin diismesi
beklenmektedir. Nitekim Sekil 45°te acik mavi olan CV’de de goriildiigi gibi

Ferri/Ferro’nun redoks pikleri diismiistiir.
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Sekil 45. Total galaktoz biyosensoriiniin immobilizasyon asamalarina iligkin 0,1 M KCl igeren

5,0 mmol L' Fe(CN)e*7* ‘de alinmis dongiisel voltammogramlar (50 mV/s).

4.2.2. Total galaktoz biyosensoriiniin galaktoz-1-fosfata cevabina iliskin

bulgular

Bir biyosensoriin immobilizasyon asamalarinin karakterizasyonundan sonra test
edilmesi gerecken ve biyosensor gelistirilmesinin en 6nemli adimi olan asama
Olgiilecek analite olan cevaptir. Bu amagla tampon ¢ozelti ortamina Gal-1-P’in 0 ve 5
MM olacak sekilde standartlar1 eklendi ve buna iliskin CV’ler alindi. Sekil 46°da
goriilecegi lizere ortama Gal-1-P eklenmesi ile PB’nun redoks pikleri diigmiistir.
Dongiisel voltammetri yani CV kantitatif Slgiimler i¢in ¢ok hassas olmamakla

birlikte daha hassas elektrokimyasal teknikler olan Diferansiyel Puls VVoltametrisi ve
79



amperometri i¢in yol gostericidir. Bu tez ¢aligmasinda kantitasyon igin amperometri
tekniginin kullanilmasi planlanmistir. Sekil 46°daki katodik pik referans alinarak -0,1
V’ta amperometrik 6lglim gergeklestirilmis ve Sekil 47°de goriilecegi tizere Gal-1-P

ilavesi ile akim negatif yonde artarak biyosensor cevabi gerceklesmistir.

4.00E+01 - = CV/ Baseline === 5mM Gal-1-P

3.00E+01 - o~
2.00E+01 -

1.00E+01 -

0.00E+00 -

Current/pA

-1.00E+01 -

-2.00E+01 -

] O,
-3.00E+01 ]

-4006401 -
-0.300 -0.100 0.100 0.300

Potential/V

Sekil 46. Total galaktoz biyosensoriiniin Gal-1-P’ye verdigi cevaba iligkin dongiisel
voltammogramlar. Olgiimler pH:8,0 Tris-HCI (0,1 M KCI ve 1 mM MgCl, i¢eren) tamponunda
almmustir. Tarama hizi: 50 mV/s, Sicaklik: 30
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1 mM Gal-1-P ilavesi

0.00E+00 -
-5.00E-02 -
-1.00E-01 -

-1.50E-01 -

Current/pA

-2.00E-01 -
-2.50E-01 -

-3.00E-01 -

-3.50E-01-----.----.----.----.----.
0.000 10.000 20.000 30.000 40.000 50.000

Time/s

Sekil 47. Total galaktoz biyosensoriiniin Gal-1-P’ye verdigi cevaba iligkin -0,1 V’ta alinmig
amperometrik dlgiimler. Olgiimler pH:8,0 Tris-HCI (0,1 M KCI ve 1 mM MgCl, iceren) tamponunda

almmugtir

4.2.3. Amperometrik calisma potansiyelinin belirlenmesine iliskin bulgular

Sekil 46°teki katodik pik referans alinarak en yiiksek cevabin elde edildigi
amperometrik ¢alisma potansiyelinin belirlenmesi amaciyla -0,3&0,2 V aras1 test
edilmistir. Olgiimler Gal-1-P’in son  konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde

gerceklestirilmistir. Sekil 48’de bu amperometrik 6l¢iimlerden elde edilen akim farki
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- potansiyel grafigi gosterilmektedir. En yiiksek akim farki -0,1 V’ta elde edildigi

icin optimizasyon ve karakterizasyon ¢aligmalar1 bu potansiyelde yapilmistir.

0.35

0.3

0.25

0.2

Akim Farki (LA)

\
'_
=

0.15

0.1

0.05

-0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3

Potansiyel (V)

Sekil 48. Total galaktoz biyosensoriiniin amperometrik ¢alisma potansiyelinin belirlenmesine iligkin
bulgular. Ol¢iimler pH:8,0 Tris-HCI (0,1 M KCI ve 1 mM MgCl;iceren) tamponunda 1 mM Gal-1-P

i¢in alinmigtir

4.2.4. Alkalen fosfatazin optimizasyonuna iliskin bulgular

Gal-1-P ve galaktoz tayini i¢in tasarlanan total galaktoz biyosensoriiniin diger
immobilizasyon bilesenleri ve GaOX optimizasyonu serbest galaktoz
biyosensoriiniin  gelistirilmesi asamasinda yapilmistir. Bu boliimde ise ALP

konsantarasyonun optimizasyonu amaglanmistir. Bu amagla degisen miktarlarda
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(2,5-5-10-15-20 mg/mL) ALP igeren elektrotlarla 0,2-10 mM konsantrasyon

araliginda amperometrik olarak calisilmis ve sonuglar Tablo 11 ve Sekil 49’da

verilmistir. Bu sonuglara gore en hassas (0,2453 pA/mM) biyosensor yanitlart 5

mg/mL ALP’nin kullanildig: elektrotla elde edilmistir

Tablo 11. Alkalen fosfatazin optimum miktarinin belirlenmesine iligkin bulgular

Enzim Grafigin denklemi R? %VK
konsantrasyonu
(mg/mL)

2,5 y=0,1377x +0,0147 0,985 5,31
5 y=0,2453x + 0,1171 0,993 4,21
10 y=0,1909x + 0,0965 0,988 6,90
15 y=0,1058x + 0,0569 0,993 9,08
20 y=0,0994x +0,0273 0,989 8,25
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Sekil 49. Grafik, 0,2-10 mM konsantrasyon araliginda Gal-1-P konsantrasyonunun belirlenmesine

yonelik farkli ALP konsantrasyonlari ile modifiye edilmis SPCE'lerin duyarliliklarini karsilastirir.

4.2.5. Total galaktoz biyosensoriiniin pH ve sicaklik optimizasyonuna iliskin

bulgular

Total galaktoz biyosensoriinlin ¢alisma kosullarinin optimizasyonu i¢in pH ve
sicaklik etkisi incelenmistir. Alkalen fosfataz enzimi adindan anlasilacagi lizere
bazik ortamda aktivite gosteren bir enzimdir. Fakat bu tez ¢alismasinda gelistirilen
total galaktoz biyosensorii iki enzimden olustugu icin biyosensor cevabi sadece
ALP’ye bagl degildir. Dolayisiyla biyosensoriin optimum pH’1 her iki enzimin

birarada calisabilecegi optimum pH’1 gostermektedir. Sekil 50°da optimum pH, sekil
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51°de ise optimum sicaklik sonuglar1 verilmektedir. Buna goére total galaktoz

biyosensorii i¢in optimum pH:8, optimum sicaklik ise 30 C olarak bulunmustur.

120

100

<)) (o]
o o

% Biyosensor Cevabi
Y
o

20

6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5 10 10.5

Sekil 50. Total galaktoz biyosensoriiniin pH optimizasyonuna iligkin bulgular. 1 mM Gal-1-P i¢in
gerceklestirilen dlgtimler 3 tekrarhidir.
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Sekil 51. Total galaktoz biyosensdriiniin sicaklik optimizasyonuna iliskin bulgular. 1 mM Gal-1-P igin
gergeklestirilen dlgtimler 3 tekrarhidir.
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4.2.6. Total galaktoz biyosensoriiniin dogrusal tayin arahg

Gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin dogrusal tayin araligi i¢cin 0,001 mM-10
mM arast Gal-1-P iceren ¢ozeltilerle amperometrik olarak caligilmistir. Sekil 52
karistirmali ortamda elde edilen tekli katim amperometrik cevaplari, Sekil 53 buna
iliskin ¢izilen standart grafigini gosterirken Sekil 54 karistirmali ortamda elde edilen
sirali katim amperometrik cevaplart ve buna iliskin standart grafigi gostermektedir.
Sekil 55°de biyosensor yiizeyine Gal-1-P standartlarinin damlatilmasi yoluyla elde
edilen sabit hal amperometrik cevaplar1 yer alirken, Sekil 56’da buna iliskin ¢izilen
standart grafigi yer almaktadir. Bu sonuglara goére total galaktoz biyosensoriiniin

dogrusal tayin araligi 0,1-10 mM aras1 bulunmustur
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Sekil 52. Total galaktoz biyosensoriiniin dogrusal tayin araliginin belirlenmesine yonelik amperometri

sonuglari. A) 0,1-0,5 mM ; B) 0,1-10 mM aras1 Gal-1-P konsantrasyonlarina iligkin amperometrik

cevaplar.
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Sekil 53. Total galaktoz biyosensdriiniin dogrusal tayin araligina iligkin standart grafigi.
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Sekil 54. Gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin karistirmali ortamda 25 mM Gal-1-P’in sirali

katimt ile elde edilen amperometrik cevaplar ve buna iliskin ¢izilen standart grafigi
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Sekil 55. Gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin biyosensor yiizeyine ¢esitli konsantrasyonlarda

Gal-1-P damlatilmasi yoluyla elde edilen sabit hal (karistirmasiz) amperometrik cevaplari. 0 -10 mM

Gal-1-P konsantrasyonlarina iliskin cevaplar
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Sekil 56. Total galaktoz biyosensoriiniin damlatma yontemiyle elde edilmis standart grafigi

4.2.7. Total galaktoz biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi ve tekrar iiretilebilirligi

Tezin bu kisminda total galaktoz biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi ve tekrar
tiretilebilirligi belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik denemesi diisiik (0,25 mM), orta (1
mM) ve yiiksek (10 mM) Gal-1-P konsantrasyonlarinda olmak {izere 3 noktada 6
tekrarli olacak sekilde hem giin i¢ci hem de giinler arasi olarak gerceklestirilmis,
ortalama deger (x), standart sapma (S.S. £) ve % varyasyon katsayis1 (% V.K.)
degerleri Tablo 12°de verilmistir. Hem giin i¢i hem de giinler aras1 tekrarlanabilirlik

icin elde edilen veriler %15’in altindadir ve kabul edilebilir seviyededir.
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Tablo 12. Total galaktoz biyosensoriiniin giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirligine iliskin bulgular

Giin ici tekrarlanabilirlik Giinler arasi tekrarlanabilirlik
(n=6)
Gal-1-P (mM) (n=6)
Ortalama +SD %VK Ortalama £SD %VK
0,25 0,246 £ 0,021 8,31 0,256+0,027 10,45
1 1,014 + 0,059 5,79 1,009+0,098 9,73
10 10,098+0,227 2,24 10,117+0,352 3,48

Tekrar iiretilebilirlik icin 6 farkli elektrotla hazirlanmis biyosensdrle ¢alisilmis ve
0,10-10 mM aras1 galaktoz konsantrasyonlarina verilen biyosensor cevaplari grafige
gecirilmistir. Sekil 57 bu elektrotlara iliskin standard grafigi, Tablo 13 de ise bu
grafiklerin denklemleri ve R? degerleri goriilmektedir. Grafiklerin egimlerinden
tekrar iiretilebilirligine iliskin hesaplanan %CV degeri %8,75 olarak bulunmustur.

Tablo 13. Total galaktoz biyosensoriiniin farkli elektrotlarla tayin araliginda elde edilen grafik
denklemleri

Grafik Denklemi Grafigin R? degeri
Elektrot-1 y=0,2645x + 0,0012 0,9996
Elektrot-2 y=0,2373x - 0,0211 0,9968
Elektrot-3 y=0,2118x — 0,016 0,9966
Elektrot-4 y=0,2535x + 0,0145 0,9969
Elektrot-5 y=0,2642x + 0,0623 0,9906
Elektrot-6 y=0,2683x + 0,088 0,9858
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Sekil 57. Total galaktoz biyosensoriiniin tekrar iiretilebilirlik caligmasina iligskin standart grafikleri

4.2.8. Total galaktoz biyosensoriiniin substrat spesifikligi

Gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin substrat spesifikligini belirlemek amaciyla
her birinin son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde Gal-1-P, galaktoz, UDP-glukoz,
UDP-galaktoz, Glukoz-6-fosfat ve glukoz test edilmistir. Elde edilen bulgular Sekil
58 ve 59’da verilmistir. Her iki sekil incelendiginde gelistirilen biyosensor sadece

galaktoz iceren substratlara cevap vermistir.
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Sekil 58. Total galaktoz biyosensoriiniin substrat spesifikligine iliskin amperometrik cevaplar. Her bir

substratin konsantrasyonu 1 mM’dir.
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Sekil 59. Total galaktoz biyosensoriiniin substrat spesifikligi denemesine iliskin siitun grafigi

4.2.9. Total Galaktoz biyosensoriiniin 6rnek uygulamasi ve geri eldesine iliskin

bulgular

Total galaktoz biyosensoriinlin pratik kullaniminin test edilmesi amaciyla saglikli
kontrollerden elde edilen eritrosit hemolizati havuzunda standart katma yontemi ile
geri elde denemesi yapilirken Ornek denemesi ise gene bu havuzdan diisiik orta
yiiksek seviyeleri icerecek sekilde rastgele standart katmalar yoluyla elde edilen
hasta diizeyini igeren eritrosit hemolizatlarinda ise total galaktoz tayini yapilmistir.
Gelistirilen total galaktoz biyosensdriiniin % geri eldesine iliskin sonuglar Tablo
14°te verilirken, O6rnek denemesine iligkin damlatma yontemi ile elde edilmis

amperometrik cevaplar Sekil 60’da ve buna iligkin sonuglar Tablo 15°de verilmistir.
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Elde edilen sonuglara gore biyosensoriin % geri eldesi kabul edilebilir araliktadir.

Hasta ve sagliklar arasinda ayrim yapabilmektedir.

Tablo 14. Total galaktoz biyosensoriiniin geri elde denemesine iligkin bulgular

Eklenen Gal-1-P Bulunan Gal-1-P % Recovery
(mM) (mM)
0 0 -
0,25 0,252 +0,0134 101
1 1,055+0,0989 105
10 9,98+0,296 99,8

%VK

5,32

9,4

2,97
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Sekil 60. Saglikli ve galaktozemi hastalarin eritrosit total galaktoz seviyelerini yansitan 6rneklere

iliskin damlatma y6ntemiyle elde edilmis amperometrik cevaplar
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Tablo 15. Galaktozemili kisilerin eritrosit hemolizat total galaktoz diizeylerini yansitan 6rneklere
iliskin sonuclar

Hasta Eritrotsit total galaktoz (mM)
Hasta 1 0,0596
Hasta 2 0,0962
Hasta 3 0,0972
Hasta 4 0,1766
Hasta 5 0,424
Hasta 6 0,438
Hasta 7 0,456
Hasta 8 0,866
Hasta 9 1,1576
Hasta 10 1,1714

4.2.10. Total galaktoz biyosensoriiniin depo kararhihgna iliskin bulgular

Gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin depo kararliligimi test etmek amaciyla
yapilan bu denemede 1 mM Gal-1-P i¢in Slgiimler alinmustir. 2 elektrot hazirlanirken
elektrotlarin biri kullanilmadigi zamanlarda +4 ‘C’de saklanmig, digeri ise oda
sicakliginda saklanmigtir. Elde edilen cevaplar Sekil 61°de verilmistir. Buna gore
serbest galaktoz biyosensoriin benzer sonuglar elde edilmekle birlikte +4 C’de
bekletildiginde 12 hafta sonunda %50 aktivite kayb1 gozlenirken, oda sicakliginda
saklandiginda 7 hafta sonunda %50 aktivite kayb1 gbzlenmistir
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Sekil 61. Total galaktoz biyosensoriiniin depo kararliligina iliskin bulgular
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5. Tartisma

Galaktoz normalde {i¢ enzimin koordineli aktiviteleri yoluyla glikoza metabolize
edilir: galaktokinaz (GALK), galaktoz-1-fosfat uridil transferaz (GALT) ve {iridin
difosfoglukoz 4-epimeraz (GALE) (Anderson, 2018). Yiiksek konsantrasyonlarda
galaktoz ve metabolitleri memeliler igin toksiktir (Anderson, 2018). Galaktokinaz ve
GALT'm ve belki de nadiren epimerazin kalitsal eksiklikleri, galaktoz icermeyen bir
diyetin erken taninmasi ve kurumuyla dnlenebilecek klinik bozukluklara neden olur
(Beutler, 1991). Galaktozun plazma/serum degerleri, saglikli kisilerde maksimum <
0,28 mM ve 5 giinden daha kii¢iik yenidoganlarda <1,11 mM'de seviyesinde bulunur
(Connell, 2012). Yenidogan bebeklerde 1,11 mM’dan yiiksek galaktoz seviyeleri
Oliimciil olabilir (Adam et al.,, 2015; Beutler, 1991). Galaktozemi galaktoz
metabolizmasindaki enzimlerden birinin eksikligi durumunda ortaya ¢ikan kalitsal
bir metabolik bozukluk olup galaktoz birikimi ile karakterizedir (Anderson, 2018;
Beutler, 1991). Yenidogan doneminde teshis edilmeyen ve dolayisiyla tedavi
edilmeyen hastalarda yetersiz beslenme, gelisememe, sarilik, karaciger hastaligi,
katarakt, E. coli sepsisi ve yenidogan 6liimii gergeklesebilir (Adam et al., 2015; Vaca
et al., 1978). Galaktozeminin tedavisi, siit ve siit lirinlerini igeren diyet galaktozunun

kisitlanmasini igerir (Beutler, 1991; Connell, 2012).

Galaktoz seviyesinin Ol¢iimii, galaktozemi ve galaktoz intoleransi agisindan klinik
onem tasir. Ozellikle yenidoganlarda erken tami konulamamasi agir klinik hatta
Olimciil sonuglar dogurabilir. Teshis konduktan sonra da galaktozun diyetten
c¢ikarilmasi gerekir. Dolayisiyla bu parametrelerin kanda tayini biiyiik 6nem tasir. Bu
projenin amacini da serbest ve total galaktoz tayini i¢in hizli, spesifik, ucuz

elektrokimyasal bir biyosensor sistemi gelistirilmesi olusturmaktadir.

Galaktoz tayini i¢in onceki yontemler arasinda kolorimetri (M. Il Kim et al., 2012),
kiitle spektrometri (Y. Li et al., 2011), ince tabaka kromatografisi (Pruden et al.,
1975) ve yiiksek performansl sivi kromatografisi (Gross & Acosta, 1991; Hu et al.,
1995) bulunmaktadir. Bununla birlikte, bu yontemler maliyetli, zaman alicidir ve
yiiksek girisim etkisi ile (6zellikle kolorimetrik yontem igin) yeterince spesifik

degildir, bu nedenle bu sorunlarin iistesinden gelmek i¢in galaktoz tayini i¢in yapilan
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biyosensorler diger analitler i¢in oldugu gibi galaktoz tayini i¢in de biiyiik ilgi
cekmektedir. Bir biyosensor, bir biyolojik algilama elemanini bir doniistiiriicii ile
birlestirerek analit konsantrasyonuyla orantili bir sinyal diretir (Introduction to
Biosensors, n.d.; Nikolelis & Nikoleli, 2018). Biyosensorlerin kullanimi sadece
laboratuvarda degil ev, sokak, arazi, hastane hemen her yerdedir. Glukoz oksidazin
kullanildig1 glukoz biyosensorleri ilk ticarilesen tiirleri olmakla birlikte bugiin bir¢ok
analit i¢in ticarilesen biyosensor vardir. Biitiin bu biyosensorlerin ortak noktasi
oncelikle laboratuvarda olusturulan yontem ¢alismalariyla baslamasidir. Sonra
optimizasyon c¢aligmalar1 yapilir, yontemin dogrulugu, kesinligi, girisim etkisi ve
stabilitesi belirlendikten sonra piyasanin da o analit i¢in talebi dogrultusunda
ticarilesir. Biyosensorler sayesinde bir hasta bir damla kan alabilir ve analit
konsantrasyonunu bir dakikadan daha kisa siirede okuyabilir. Biyosensorler sadece
analitleri tanimlamak ve Olgmek ig¢in degil, aymi zamanda c¢ok diisik bir
konsantrasyonda bile kompleks bilesiklerde bulunan spesifik molekiillerin
taranmasinda da kullanilabilir. Bu o6zellik, analitik arastirma, gida ve kimya
endiistrileri, kirlilik kontrolii , siire¢ izleme ve klinik tan1 alanlarinda faydalarim
saglamistir (Farré & Barcel6, 2007; Introduction to Biosensors, n.d.; Scheller et al.,
1985).

Amperometrik enzim biyosensorlerinin  gelistirilmesinde en ¢ok kullanilan
konfigiirasyon, bir oksidaz enziminin kullanimini i¢eren konfigiirasyondur. Bu enzim
sinifi, substrati oksitler ve daha sonra elektronlar1 molekiiler oksijene aktardiktan
sonra orijinal aktif durumlarina geri donerek hareket eder, boylece bu enzimatik
reaksiyonun son iriinleri, substratin oksitlenmis formu ve bir yan {iriin olarak
hidrojen peroksit olur. Oksijen tiiketimi (Mulchandani, 1998) veya peroksit
(Guilbault & Lubrano, 1973; Updike & Hicks, 1967) olusumu izlenerek substratin
konsantrasyonu bulunabilir. Son yillarda hidrojen peroksit Olglimiine dayal
yontemler, oksijenin indirgenmesine dayali yontemlere gore biiyiik Olgiide tercih
edilmistir. Bununla birlikte, bu yaklagimdaki biiytik bir dezavantaj, genellikle mevcut
olan birgok elektroaktif maddenin (yani askorbik asit, iirik asit, vb.) gercek

orneklerde, oksitlenerek girisim sinyalleri verebilmeleridir.
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Screen printed elektrotlar (SPE'ler), serigrafi teknolojisine dayali tek kullanimlik
sensorlerdir. Bu elektrotlarin baglica avantajlari, operasyon basitligi, giivenilirligi,
tagiabilirligi, referans, calisma ve yardimci elektrotlar igeren kiigiik enstriimantal
kurulumlar1 ve diisiik maliyetleridir. Ayrica, elektrot yiizeyinin kirlenmesi tek
kullanimlik 6zellikteki biyosensorlerin tekrar tekrar kullanilmalarini engellerken bu
yontemde ayni elektrot yiizeyi ardisik analizler i¢in giivenle kullanilabilir. SPE'lerin,
cesitli kokenlerden birka¢ numunenin dogrudan ve giivenilir analizi i¢in diger kati
elektrotlara kiyasla ¢ok faydali olduklar1 da kanmitlanmstir (Lucarelli et al., 2002;
Smart et al., 2020). Ardisik kullanimdan sonra sonuglarin tekrarlanabilirligi,

SPE'lerin géze ¢arpan bir 6zelligi olarak kabul edilir.

Bu tez calismas1 kapsaminda yapilmasi amaglanan serbest ve total galaktoz (galaktoz
+ galaktoz-1-fosfat) tayinidir. Literatiir verilerine bakildigi zaman galaktoz igin
gelistirilen biyosensorler serbest galaktozu hedeflemektedir. Ancak ozellikle
galaktozemi tanist ve tedavisinin izlenmesinde total galaktoz tayini daha degerlidir.
Total galaktoz tanimi serbest ve fosfatlanmis galaktozu (galaktoz-1-fosfat)
icermektedir. Bu tez c¢alismasinda iki tip galaktoz biyosensorii gelistirilmesi
hedeflenmistir. Birincisi plazma galaktoz seviyelerini Olgen serbest galaktoz
biyosensorii iken digeri eritrosit Gal-1-fosfat seviyesini de Olgen total galaktoz

biyosensoriidiir.

Immobilizasyon konfigiirasyonunun belirlenmesine iliskin bulgularla ilgili

tartisma

Polikatyonik bir immobilizasyon matriksi olan kitosan ile polianyonik bir bilesen
olan nafyon arasindaki elektrostatik ¢ekim kuvvetleri ile enzimin biyosensor
yizeyine Kkatman-katman (layer by layer) yontemiyle tutundurulmasi
immobilizasyondaki ana stratejidir. Immobilizasyon konfigiirasyonuna ait bulgular
incelendiginde (bknz. Boliim 4.1.4) iki nokta gbze carpacaktir: birincisi 2 katmanl
konfigiirasyonlarda tek katmanli olanlara ve kitosan ile baglanan tabakalasmada
nafyon ile baslananlara gore daha hassas cevaplar elde edilmistir. Elektrotlar
olusturulduktan sonra 10 dakika tamponlu ortama daldirilmis ve manyetik karistirici

esliginde karistirilmistir. Boylelikle yilizeye zayif baglanan bilesenlerin yiizeyden
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uzaklagmasi ve daha tekrarlanabilir 6l¢iimlerin elde edilmesi hedeflenmistir. Tek
tabakali olanlarda 2 katmanli olanlara gore daha diisiik cevaplar elde edilmesinin
nedeni iki katmanlilarda elektrostatik ¢ekimin daha fazla olmasi olabilir. Kitosanla
baslanan katmanlagsmada daha hassas cevaplar elde edilmesinin nedeni ise kitosanin

yapiskan, adsorptif yapisinin enzimi daha kuvvetli baglamasi olabilir.
Kitosan miktarinin biyosensor cevabina etkisine iligkin bulgularla ilgili tartisma

Literatiirde iyi bilindigi ve rapor edildigi gibi , CHIT'in dogal mikrometrik gézenekli
yapisi, sensOrlerin yiizey alanimi ve buna karsilik gelen yilikleme kapasitesini
artirabilir, bdylece sinyalin yiikseltilmesine katkida bulunabilir (Shukla et al., 2013).
Ayrica, nispeten kiigiik molekiilleri tespit ederken, CHIT gozenekli yapilari, elektrot
yiizeyine analit diflizyonu iizerinde minimal bir etkiye sahiptir. Son olarak, CHIT
toksik degildir ve c¢evre dostudur, biyolojik olarak parcalanabilen ve yenilenebilir
ham bir malzemedir (Suginta et al., 2013). Algilayicit malzeme bileseni olarak toksik
olmamast Onemlidir, c¢ilinkii diisiik immiinojenite {iretir, numuneler ve sensor
malzemeleri arasindaki uyumsuzluk nedeniyle yanls tepkileri onler ve/veya en aza
indirir. Yaygin dogal polimerler arasinda kitosan, iyi mekanik mukavemet, hidrofilik,
kolay islenebilirlik ve biyouyumlulugun kimyasal avantajlari, biyo-¢evrede stabilite
ve kimyasal modifikasyon yetenegi gibi fiziksel avantajlara sahiptir (Jiang & Wu,
2019). Her tiirlii biyosensorii desteklemek i¢in evrensel bir substrat bulmak miimkiin
olmamakla birlikte, kitosan biyolojik/kimyasal baglanma i¢in bol yanal fonksiyonel
gruplar1 nedeniyle biyosensor tasarimi i¢in uygun bir substrat materyali olarak en iist

siralarda yer almaktadir.

Sahip oldugu dogal mikrometrik gdzenekli yapisi, sensorlerin ylizey alanini
arttirmasi, non-toksik olmasi, enzimler i¢in dogal bir ortam saglamasi gibi
ozelliklerinden dolayr  biyosensdr olusturulmasinda en fazla kullanilan
immobilizasyon bilesenlerinin basinda kitosan gelmektedir. Bu tez ¢alismasinda ana
immobilizasyon bilesenlerinden biri olan kitosanin optimizasyonu biyosensoriin
performansi i¢in bilyiik 6nem arz etmektedir. Tablo 3 ve Sekil 24’te gosterildigi
lizere en hassas ve kesin biyosensor cevaplar1 %0,1°lik kitosanla alinmistir. Dikkat

edilirse biyosensor cevabi kitosanin konsantrasyonu %0,05’ten %0,1’e ¢ikarildiginda
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artmig, sonrasinda ise kademeli olarak azalmistir. Aslhinda %1’ lik kitosanin
kullanildig1 elektrotta hazirlanmis fakat elektrot yapisi ¢ok kisa bir silire sonra
biyoaktif tabakanin komple elektrottan kivrilarak ayrilmasi sonucu bozulmustur.
Kitosan konsantrasyonu arttikga biyosensor cevabinin azalmasinin nedeni sik
gozenekli kitosan yapisinin enzimin substratla reaksiyona girmesini engellemesi
olabilir.  Literatiir ~ verilerine bakildiginda  kitosanin  siklikla  kullanildigt
konsantrasyonlarin %0,05-0,2 arasi oldugu dikkati ¢ekmektedir (Batra et al., 2013;
Cui et al., 2019; Narwal et al., 2018; Wu et al., 2009; Xiang et al., 2016). Bu tez
calismasinda gelistirilen biyosensorle de ayni aralikta maksimum cevaplar alinirken

optimum kitosan miktar1 %0,1 olarak se¢ilmistir.
Nafyon miktarinin biyosensor cevabina etkisine iliskin bulgular

Nafyon sahip oldugu adhezif, biyouyumlu ve yari-gegirgen 6zellikleri ile biyosensor
yapiminda siklikla kullanilan bir immobilizasyon matriksidir. Bu ¢alismada
nafyonun kullanilma amaci kitosan ile olusturduklar elektrostatik ¢cekim kuvvetleri
vasitastyla enzimleri elektrot yilizeyine tutundurmaktir. Bu amagla nafyon
konsantrasyonunun optimizasyonu yapilmis ve optimum nafyon miktar1 %0,1 olarak
bulunmustur. Sekil 25 incelendiginde nafyon konsantrasyonu %0,05’ten %0,1’e
cikarildiginda biyosensor cevabinin arttigi, sonrasinda ise kademeli olarak diistigi
gbze carpmaktadir. Bu anlamda kitosan ile benzer sonuglar vermistir. Her ne kadar
iletken bir polimer olsa da nafyon konsantrasyonunun artmasi katmanlarin daha siki
ve yogun olmasina neden olmustur. Bu durum da substrat-enzim etkilesimine bir

bariyer olusturmus olabilir.
Damlatma hacminin optimizasyonuna iliskin bulgularla ilgili tartisma

Immobilizasyon bilesenlerinin elektrot yiizeyine damlatma hacminin biyosensdr
cevabina etkisini incelemek ve optimum damlatma hacmini bulmak amaciyla 2,5-5-
7,5-10 pL hacimler denenmistir. Tablo 5 ve Sekil 26’te gosterilen sonuglara gore
elektrot ylizeyine damlatma hacimleri 2,5 pL’den 5 plL’ye ¢iktiginda biyosensor
cevab1 da artmistir. 5 plL’lik damlatma hacminden daha biiyiik hacimlerde ise
biyosensor duyarliliginda anlamli bir degisiklik olmamistir. Calisma elektrodunun

yizey alam 2,5 plL’lik damlatma hacmiyle tamamen kaplanmazken 5 plL’de
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tamamen kaplanmaktaydi. 7,5 ve 10 pL hacimlerde ise bir miktar sivi ¢aligma
elektrodunun yilizey alaninin digina tasmaktaydi. Elde edilen cevaplar da
gostermektedir ki 5 pL’lik damlatma hacmi galisma elektrodu igin yeterli gelmekte
fazlas1 ise c¢aligma elektrodunun ylizey alanini astigr i¢in biyosensor duyarliligini
arttirmamistir.  Ayni elektrotla yapilan calismalarda damlatma hacmi igin bir
optimizasyon ¢alismasi yapilmamistir. Heo ve ark. (Heo et al., 2022) 7 uL, Marzo ve
ark. (Lopez-Marzo & Baldrich, 2019) 10 uL, Zhybak ve ark. (Zhybak et al., 2016)2
uL, Harrad ve ark.(El Harrad & Amine, 2016) ise 5 puL damlatma hacmini

kullanmastir.
GNP’nin biyosensir cevabina etkisine iligkin bulgularla ilgili tartisma

Ozellikle son 20 yilda yapilan ¢aligmalar gosterdi ki altin nanopartikiiller (GNP)
benzersiz elektronik, optik ve katalitik Ozellikleri ile bir¢cok alanda oldugu gibi
elektrokimyasal sensorler alaninda da biyiik ilgi gérmiistiir. GNP’lerin iletkenlik
Ozelliginin yani sira son derece yiiksek ylizey alani/hacim oranina sahip olmasi,
adsorsbe edilen tiirlerin fazla ve kuvvetli baglanmasini saglayarak miikemmel
hassasiyet ve segicilikte 6lglim yapilmasina olanak saglamigtir. Nitekim Sekil 15°te
GNP’nin immobilizasyon yontemine dahil edilmesi ile daha fazla enzimin yiizeye
baglanmasindan dolay1 redoks pikleri diismiistiir. Sekil 16’da enzimsiz GNP’li ve
GNP’siz elektrotlar karsilastirilip biyosensoriin yiizey alani hesaplanmis ve GNP’ nin
ylizey alanin1 %26 oraninda arttirdigi gosterilmistir. GNP nin biyosensor cevabina
etkisi ise Sekil 27-29°de gosterilmistir. GNP ilavesi biyosensor cevabini yaklagik 1,5
kat arttirmistir ki bu da GNP’nin sahip oldugu 6zelliklerden dolay1 beklenen bir

durumdur.

Galaktoz oksidaz konsantrasyonunun optimizasyonuna iliskin bulgular ile ilgili

tartisma

Galaktoz oksidaz D-galaktoz, dihidroksiaseton (DHA) gibi bir dizi birincil alkol
substratinin D-izomerlerinin ve indirgeme uglarinda D-galaktozlu polisakkaritlerin
stereospesifik oksidasyonunu katalize eden oksidorediiktaz sinif bir enzimdir. Bu tez
calismasinda da galaktozun kantitatif Ol¢limiinden birinci derece sorumlu olan

component GaOX’dur. Dolayisiyla GaOX miktarinin optimizasyonu biyosensoriin
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performansi i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir. GaOX miktari ile ilgili sonuglar Tablo 7
ve Sekil 30’da verilmistir. Genellikle enzim temelli biyosensorlerde enzim miktari
arttikca biyosensoriin duyarlilig1 bir yere kadar artar sonrasinda elektrot yilizeyinde
yarattig1 difiizyon bariyerinden dolay1 biyosensoér cevabi sabit kalir ya da diiser
(Odaci et al., 2008; O. Yilmaz et al., 2012; Y. Y. Yilmaz et al., 2020). Elde ettigimiz
sonuclar da bunu gdstermektedir. Sonuclar incelendiginde baslangigta enzim miktari
arttikca biyosensor cevabi da dramatik olarak arttigi goriilecektir. 10 ve 20 mg/mL
GaOX kullanilan biyosensorlerde en hassas biyosensor cevaplart elde edilirken iki
konsantrasyon ile elde edilen cevaplar arasinda anlamli bir farklilik yoktur. Bu tez
calismasinda kullanilan GaOX’un aktivitesi 3 U/mg iken, elektrot yiizeyinde 0,3
U’tiir.

Serbest galaktoz biyosensoriiniin pH optimizasyonuna iliskin bulgular ile ilgili

tarfisma

Bilindigi gibi enzim aktivitesi ortam pH’ma bagli olarak degigsmektedir. Bu nedenle
pH optimizasyonu biyosensor performansi igin 6nemli bir parametredir. Sekil 31
incelendiginde goriilecektir ki gelistirilen serbest galaktoz biyosensorii pH 5’in
altinda aktivite gostermezken pH 6’dan itibaren artmaya baslamis ve pH:7,5’ta
maksimuma ulasirken, pH:8’de de %95 aktivite goOstermistir. Bu ¢alismada
kullanilan GaOX’un kaynagi Dactylium dendroides ‘dir. Elde edilen bu sonuglar
literatiirle uyumludur (Paukner et al., 2015). Bu da immobilizasyon ydnteminin

enzimin optimum pH’sini1 degistirmedigini gostermektedir.

Serbest galaktoz biyosensériiniin sicaklik optimizasyonuna iliskin bulgular ile ilgili

tartisma

Ozellikle enzim temelli biyosensorler igin bir baska énemli parametre sicakligin
biyosensor cevabina etkisidir. Sekil 32’de gosterildigi tizere sicaklik 15 °C *den 25
°C ’ye arttiginda biyosensor cevabi da dramatik olarak artmis ve burada bir tepe
noktasina ulasmistir. 35 °C’den sonra ise biyosensOr yaniti gittikce diigmiistiir.
Paukner ve arkadaslarimin Dactylium dendroides’den izole ettikleri GaOX igin
buldugu optimum sicaklik 35 °C’dir. 30 °C’de ’de 24 saat stabil olan enzimin
aktivitesi 40 °C’de 11,2 dakikada yarilanirken 60 °C’de 2,7 dakikada yarilanmaktadir
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(Paukner et al., 2015). Bu tez calismasinda gelistirilen immobilizasyon yonteminin
GaOX’un optimum sicakhigini biraz diisiirdiigii bulunmustur. immobilize enzimlerin
serbest enzimlerden biraz farkli optimum sicaklik ve pH’a sahip olmasi beklenen bir
durumdur. Enzimin yiiksek sicakliklardaki islem kararliligimin diisilk olmasi
nedeniyle de optimum sicaklik 25 °C olarak belirlenmistir. Boylelikle gelistirilen
biyosensorle oda sicakliklarinda Ol¢iim yapmak miimkiindiir. Bu da biyosensor

kullanimini oldukga pratik hale getirmektedir.

Serbest galaktoz biyosensoriiniin dogrusal tayin araligina iligkin bulgular ile ilgili

tartisma

Bir biyosensoriin bagar1 oOlgiitlerinden en Onemlisi biyosensoriin dogrusal tayin
araliginin hedef matriksteki hedef analitin konsantrasyonunu kapsamasidir. Bu tez
calismasinin amaci galaktozemi tanisi ve tedavisinin izlenmesine yardimci olabilecek
bir biyosensor gelistirmek olduguna gore gelistirilen biyosensoriin plazma/serum
galaktoz seviyesini  Olgebilmesi  Onemlidir.  Gelistirilen serbest galaktoz
biyosensoriiniin dogrusal tayin araligi 0,025-10 mM olarak bulunmustur. Literatiir
verilerine bakildiginda plazma galaktoz seviyeleri yeni doganlarda 0,264 mM alti
normal olarak kabul edilirken 15 gilinden biiyiik bebekler ve yetigkinler igin 0,11
mM’m altt normal olarak kabul edilmektedir (Berry, 2021). Karistirmali yontemde
ornek 10 kat, damlatmali yontemde ise 2 kat seyrelir. Bu durum karigtirmali
yontemde kantitasyon yapilabilmesi i¢in minimum plazma konsantrasyonunun 0,25
mM, damlatmali yontem igin ise 0,05 mM olmasini gerektirir. Bu nedenle saglikli
ornek Ol¢timlerini de igerebilmesi agisindan damlatmali yontemin kullanilmasi daha
dogrudur. Galaktozemi hastalarinin plazma galaktoz seviyeleri ise 0,55 mM’m
tizerinde olmakla birlikte 6 mM seviyelerine kadar cikabilmektedir. Bu agidan
bakildiginda gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin tayin araligi hastalarin

plazma galaktoz seviyelerini kapsarken sagliklilarin da 6nemli kismin1 kapsmaktadir.

Serbest galaktoz biyosensériiniin tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirligine

iliskin bulgular ile ilgili tartisma

Biyoanalitik yontemlerde tekrarlanabilirlik denemeleri yontemin kesinligini
belirlemek i¢in yapilir. EMA’nin biyoanalitik yontem validasyon rehberinde kabul
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edilebilir oran %15’in altidir (European Medicines Agency & Ema, 2012). Bu
calismada gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin hem giin i¢i, hem giinler arasi
tekrarlanabilirligi Tablo 7°de gosterildigi gibi kabul edilir diizeyde, %15’in
altindadir.

Tekrar  {retilebilirlik  biyosensoriin ~ farkli  elektrotlarla  hazirlanip  aymi
konsantrasyonlar i¢in ayni cevabi verebilmesinin bir 6l¢iistidiir. Tekrarlanabilirlik
gibi yontemin kesinligini gosterir. Bu c¢alismada gelistirilen serbest galaktoz
biyosensoriin 6 elektrot icin tekrar tretilebilirligi icin hesaplanan %VK degeri 7,78

olarak bulunmustur. Bu degerde kabul edilebilir limitler icerisindedir.

Serbest galaktoz biyosensoriiniin substrat spesifikligi ve girisim etkisine iliskin

bulgular ile ilgili tartisma

Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin substrat spesifikligi ile ilgili bulgular
Sekil 39 ve 40°da verilmistir. Buna gore biyosensor galaktoz igermeyen sekerlere
yanit vermezken galaktoz igeren laktoz ve galaktoz-1-fosfata, galaktoza verdigi
yanitin %10’u kadar cevap vermistir. Galaktoz oksidazin D-galaktoz, ve indirgeme
uclarinda D-galaktozlu polisakkaritlerin stereospesifik oksidasyonunu katalize eden
oksidorediiktaz sinif bir enzim oldugu diislintildiiginde yapisinda galaktoz igeren

analitlere cevap vermesi normal kabul edilmektedir (Paukner et al., 2015).

Girigim etkisi denemesinde plazmada bulunan ve galaktoz dl¢limiine girisim etkisi
yapabilecek tiirlerin etkisi incelenmistir. Bu calismada PB’nun kullanilma amaci
enzimatik reaksiyon sonucu ag¢iga ¢ikan H202’i daha diisiik potansiyellerde
saptayarak {irik asit, askorbik asit gibi elektroaktif tiirlerin girisim etkisini minimize
etmektir. Nitekim -0,05 V’ta fizyolojik konsantrasyonlardaki iirik asit, kreatin,
kreatinin, glukoz gibi analitlerin girisim etkisi gozlenmezken, askorbik asitin
biyosensor yanitina %10 oraninda girisim yaptig1 saptanmistir. Fakat askorbik asit
stabil olmayan bir molekiildiir ve kolaylikla okside olabildiginden cogunlukla
plazmadaki seviyesi ¢ok daha diisiiktiir. Zaten mevcut glukometrelerde askorbik asit

varligi 6l¢timii etkileyebilse de bu ihmal edilebilir diizeydedir.
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Serbest galaktoz biyosensériiniin érnek uygulamast ve geri eldesine iliskin

bulgular ile ilgili tartisma

Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin dogru olgiim yapip yapmadiginin test
edilmesi amaciyla saglikli kontrollerden elde edilen plazma havuzuna 3 seviye igin
standart katma yapilmis ve % geri eldesi hesaplanarak biyosensoriin dogru dlgiim
yapip yapmadigi test edilmistir. Biyoanalitik yontem rehberleri geri elde igin bir
kabul kriteri belirtmemislerdir. Fakat Ol¢limiin tekrarlanabilir olmasi (%VK’sinin
%15’in altinda olmas1) ve % geri eldenin %100’ e yakin olmasi istenir. Bu Kriterler
cergevesinde Tablo 11°e bakildiginda her ii¢ seviye i¢in % geri elde % 90’1n iizerinde
% VK ise %5 ve altindadir. Bu anlamda gelistirilen serbest galaktoz biyosensorii

biyoanalitik yontem validasyon kriterlerini karsilamaktadir.

Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin pratik kullaniminin test edilmesi ve
baska bir yontemle karsilastirilmasar icin 11 (10 yapay +1 gergek) hasta 10 saglikli
diizeyi galaktoz igeren plazmalarda serbest galaktoz diizeylerine bakilmis ve sonuglar
Sekil 42 ve Sekil 43’de gosterilmistir. Sekil 42 6lglime iliskin damlatma yontemiyle
elde edilmis amperometrik cevaplar1 Sekil 43 ise bu sonuglarla birlikte kolorimetrik
sonuglar1 da igeren korelasyon grafigini gostermektedir. Sekil 42 incelendiginde
hasta ve sagliklilarin plazmalarindaki galaktoza yoOnelik biyosensor cevaplarinin
belirgin sekilde farkli oldugu goriilecektir (p<0,0001). Elde edilen bu sonug
gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin hasta ve sagliklilart kolaylikla ayirt

edebildigini géstermektedir.

Serbest galaktoz biyosensoriiniin depo kararlihigina iligkin bulgular ile ilgili

tartisma

Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin depo kararliligi biri +4 °C digeri oda
sicaklig1 olmak tizere iki sicaklikta denenmistir. Sekil 44°te yer alan sonuglara gore
biyosensor ilk 6 haftanin sonunda bile %93 oraninda aktivitesini korurken bu siire
oda sicakliginda 2 haftadir. Elde edilen sonuglar immobilizasyon yonteminin enzim
icin korunakli bir yapt olusturdugunu ve biyosensoriin Omriinii uzattigini

gostermektedir.
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Alkalen fosfatazin optimizasyonuna iliskin bulgular ile ilgili tartisma

Total galaktoz biyosensoriiniin serbest galaktoz biyosensoriinden farki yiizeye
ekstradan immobilize edilen ALP’dir. Dolayisiyla total galaktoz biyosensorii yani
Gal-1-P’1 6l¢ecek bu biyosensorde en oOnemli optimizasyon ALP miktarinin
optimizasyonudur. Degisen miktarlarda ALP igeren biyosensorler karsilastirilmis ve
sonuglar Tablo 11 ve Sekil 49°de verilmistir. ALP miktarinin 5 mg/mL olarak
kullanildig1 biyosensorde en hassas cevaplar elde edilirken sonrasinda ise difiizyon
bariyeri etkisinden dolay1 biyosensor cevabi diismiistiir. Biyosensor ylizeyinde
kullanilan ALP sigir bagirsak mukozasindan elde edilen ve aktivitesi 10 U/mg olan
bir enzimdir. Dolayisiyla elektrot ylizeyindeki ALP yaklagik 1 U’tir. GaOX ise
yaklasik 0,3 U’ti. ALP’in aktivitesinin yiiksek olmasi biyosensor cevabinin hizli
olmasimi da saglar. Ciinkii biyosensoriin cevap verebilmesi i¢in dnce Gal-1-P’in
hidroliz olarak serbest galaktoza doniismesi gerekir. ALP da bunu yaptigindan

aktivitesinin GaOX’dan yiiksek olmasi biyosensor hizini arttirmistir.

Total galaktoz biyosensoriiniin pH ve sicaklik optimizasyonuna iliskin bulgular ile

ilgili tartisma

Serbest galaktoz biyosensoriinde biyoaktif komponent tekti ve o da galaktoz
oksidazdi. Fakat total galaktoz biyosensoriinde yiizeye bir de ALP ilave edildi. Bu
nedenle total galaktoz biyosensoriiniin optimum pH ve sicakligr her iki enzimin
birarada calisabilecegi optimum kosullar olacaktir. Total galaktoz biyosensoriiniin
optimum pH’imna iliskin grafik Sekil 50°de optimum sicakligina iliskin grafik ise
Sekil 51°de verilmistir. Elde edilen bulgular pH 7’den 8’¢ ¢iktiginda, total galaktoz
biyosensonsoriiniin biyosensor cevabinin, arttigini sonrasinda ise kademeli olarak
distiigiini gostermektedir. Alkalen fosfatazin en kararli oldugu pH araligi 7,5-9,5
arast olup optimum pH’t 8-10 arasindadir. Optimum pH substrata, iyonik
konsantrasyona immobilizasyona gore degisebilmektedir (Hoylaerts et al., 1997,
Millan, 2006b; Phosphatase, Alkaline Main = 2,000DEA Units/Mg Protein 9001-78-
9, n.d.). Alkalen fosfatazin maksimum aktivite gosterebilmesi igin ¢aligma tamponun
1-5 mM MgCl: icermesi gerekmektedir. Bu nedenle total galaktoz biyosensoriiniin

calisma tamponuna (ki bu da Tris-HCI’dir) 1 mM MgCl; ilave edilmistir. Bu
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caligmada gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin optimum pH’min 8 olarak
bulunmast literatiirle uyumludur ve immobilizasyon yonteminin ¢aligmada kullanilan

enzimlerin optimum pH’larin1 degistirmedigi tespit edilmistir.

Literatiir verilerinde ALP’1n optimum sicakligi ile ilgili direk bir bilgi olmamakla
birlikte bu ALP’1n aktivitesinin substrata, immobilizasyon yontemine ve ortama gore
degismesinden kaynaklanmaktadir. Yapmis oldugumuz optimum sicaklik
denemesinde total galaktoz biyosensoriiniin aktivitesinin 15 °C *den 30 °C ’ye kadar
arttigin1  sonrasinda ise diistiiglinli gostermektedir. Dolayisiyla bu c¢alismada
gelistirilen total galaktoz biyosensorii i¢in optimum ¢alisma sicakligi 30 °C olarak

secilmistir.
Total galaktoz biyosensoriiniin dogrusal tayin aralig ile ilgili tartisma

Bu tez caligmasinda gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin dogrusal tayin araligi
0,1-10 mM arasi olarak bulunmustur. Total galaktoz biyosensoriiniin hedef matriksi
eritrosit hemolizati hedef analiti de Gal-1-P’dir. Klasik galaktozemide eritrosit Gal-
1-P seviyeleri genellikle 0,385 mM’in istiinde olmakla birlikte 5 mM seviyelerine
kadar cikabilmektedir (Berry, 2021). Sagliklilar i¢in ise bu deger 0,0385 mM’in
altindadir. Damlatmali yontemle Orneklerin 2 kat seyreldigi diisiiniiliirse
biyosensoriin dlgebilecegi minimum Gal-1-P konsantrasyonu 0,2 mM olmalidir.
Hastalarin  eritrosit Gal-1-P  seviyelerinin 0,385 mM‘mn dstiinde oldugu
diigiintildiigiinde gelistirilen biyosensor klasik galaktozemili hastalarin eritrosit Gal-
1-P seviyelerini takip etmeye uygundur. Ancak sagliklilarin Gal-1-P seviyelerini

Olemek i¢in uygun degildir.

Total galaktoz biyosensoriiniin tekrarlanabilirligi ve tekrar iiretilebilirligi ile ilgili

tartisma

Biyoanalitik yontemlerde tekrarlanabilirlik denemeleri yontemin kesinligini
belirlemek i¢in yapilir. EMA’nin biyoanalitik yontem validasyon rehberinde kabul
edilebilir oran %15’in altidir (European Medicines Agency & Ema, 2012). Bu

caligmada gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin hem giin i¢i hem giinler arasi
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tekrarlanabilirlik Tablo 12°de gosterildigi tizere %15’in altinda, kabul edilir

diizeydedir.

Bu calismada gelistirilen total galaktoz biyosensoriinde 6 elektrotun tekrar
tiretilebilirligi i¢in hesaplanan % VK degeri 8,75 olarak bulunmustur. Bu deger de
kabul edilebilir limitlerdir.

Total galaktoz biyosensoriiniin substrat spesifikligi ile ilgili tartisma

Gelistirilen total galaktoz biyosensoriinde serbest galaktoz biyosensoriinden farkl
olarak denenen analitler eritrosit GALT enzim aktivite tayininde ortama eklenen ya
da ortamda bulunan analitlerdir. Bunlar UDP-glukoz, UDP-galaktoz, glukoz-6-
fosfat’tir. Substrat spesifikligi ile ilgili sonuglar Sekil 58 ve 59°da verilmistir. Elde
edilen bulgulara gore total galaktoz biyosensorii yalnizca galaktoz iceren analitlere
cevap vermistir. Galaktoza verilen cevap %100 olarak kabul edilirse, Gal-1-P’a
verilen cevap bunun %30’u kadardir. GaOX aslinda tek basina da Gal-1-P’a cevap
verse de bu cevap %10 seviyesindedir. Dolayisiyla ALP kullanilmasi biyosensoriin

Gal-1-P igin cevabini yaklagik 3 kat arttirmigtir.

Total Galaktoz biyosensoriiniin érnek uygulamast ve geri eldesine iligkin bulgular

ile ilgili tartisma

Gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin Tablo 14’te gosterilen % geri elde
degerleri serbest galaktoz biyosensoriinde oldugu gibi %100’e yakindir ve

tekrarlanabilirdir.

Gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin hasta ve saglikli diizeylerini igerecek
sekilde hazirlanan hemolizatlardaki Gal-1-P’a iliskin amperometrik cevaplar Sekil
60’da, buradan hesaplanan Gal-1-P degerleri ise Tablo 15’de verilmistir. Sekil 60
incelendiginde goriilecektir ki saglikli seviyeleri i¢in elde edilen amperometrik
cevaplar baseline ile {ist liste ¢akigmistir ve bu anlamda kantitasyon limitlerinin
altinda kalmaktadir. Hasta seviyeleri igin elde edilen amperometrik cevaplar ise

sagliklilardan istatiksel olarak anlamli derecede farklidir.
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Total galaktoz biyosensoriiniin depo kararliligina iliskin bulgular ile ilgili tartisma

Gelistirilen total galaktoz biyosensoriiniin depo kararliligr biri +4 °C digeri oda
sicakligl olmak tizere iki sicaklikta denenmistir. Sekil 61°da yer alan sonuglara gore
biyosensor ilk 5 haftanin sonunda bile %90 oraninda aktivitesini korurken %50
aktivitesini 12 haftada kaybetmektedir. Oda sicakliginda ise biyosensor 2 haftanin
sonunda %85 aktivite gosterirken 7 hafta sonunda aktivitesi %50’nin altina
diismektedir. Elde edilen sonuglar serbest galaktoz biyosensoriinde oldugu gibi
immobilizasyon yoOnteminin enzim i¢in korunakli bir yap1 olusturdugunu ve

biyosensoriin Omriinii uzattigini gostermektedir.
Literatiirdeki galaktoz biyosensorleri ile karsilastiriima

Galaktozun kantitatif tayini klinik kimya, gida ve fermantasyon endiistrisi i¢in biiyiik
onem tasir. Galaktoz tayininde 2 analitik yaklasim vardir. Bunlardan birincisi gaz
veya likit kromatografi temelli yontemler, ikincisi ise enzim temelli
spektrofotometrik, polarimetrik ve florometrik yontemlerdir. Bu yontemler genellikle
zaman alici, pahali ekipman ve uzman personel gerektiren yontemlerdir.
Biyosensorlerin kullanildig: elektrokimyasal yontemler ise galaktoz analizi i¢in ucuz,
pahali ekipman ve Ornek hazirlama asamasi gerektirmeyen, duyarli ve spesifik

yontemlerdir.
Galaktoz Oksidaz Temelli Biyosensorler

Galaktoz oksidaz (GaOx), aktif merkezinde ikisi tirozine, ikisi histidine biri ¢6ziicii
molekiilii olan suya kovalent bagl bir bakir igerir (Tkac et al., 2002). GaOx, D-
galaktoz, dihidroksiaseton (DHA) gibi bir dizi birincil alkol substratinin D-
izomerlerinin ve indirgeme uglarinda D-galaktozlu polisakkaritlerin stereospesifik
oksidasyonunu katalize eder (Baron et al., 1994). Biyokomponent olarak enzimlerin
kullanildig1 biyosensorler secicilikleri ile 6n plana ¢ikarlar. Bu amagla galaktoz
biyosensorlerinin ¢ogunda GaOx enzimi kullamilmistir (Kanyong et al., 2017).
GaOx’un katalizledigi reaksiyon esitlik 1’de gosterilmistir (Kanyong et al., 2017).

(Esitlik 1.)

alfa- D- Galaktoz + O, — alfa- D- galaktohekzodialdoz + H»>O>
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Reaksiyon firiinii olan H20> elektroaktif bir tirdiir. Elektrokimyasal GaOx
biyosensorlerinin ¢ogu agiga c¢ikan H202’in indirgenmesini veya ylikseltgenmesini
baz alir. H2O> ‘in yiikseltgenme ve indirgenme tepkimeleri sirasiyla esitlik 2 ve 3° te

verilmistir (Kanyong et al., 2017).
Esitlik 2 ve 3

H202 — O2 + 2H" + 2e™ (2)

H20; + 26 + 2H* — 2H,0 (3)

H20:> “in ylikseltgenme potansiyelinin yliksek olmasi biyosensori iirik asit, askorbik
asit gibi elektroaktif bilesiklerin girisimine maruz birakir. Bu nedenle oksidaz temelli
biyosensorlerde H202‘1 diisiik potansiyellerde tayin etmeye olanak taniyarak girisim
etkisini aza indiren redoks mediyatorleri ve katalaz, peroksidaz gibi enzimler siklikla
kullanilirlar (Arya et al., 2008; Bongiovanni et al.,, 2001; Evik et al., 2010;
Mulchandani, 1998; F. Ricci & Palleschi, 2005a).

Biyolojik sivilarda kantitatif galaktoz tayini i¢in ilk elektrokimyasal yontem 1977
yilinda Taylor ve meslektaslar tarafindan rapor edilmistir (Taylor et al., 1977).
GaOx'u glutaraldehitle (Glu) ¢apraz baglayan Taylor ve arkadaslart hizli, hassas ve
dogru galaktoz olglimii yapabilen bir mikro-metot gelistirmistir. GaOX-Glu karigimi
daha sonra bir polikarbonat membran (PC) iizerine dokiilmiis ve kurumaya
birakilmigtir. Model 23A glikoz analizoriine entegre edilen bu elektrotla hem
plazmada ham de tam kanda galaktoz analizi yapilmistir. Yontem 28 mM’a kadar
galaktozu tespit edebilirken ¢alismada bir tayin limiti belirtilmemistir. Girisim etkisi
denemesinde taranan 39 fizyolojik bilesikten yalnizca gliseronun girisim etkisi

saptanmuistir.

Manowitz ve arkadaslar1 interferans etkisini azaltmak i¢in kompozit polimer tabanl
bir galaktoz biyosensorii gelistirmislerdir (Manowitz et al., 1995). Gelistirilen
biyosensor akis enjeksiyon analizi (FIA) sistemiyle kombine edilmistir. Plazmada
galaktoz tayini yapabilen bu biyosensoriin elektrot modifikasyonu ve enzim
immobilizasyonu ise soOyledir; iizeri platin kaplanmis karbon elektrodu 1,3-

diaminobenzen/rezorsinol ~monomerlerinin  oldugu  ¢ozeltiye daldirilir ve
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elektropolimerizasyon yontemiyle polimerizasyon gercgeklestirilir. Ardindan elektrot
tizerine %1,25’lik glutaraldehit damlatilir ve sonrasinda da tizerine GaOX igeren
enzim ¢ozeltisinden damlatilir ve elektrot kurumaya birakilir. Bu islem bir katman
daha olusturmak iizere tekrarlanir. Manowitz ve arkadaslarinin gelistirdigi bu
biyosensor askorbik asit, iirik asit ve parasetamolden gelen girisim etkisini
engellemistir. Gelistirilen biyosensoriin  dogrusalligt 6 mM’a kadar oldugu
bulunurken, tayin limiti 50 uM olarak bulunmustur. Oda kosullarinda 30 giin

boyunca stabil oldugu saptanmaistir.

Dalkiran ve arkadaslarinin gelistirdigi ve ¢ok duvarli karbon nanotiip ve grafenin
iletken Ozelligine dayanan biyosensorle girisim etkisi dnemli derecede azalmistir
(Dalkiran et al., 2016). Cok duvarli karbon nanotiip ve grafenin ayr1 ayr1 denendigi
iki tip biyosensor gelistirmislerdir. Elektrotlar C03Os nanopartikiil ve kitosan ile
modifiye edilmis ve birinin modifikasyonunda grafen digerinde ise c¢ok duvarl
karbon nanotiip ayrica kullanilmistir. Her iki tip elektrotta da GaOx elektrot ylizeyine
glutaraldehitle immobilize edilmistir. Cok duvarli karbon nanotiip ile hazirlanan
elektrotlarin grafenle hazirlananlara gore 1,6 kat daha duyarli oldugu bulunmustur.

S6z konusu biyosensor ile serumda galaktoz tayini de yapilmigtir.

Jia ve arkadaglar1 ince tabaka teknolojisini kullanarak Pt disk elektrodun calisma
elektrodu olarak kullanildig1 bir mikrogip sensor dizayn etmislerdir (Jia et al., 2003).
Oncelikle Pt disk elektrot yiizeyini ince bir film tabaka olacak sekilde nafyon ile
kaplamislardir. Sonrasinda ise GaOx’u ilave etmislerdir. Nafyonun kullanilmasi
askorbik asit, {irik asit gibi negatif yiiklii girisimciler bagta olmak iizere diger endojen
bilesiklerin girisimini de engellemistir. Gelistirilen biyosensoriin cevap zamani 40
saniyenin altindadir ve dogrusal tayin araligt da 0,1-8,0 mM arasindadir.
Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda biyosensoriin % varyasyon katsayisi %1,7 gibi ¢ok
kiiciik bir degerdir. Bu da biyosensoriin ne kadar kesin sonucglar verdigini
gostermektedir. Gelistirilen bu biyosensorle serumda galaktoz geri elde deneyi
yapilmis ve %97-105 arasinda bulunmustur. Bu da gelistirilen biyosensorle rutin

analizde galaktoz tayini yapilabilecegini gostermektedir.
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Kanyong ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda yeni dogan serumunda saptamak iizere tek
kullanimlik bir amperometrik galaktoz biyosensorii gelistirmislerdir (Kanyong et al.,
2013). Screen-printed elektrotlarin (SPE) kullanildig1 bu ¢alismada 6ncelikle elektrot
ylizeyi bir redoks mediyatorii olan kobalt fitalocyaninle (Co-Pc) modifiye edilmis
sonrasinda tiizeri seliiloz asetat (CA) ile kaplanmistir. GaOx CA iizerine fiziksel
adsorpsiyon yoluyla immobilize edilmistir. Yontemin prensibi galaktozun GaOx ile
oksitlenmesi sonrasi agiga ¢ikan ve kiiciik bir molekiil olan H202’in CA
mambranindan gecip Co-Pc ile etkilesime girip ylikseltgenmesi prensibine
dayanmaktadir. Bu biyosensoriin avantaji CA’nin  kiigiik porlarmin  biiytlik
molekiillerin gecisine izin vermeyerek yaratacaklari girisim etkisini en aza
indirmesidir. Ancak askorbik asit, tirik asit ve diger elektroaktif kiiciik molekiiller
CA’y1 gegebilir. Kanyong ve arkadaslar1 buradan gelecek girisim etkisini sifirlamak
icin GaOx ile yaklasik ayni molekiil agirligina sahip sigir albiiminin (BSA)
kullanildigr bir kor elektrot daha yapmiglardir. GaOx ile alinan cevaptan kor
elektrodun verdigi cevap cikarilarak galaktoz tayini yiliksek dogrulukla yapilmistir.

Yo6ntemin tayin aralig 0,1-25,0 mM aras1 iken % geri eldesi ise %99 dur.

Bir bagka galaktoz biyosensorii Senel ve arkadaglari tarafindan elektrot yilizeyine bir
film seklinde kaplanan poliglisidil metakrilat-ko-vinil ferrosenin amino gruplarina
GaOx’un kovalent baglanmasi yoluyla olusturulmustur (Evik et al., 2010). Ayn
zamanda bir mediyator olan vinil ferrosenin kullanilmasi H20:‘in diisiik
potansiyellerde oOl¢iilmesine olanak tanimistir. Gelistirilen biyosensoriin dogrusal
tayin aralig1 2,0-20,0 mM arasi, tayin limiti 0,1 mM ve cevap zamani ise 5 saniye
olarak bulunmustur. Yine ayni grubun galaktoz i¢in gelistirdigi bir bagka
biyosensérde immobilizasyon elektrot yilizeyine kaplanan poliglisidilpirol-ko-pirol
vasitasiyla gerceklestirilmis fakat herhangi bir mediyator kullanilmamigtir (Senel et
al., 2011). Ol¢iim GaOx galaktoz etkilesimi sonucu agiga ¢ikan H2O7’in direk 0,7
V’ta amperometrik olarak oOlciilmesi ile gergeklestirilmistir. Biyosensoriin cevap

zamani 5 saniyeden az tayin aralig ise 2,0-16,0 mM arasindadir.

Lee ve arkadaslar1 galaktoz tayinin duyarliligini arttirmak i¢in galaktoz oksidazi
iletken bir polimer olan 3,4-etilendioksitiofen (EDOT) ile mikrotiibiillerin elektrot

yluzeyinde elektropolimerize olmasiyla elde edilen film iizerine kovalent
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baglamiglardir. Film enzim i¢in genis bir ylizey alan1 yaratmistir. Biyosensoriin tayin
araligi 0,1-1,0 mM arasi, tayin limiti 10.0 uM, cevap siiresi 30-40 saniye ve
duyarlihig1 ise 6,37 pA.mM'.cm~2 olarak bulunmustur (Lee et al., 2011).

Galaktoz tayinine yonelik gelistirilen biyosensorlerin biiyiik ¢ogunlugunda enzim
olarak GaOx kullanilmakla beraber literatiirde nadir de olsa galaktoz dehidrogenaz
temelli galaktoz biyosensorleri de mevcuttur. Bunlardan biri de Maestre ve
arkadaslarinin  gelistirdikleri galaktoz dehidrogenaz (GADH) temelli galaktoz
biyosensoriidiir (Maestre et al., 2005). GADH NADP*/NADPH bagimli ve yalnizca
galaktozu degil ay1 zamanda diger sekerleri de katalizleyebilen bir enzimdir. Bu
calismada grafit tozu, osphendion (Os) (bir redoks mediyatorii), NADP*, GADH ve
parafin yagi karistirilarak teflon tiipiin i¢ine doldurulmus ve bdylelikle karbon pasta
elektrot olusturulmustur. Biyosensoriin tayin araligi 1,0-3,0 mM gibi dar bir araliga
sahipken tayin limiti ise 0,2 mM’dir. Calisma ospendionun redoks mediyatorii olarak
kullanilmasinin bagarilt sonuglar verdigini acgiklamaktadir. Ne var ki gerek enzimin
gerekse kullanilan koenzimlerin pahaliligi galaktoz biyosensorlerinde GADH

kullanimini siirlandirmistir.

Tablo 16’da literatiirde var olan ve serum/plazma/kandaki galaktoz Ol¢limiinii
hedefleyen biyosensorlerin performans ozellikleri yer almaktadir. Buna goére bu
calismada gelistirilen serbest galaktoz biyosensorii ortalama bir tayin araligina, hizl
cevap siiresine ve oldukca iyi bir depo kararliligina sahiptir. Literatiir verilerinde
bildigimiz kadariyla Gal-1-P’e yonelik bir biyosensore rastlanmadigindan total

galaktoz biyosensorii i¢in bir karsilastirma yapilamamastir.
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Tablo 16. Literatiirde var olan galaktoz biyosensérleri ile bu ¢alismanin karsilastirilmasi

Sensor Duyarlilik | Tayin Cevap | Stabilite | Ornek Referans
Dizayni arahgi suresi | (guin)
(mM) (s)
GaOx/CA/Co- | 7,0 0,1-25,0 30 14 Serum (Kanyong
SPCE MA.mM-1, et al.,
cm2 2013)
GalOx/GIu/PC/ | - 0,0-28,0 40 7 Plazma, | (Taylor et
H202 kan al., 1977)
Glu/GalOx/Glu 50 x 1073 | 18 30 Plazma | (Manowitz
/1,3- - 6.0 et al.,
DAB/Res/Pt 1995)
GaOx/Glu/Chit | 49,0 0,1-6,0 42-60 | 30 Serum (Y. Wang
/PB/Pt nA.mM-1 et al.,
2003)
GaOx/Cos04/ | 6,6 9,0 x 1073 | 15 ~30 Serum (Dalkiran
Graphene/GC | yAmM-'. | — 0,6 et al.,
E cm2 2016)
GaOx/Co304/ | 10,4 9,0 x 1073 | 20 ~30 Serum (Dalkiran
MWCNTs/GC MA.mMM-1, | -1,0 et al.,
E cm2 2016)
GaOx/Nafion/ | 100,0 0,25-4,25 | <30 10 Serum (Ji &
Pt nA.mM-" Zhang,
1993)
GaOx/Kollajen | 1,0-3,0 5,0 x 10 | 60 ~300 Serum (Bertrand
/ H202 mA.M-1 -0,6 et al.,
1981)
GaOx/Glu/Chit | 1126,0 upto 1.0 - - Kan (Tkac et
/SWCNT-GCE | nA.Mm™! al., 2007)
GaOx/Polipirol | 3,5-14,7 | 5,0 x 10™ | - 15 Kan (Coche-
/Pt mAM'c | -2.0 Guerente
m™2 et al.,
1995)
GaOx/Polipirol | 937,0 50 x 102 |70 270 Serum (Brahim et
e- HA.M-1 -10,0 al., 2002)
[P(HEMA)]/Pt
Nafyon/PU/Xer | 0,037 0,5-7,0 ~30 - Serum (Labban et
ogel-GaOX/Pt | pA.mM™" al., 2018)
CHIT/GaOX/N | 1,01 0,025-10 20 84 Plazma | Bu
af/PB/SPCE pMA.mM-? calisma
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6. Sonu¢ ve Oneriler

Bu tez c¢aligmasinin amaci serbest ve total galaktoz (galaktoz + galaktoz-1-fosfat)
tayini icin amperometrik biyosensorler gelistirilmesidir.  Serbest galaktoz
biyosensoriiniin hedef matriksi plazma veya serum, total galaktoz biyosensoriiniin

hedef matriksi eritrosit hemolizatidir.

Gelistirilen serbest galaktoz biyosensoriiniin ¢alisma prensibi Galaktoz oksidaz
aktivitesi sonucu aciga ¢ikan ve elektroaktif bir bilesik olan H2O2‘in SPCE {izerine
elektrodepozisyon yontemi ile biriktirilen PB vasitasiyla diisiik potansiyelde
indirgenmesine dayanmaktadir. H2O2‘in diisiik potansiyelde indirgenmesi askorbik
asit, irik asit gibi elektroaktif tiirlerin girisim etkisini azaltmaktadir. Total galaktoz
biyosensoriiniin ¢aligma prensibi ise sdyledir: elektrot yiizeyine immobilize edilen
ALP, Gal-1-P’1 galaktoza hidrolizlerken agiga cikan galaktoz GaOX tarafindan

oksitlenir. Bu tepkimede olusan H20: ise PB tarafindan elektrot yiizeyinde indirgenir.

Her iki biyosensor i¢inde ayni immobilizasyon yontemi uygulanmistir. Bu ¢alismada
uygulanan immobilizasyon yontemi 6zgiindiir. Immobilizasyon yontemi kitosan ile
nafyon katmanlari arasindaki elektrostatik ¢ekim kuvvetleri yoluyla enzim yapisini

elektrot yiizeyine tutundurmaya dayanir.
Yapilan optimizasyon ve karakterizasyon ¢aligmalarinin sonuglari sdyledir:

e Serbest galaktoz biyosensorii i¢in ¢alisma potansiyeli -0,05 V; total galaktoz
biyosensorii i¢in ise -0,1 V olarak bulunmustur.

e QGelistirilen biyosensorlerin immobilizasyon konfigiirasyonlari
SPCE/PB/CHIT/GaOX/NAF/GaOX/CHIT seklinde oldugunda en hassas ve
tekrarlanabilir sonuglar elde edilmistir.

e Immobilizasyon bilesenlerinden kitosanin optimum konsantrasyonu %0,1
olarak bulunurken nafyonun da benzer sekilde %0,1 olarak bulunmustur.

e Immobilizasyon bilesenlerinin elektrot yiizeyine damlatma hacmi igin en iyi
sonuglar 5 pL olarak bulunmustur.

e GNP’nin immobilizasyon bileseni olarak kullanilmasi biyosensor cevabini

yaklasik 1,5 kat arttirmistir.
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Serbest galaktoz biyosensorii i¢in optimum GaOX miktari 10 mg/mL olarak
bulunurken total galaktoz biyosensorii i¢cin optimum ALP miktar1 5 mg/mL
olarak bulunmustur.

Serbest galaktoz biyosensoriiniin optimum pH’I 7,5 (50 mM PBS, 0,1 M KCI
iceren tamponda) olarak bulunurken biyosensoér pH 7,5-8 arasinda stabildir.
Total galaktoz biyosensoriiniin optimum pH’s1 ise 8 (50 mM Tris-HCI, 1 mM
MgCl; ve 0,1 M KCL igeren tamponda) olarak bulunmustur.

Her iki biyosensorle de en yiiksek biyosensor cevaplart 30 °C’de elde
edilirken her iki biyosensor de oda sicakliginda %90’in iizerinde aktivite
gostermistir.

Serbest galaktoz biyosensorii i¢in dogrusal tayin araligi 0,025-10 mM
arasindadir. Bu aralik hem saglkli bireylerin hem de hastalarin
plazmasindaki  galaktoz seviyelerini kapsamaktadir. Total galaktoz
biyosensoriiniin Gal-1-P i¢in dogrusal tayin araligi ise 0,1-10 mM arasinda
bulunmustur. Bu aralik klasik tip galaktozemili hastalarin eritrosit Gal-1-P
diizeylerini kapsarken sagliklilardaki eser miktardaki Gal-1-P diizeylerini
kapsamamaktadir.

Her iki biyosensoriin de giin i¢i ve giinler arasi ii¢ seviye tekrarlanabilirligi
icin hesaplanan %VK degerleri kabul edilebilir limit olan %15’in altindadir.
Serbest galaktoz biyosensdriiniin tekrar iiretilebilirligi i¢cin hesaplanan % VK
%7,78; total galaktoz biyosensorii i¢in hesaplanan % VK degeri ise 8,75’tir.
Gelistirilen serbest galaktoz biyosensorii galaktoz igermeyen glukoz, fruktoz,
mannoz ve sakkaroza cevap vermemistir. Yapisinda galaktoz bulunan bir
disakkarit olan laktoz ve fosfatli bir seker olan galaktoz-1-fosfata ise
galaktoza verilen yanitin %10’u kadar bir yanit vermistir. Total galaktoz
biyosensoriinde galaktoza verilen cevap %100, Gal-1-P’a %31 ve UDP-
Galaktoza ise %3 tiir. Total galaktoz biyosensorii UDP-glukoz ve Glukoz-6-
Fosfata bir yanit vermemistir.

Saglikli ve hasta diizeylerini icerecek sekilde hazirlanan 10 saglikli ve 11
galaktozemili 6rneginin plazmalarinda galaktoz, eritrosit hemolizatinda ise

Gal-1-P tayini yapilmistir. Gelistirilen biyosensorlerin plazma ve hemolizat
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matrikslerinde dogru dl¢iim yaptiklart hem % geri elde deneyleriyle hem de
yontem karsilastirilmasiyla gosterilmistir.
e Son olarak her iki biyosensor de +4 °C’de 12 hafta, oda sicakliginda ise 7

hafta boyunca stabildir.

Bu tez ¢alismasinda gelistirilen biyosensor tek kullanimlik olarak degil tekrar tekrar
kullanilabilir olarak tasarlanmistir. Eger tek kullanimlik olarak tasarlanmak istense
kovalent immobilizasyon teknikleri denenirdi. Bu durumda enzim ile substrat
arasinda bir membran olmayacagindan daha hassas biyosensor cevaplari elde
edilebilirdi. Fakat kovalent immobilizasyon tekniklerinin kullanildigi biyosensorlerin
depo kararliligi ¢ok kisa olmaktadir. Gelistirilen biyosensor hedef matrikslerinde

hedef analitleri 6l¢ebilmistir dolayisiyla bu tez ¢calismasinin ana amacina ulasilmistir.
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Tip Fakilltesi Dekanhi
Tibbi Aragtirmalar Etik Kurulu

Say1 99166796-050.06.04
Konu : 20-7T/36

Dog. Dr. Ebru Sezer
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Daly

Kurulumuza basvurusunu yapuginz "Galaktozemi Tanwi Ve Tedavisinin lzlenmesine
Yionelik "Biyosensor Temelli Yoéntem" ler  Geligtivilmesi"  konulu  aragtirmimiza
iligkin Kurulumuz Onay karan ekte sunulmaktadir,

Bagvuru dosyasinin aragtirmanin yiriitilecegi kuruma iletilerek kurum iznini gosterir
belgenin alinmasindan sonra gahismaya baglanmas: ve siireg iginde bu belgenin (daha dncesinde
sunulmamis ise) Kurulumuza iletilmesi gerekmektedir.

Bagvury dosyas: kapsanunda, aragtuma giderlerinin Bilimsel Aragtirmular  Proje
Koordinatdrligi (BAP)ve TUBITAK tarafindan kargilanaca@in, iligkin sunulmug bulunan belge
dofrultusunda, aragtirmamizin desteklendigine dair belgenin alinmasindan sonrn ¢aligmaya
baglanmas ve siireg winde bu belgenin Kurulumuza iletilmesi gerckmektedir,

Varsa Biyolojik Materyal Transfer Formu'nun imzalar tamamlanarnk  Kuralumuza
iletilmesi gerekmektedir, 10.04.2016 tarih ve 29680 sayili Resmi Gazete'de yayimlanan Tibbi
Laboratuvarlar Ydnetmelifiinde Degigiklik Yapiimasina Dair Yonetmeligin 34. maddesinde
"yurtdigina tetkik amagh numune gonderme yetkisi sadece ruhsath tibbi laboratuvarlarn aittir™
ifadesi yer almakta olup bu madde Klinik Aragtirmalar icin de ylirlirlige girmigtir. GOnderilen
insan kaynakh biyolpjik materyal klinik aragtrma igin gonderilse bile rubsatl bir_tibbi
laboratuvar aracihifi ile http-/numunctransfer.saglik gov.tr adresindeki numune transfer yanzilin
kullanilarak génderilmes: konusuna dikkat edilmelidir,

Bilgilennizi ve geregini rica ederim.

f1gili Etik Kurul Karan ( | Adet ash gibidir dmegi elden ginderilecektir)

Etik Kuruk Onay:
e-imzalichr
Prof. Dr. Aliye MANDIRACIOGLU
Kurul Bagkam
Ege Universcst Rebiiigo Genghk Cad. No. 12 33040 Boesovaizmir gl Tein Moliee CAVUSOOULLANT
Telefon No: 490 (332) 311 21 10 Faks No +90 (232) 319 90 % Urvwn: Messie
[i-Fosta.  Inbemet Adresic www cge ale it Telofon N 0202 100 2124210

Bu balge, 5070 sayil Elakironik Imza Kanununa gbre Guvenil Elekironik lmza lle lmzalanmgtir
Evrak sargulamas) https Jodys ege.adutrlanVision/Vatidate_Doc.aspx ?V=BENFIOZRE adresinden yaplabilf
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BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU (FORM 17)

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Bu calismaya katilmak tzere davet edilmis bulunmaktasiniz.Bu ¢alismada yer almayi
kabul etmeden o6nce c¢alismanin ne amagcla yapilmak istendidini anlamaniz ve

kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zgirce vermeniz gerekmektedir. Size Ozel

ARASTIRMANIN AMACI NEDIR ?

Galaktoz vicudumuz igin gerekli olan basit sekerlerden birisidir. Bu sekerin
metabolizmasinda rol oynayan bazi enzimler vardir. EJer bu enzimlerden biri eksikse
galaktoz vicutta fazlalasmaya ve birikmeye baslar. Bu da gocukluk déneminde siddetli
rahatsizliklara neden olabilir. Klinikte en sik GALT eksikligine bagli ortaya ¢ikar. GALT
enziminin tamamina yakin eksik olmasi (enzim aktivitesi %10’un altinda) klasik galaktozemi

olarak ifade edilir.

Hastalik bulgular dokularda galaktoz-1-fosfat ve galaktitol olarak adlandirilan zarar verici
maddelerin birikmesi ile ortaya ¢ikar. Anne sitl bol miktarda galaktoz igerdigi i¢in bebegdin
anne sutind aldigr andan itibaren bu maddeler birikmeye baglar. Dogumdan sonra bir ka¢
gln igerisinde kusma, sarilik gibi bulgular ortaya ¢ikar. Bazen ise sadece katarakt ile bulgu
verebilir. Hastallk erken dénemde farkedilmezse 6lim dahi gorulebilir.Dolayisiyla hastaligi

erken tanimak hayati 6nem tasir.

Bu projenin amacini da galaktoz tayini icin hizl, spesifik, ucuz elektrokimyasal bir biyosensér

sistemi gelistiriimesi olusturmaktadir.

KATILMA KOSULLARI NELERDIR ?

Bu calismaya hasta grubu olarak dahil edilebilmeniz i¢in 6nceden galaktozemi tanisi almis
olmaniz gerekir. Galaktozemi hastasi degilseniz kontrol grubu olarak da g¢alismaya

katilabilirsiniz.
NASIL BIR UYGULAMA YAPILACAKTIR ?
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Yapilan rutin kontroller sirasinda sizden 2 kiigik tiip kan (2ml EDTA’h ve 4 ml diiz kan tlip()

alinacaktir. Alacagimiz kan 6rnegi icin size sadece bir kez igne ile girisim yapilacaktir. Bu

kan 6rnegi sadece bu arastirma icin kullanilacaktir.

KATILIMCI SAYISI NEDIR ?

Arastirmada yer alacak gondillilerin sayisi 40 (30 saglikh kisi, 10 galaktozemi hastasi
KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR?

Bu arastirmada tek bir kez érnek alinacak olup takip slresi yoktur.

GALISMAYA KATILMA ILE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

Egder galaktozemi hastasiysaniz gelistirilecek olan yeni yontemle kan total galaktoz dlgimi
daha dogru ve hizli bigcimde saglanacaktir. Calismadan g¢ikarilan sonuglar ilerideki
yasantinizda sizin ve baska hastalarin yararina kullanilabilecektir. Yapilan ¢alisma arastirma
amagcli olup, dogrudan yarar gérme ya da tedavinin seyrinin degistiriimesini beklemeniz

dogru olmayacaktir.

GALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI RiSKLER NEDIR?

Calisma herhangi bir ilag kullanimi yada cerrahi islem icermedigi i¢in ilag yan etkisi,
zehirlenme ya da cerrahi bir yan etki riski bulunmamaktadir. Kan alma iglemi ile ilgili riskler
arasinda nadiren de olsa bayilma, agri ve/veya morarma sayilabilir. Ender durumlarda igne
deliginin yerinde infeksiyon ya da klguk bir kan pihtisi olabilir. Rutin kontrolleriniz icin kan

alinmasi sirasinda fazladan 2 tip kan 6rnegi (2ml EDTA’lI ve 4 ml diz kan tipu) alinacagi

icin bu 6rnek alimi sizin i¢in fazladan bir risk olugturmayacaktir. Olasi bir soruna karsi

gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

ARASTIRMA SURECINDE BIRLIKTE KULLANILMASININ SAKINCALI OLDUGU
BILINEN ILAGLAR/BESINLER NELERDIR?

Calisma siresince birlikte kullaniminin sakincali oldugu ilag ya da besin yoktur.
HANGIi KOSULLARDA ARASTIRMA DISI BIRAKILABILIRIM?

Orneklemenin tekrari gerekirse ve siz bunu kabul etmezseniz doktorunuz sizi ¢aligmadan
¢ikarabilir. Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baglidir. Arastirmada yer
almayi reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; reddetme
veya vazgecme durumunda bile sonraki bakiminiz sirecektir.  Arastirmanin sonuglari

bilimsel amagla kullanilacaktir
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ARASTIRMA SURESINCE GIKABILECEK SORUNLAR iGiN KiMi ARAMALIYIM?

Uygulama suresi boyunca, zorunlu olarak arastirma disi ilag almak durumunda kaldiginizda
Sorumlu Arastiriciy1 dnceden bilgilendirmek icin, arastirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya
da galisma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz igin 90
232 3904031 no.lu telefondan veya 0532 4636790 no.lu cep telefonundan Dog¢. Dr. Ebru

Sezer’ e basvurabilirsiniz.

GCALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?

Yapilacak her tir tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflari size veya glivencesi

altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir.

CALISMAYI DESTEKLEYEN KURUM VAR MIDIR ?

Calismanin desteklenmesi amaciyla TUBITAK ve Ege Universitesi BAP’a basvuru

yapilacaktir.

GALISMAYA KATILMAM NEDENIYLE HERHANGI BiR ODEME YAPILACAK MIDIR?

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size higbir 6deme yapilmayacaktir.
ARASTIRMAYA KATILDIGIM GiZLi TUTULACAK M ?

Size ait tim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimlik
bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve
resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde kendinize ait

tibbi bilgilere ulagabilirsiniz.
Calismaya katilma onay!

Yukarida yer alan ve arastirmaya baglanmadan dnce gonulliye verilmesi gereken bilgileri
gOsteren iki sayfalik metni okudum ve soézli olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari
aragtiriciya sordum, yazili ve s6zlu olarak bana yapilan tim acgiklamalari ayrintilariyla
anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmay: isteyip istemedigime karar vermem igin bana
yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden gegcirilmesi, transfer
edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yuritlicusune yetki veriyor ve sb6z konusu
arastirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini higbir zorlama ve baski olmaksizin buyuk bir
gOnalltlik igerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana sagladigi

haklari kaybetmeyecegimi biliyorum.
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Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

GONULLUNUN IMZASI
ADI &

SOYADI

ADRESI

TEL. &

FAKS

TARIH

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin | IMZASI
ADI &

SOYADI

ADRESI

TEL. &

FAKS

TARIH

ARASTIRMA EKIBINDE YER ALAN VE YETKIN BIR
ARASTIRMACININ IMZASI

ADI &
SOYADI
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TARIH

GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK

IMZASI

ADI &
SOYADI

GOREVI

TARIH
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Tesekkiir

Lisansiistii egitimim boyunca maddi manevi her anlamda destegini esirgemeyen, yol
gosteren sorumluluk vererek gelismemi saglayan saygi deger hocam Sayin Dog. Dr.
Ebru SEZER’e, kiymetli goriislerinden faydalandigim Saym Prof. Dr. Eser
YILDIRIM SOZMEN ve Prof. Dr. Erol AKYILMAZ’a, &zellikle Galaktozemili
kontrol 6rneklerin saglanmasinda desteklerini esirgemeyen Dog. Dr. Ebru CANDA,
Prof. Dr. Sema Kalkan UCAR ve Prof. Dr. Mahmut COKER hocama, tez yazimi
konusunda sagladigr motivasyonla itici gli¢ saglayan Prof. Dr. Giilinnaz ERCAN
hocama, Tibbi Biyokimya ve Metabolizma laboratuvarlarinda c¢alisan degerli
arkadasalarima tesekkiirli borg bilirim. Ayrica lisansiistii egitimime baglamamdaki en
biiyiik destegim olan ve bana her zaman inanan AILEME ve manevi destegini higbir
zaman esirgemeyen sevgili esim Zeynep CELIK CANBAY’a ve bana yasama
enerjisi veren canim oglum TOPRAK’a bana verdikleri destekten dolay: tesekkiir

ederim.

Bu calisma Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Koordinatorliigii tarafindan 22101

no’lu proje olarak desteklenmistir.

[zmir, 26.08.2022 Erhan CANBAY
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Lisans, Anadolu Universitesi, Acikdgretim
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Doktora, Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi, Temel
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Bilim Dali,

Yiiksek Lisans, Ege Universitesi, Saglk
Bilimleri Enstitiisi, Tibbi Biyokimya (YI)
(Tezli)

Doktora, Ege Universitesi, Fen Bilimleri

Enstitiisii, Biyokimya (Dr)

Yiiksek Lisans, Ege Universitesi, Fen Bilimleri

Enstitiisii, Biyokimya (Y1) (Tezli)

Lisans, Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi,

Biyokimya Béliimii,

2022 — devam ediyor

2018 — devam ediyor

2015 - 2017
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2011 - 2013

2005 - 2010
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Yabanci dil bilgileri
1. Ingilizce, B2 Orta Ustii
Sertifika, kurs ve egitimler

1. Saglhik Ve Tip, Uygulamali LC MS MS egitimi, SELCUKSEM/Konya Selguk
Universitesi Siirekli Egitim Merkezi, 2015

Tezler

1. Doktora, Organik Cézgene Dayanikli Bakteri Temelli Mikrobiyal Biyosensér Ve
Molekiiler Damgalanmis Polimer Tabanli Biyosensor Sistemleri Gelistirilmesi,
Karakterizasyonu Ve Bazi Steroidlerin Tayininde Kullanilmasi, Ege Universitesi,

Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Anabilim Dali, Tiirkiye, 2018

2. Yiiksek Lisans, Lokosit Sistin Diizeyinin Belirlenmesi I¢in Bir Lc Ms/ms Metodu
Gelistirilmesi, Ege Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyokimya
Anabilim Dal1, Tiirkiye, 2017

3. Yiiksek Lisans, Cok duvarli karbon nanotiip-nafyon-sisteamin modifiye tirozinaz
biyosensorii tasarrmi ve dopamin tayinine adaptasyonu, Ege Universitesi, Fen

Bilimleri Enstitiisti, Biyokimya (Y1) (Tezli), Tiirkiye, 2013
Projeler

1- Hiperlipidemisi Olan Cocuklarda Oksisterol Diizeyleri, Oksidan Stres ve Makrofaj
Aktivasyon Gostergelerinin Belirlenmesi, 2021 - 2022, TUBITAK Projesi, Ar-ge

Projesi, Devam Ediyor, Yiriitiicti

2- Farkli Biyoteknolojik Stratejileri ile Fonksiyonel Ar1 Poleni Temelli Fermente
Uriin Uretimi 2021 -, Yiiksekogretim Kurumlari Destekli Proje, Ar-ge Projesi,

Devam Ediyor, Arastirmaci

3- Mezensimal kok hiicrelerin over kanseri hiicre hattina etkisi ve senesence
belirtegleri ile iligkisi 2020 - , Yiksekogretim Kurumlari Destekli Proje, Ar-ge

Projesi, Devam Ediyor, Arastirmaci
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4-Galaktozemi Tanisi Ve Tedavisinin Izlenmesine Yonelik Biyosensér Temelli
Yontemler Gelistirilmesi 2020 - , Yiiksekogretim Kurumlart Destekli Proje, Ar-ge

Projesi, Devam Ediyor, Arastirmaci

5-Flavonoidlerden Zengin Baz1 Dogal Bitkilerin SARSCoV?2 Viriis Replikasyonunda
Gorevli 3Kimotripsin Benzeri Proteaz 3Clpro Enzimi Uzerine Inhibitor Etkisinin
Aragtirilmast 2020 - , Yiksekogretim Kurumlari Destekli Proje, Ar-ge Projesi,

Devam Ediyor, Arastirmaci

6-Saglikli anneden CS ile dogan term ve preterm bebeklerde anne ve bebeklerde
kanda pcresol ve indoxyl siilfat ve diskida Bifidobacterium miktarinin
karsilagtiritlmast ve mikrobiyotanin degerlendirilmesi 2020 - , Yiiksekogretim

Kurumlar1 Destekli Proje, Ar-ge Projesi, Devam Ediyor, Arastirmaci

7-Insiilin kullanan diyabetik ve gestasyonel diyabetli annelerden CS ile dogan term
bebeklerin ve annelerinin kanlarinda pcresol ve indoxyl siilfat ve diskida
Bifidobacterium miktarinin karsilagtirilmasit ve mikrobiyotanin degerlendirilmesi
2020 - , Yiksekogretim Kurumlar1 Destekli Proje, Ar-ge Projesi, Devam Ediyor,

Arastirmaci

8-Diyabetik ayak izleminde biyobelirteg olarak p-Kresol Siilfat, Indoksil Siilfatin ve
fenil pirtivik asitin tayini 2020 - , Yiksekogretim Kurumlar1 Destekli Proje, Ar-ge

Projesi, Beklemede, Aastirmaci

9-Propolisin kolon kanseri hiicrelerinde Voltaj kapili sodyum kanallari lizerine etkisi
2019 - 2022, Yiiksekogretim Kurumlar1 Destekli Proje, Ar-ge Projesi, Tamamlandi,

Aragtirmaci

10-Eritrosit GALT enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢cin LC MS/MS metodu
gelistirilmesi optimizasyonu ve validasyonu 2019 - 2020, Yiiksekogretim Kurumlari

Destekli Proje, Ar-ge Projesi, Tamamlandi, Arastirmaci

11-Tiikiiriikte Kortizol Tayini I¢in Elektrokimyasal Sensor Sistemi Gelistirilmesi
2019 - 2019, Yiiksekogretim Kurumlar1 Destekli Proje, Ar-ge Projesi, Tamamlandi,

Arastirmaci
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12-LOKOSIT SISTIN DUZEYININ BELIRLENMESI ICIN BIR LC MS/MS
METODU GELISTIRILMESI ,2016 - 2017, Yiiksekdgretim Kurumlar1 Destekli

Proje, Ar-ge Projesi, Tamamlandi, Arastirmaci

13-Organik Cozgene Dayaniklt Bakteri Temelli Mikrobiyal Biyosensor Ve
Molekiiler Damgalanmig Polimer Tabanli Biyosensor Sistemleri Gelistirilmesi
Karakterizasyonu Ve Bazi Steroidlerin Tayininde Kullanilmasi, 2015 - 2018,

Yiiksekogretim Kurumlar1 Destekli Proje, Ar-ge Projesi, Tamamlandi, Arastirmaci

14-Nanoteknolojik Immobilizasyon Yontemlerine Dayali Yeni Mikrobiyal
Biyosensor  Sistemleri  Gelistirilmesi Ve  Katekolaminlerin ~ Tayinine

Adaptasyonu,2013 - 2015, TUBITAK Projesi, Diger, Tamamlandi, Bursiyer

15-Piriivik  Asit —Laktik Asit Tayinine Yonelik Prokaryotik Hiicre Temelli
Mikrobiyal Biyosensér Tasarimi, 2009 - 2010, TUBITAK Projesi, Ar-ge Projesi,

Tamamlandi, Yiratiicii
Makaleler

1. Development An Amperometric Microbial-Enzyme Hybrid Cholesterol Biosensor
Based On lonic Liquid MWCNT Carbon Paste Electrode, SCI indekslerine Giren
Dergi, ELECTROANALYSIS, 33, 2381 - 2391, 2021

2. LC-MS/MS measurement of leukocyte cystine; effect of preanalytic factors., SCI
Expanded Indekslerine Giren Dergi, Talanta, 209, 120558 - 120558,2020

3. Non-invasive cortisol detection in saliva by using molecularly cortisol imprinted
fullerene-acrylamide modified screen printed electrodes, SCI Indekslerine Giren
Dergi, Talanta, 206, 120225 - 120225, 2020

4. The decision-making levels of urine tetrasaccharide for the diagnosis of Pompe
disease in the Turkish population., SCI Expanded indekslerine Giren Dergi, Journal
of pediatric endocrinology & metabolism : JPEM, 33, 391 - 395, 2020
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5. Biotransformation of Propolis Phenols by L.plantarum as a Strategy for Reduction
of Allergens, SCI Expanded Indekslerine Giren Dergi, Food Science And
Biotechnology, 27, 1727 - 1733, 2018

6. The effect of temperature and light intensity during cultivation of Chlorella
miniata on antioxidant, anti-inflammatory potentials and phenolic compound
accumulation, ESCI Indekslerine Giren Dergi, BIOCATALYSIS AND
AGRICULTURAL BIOTECHNOLOGY, 14, 366 - 374, 2018

7. Evaluation of the first Turkish in vitro diagnostic symposium, SCI Indekslerine
Giren Dergi, TURKISH JOURNAL OF BIOCHEMISTRY-TURK BIYOKIMYA
DERGISI, 42, 93 - 96, 2017

8. Simultaneous Determination of Epinephrine and Dopamine by Using Candida
tropicalis Yeast Cells Immobilized in a Carbon Paste Electrode Modified with Single
Wall Carbon Nanotube, SCI Indekslerine Giren Dergi, ELECTROANALYSIS, 29,
1976 - 1984, 2017

9. 1. Tiirkiye in vitro diagnostik sempozyumunun degerlendirilmesi, SCI Expanded
Indekslerine Giren Dergi, Turkish Journal Of Biochemistry-Tiirk Biyokimya Dergisi,
42,93 - 96, 2016

10. A microbial biosensor based on Lactobacillus delbruecki sp bacterial cells for
simultaneous determination of lactic and pyruvic acid, SCI indekslerine Giren Dergi,
FOOD CHEMISTRY, 169, 197 - 202, 2015

11. MWCNT-cysteamine-Nafion modified gold electrode based on myoglobin for
determination of hydrogen peroxide and nitrite, SCI Indekslerine Giren Dergi,

BIOELECTROCHEMISTRY, 101, 126 - 131, 2015

12. Design of a multiwalled carbon nanotube-Nafion-cysteamine modified tyrosinase
biosensor and its adaptation of dopamine determination, SCI Indekslerine Giren
Dergi, ANALYTICAL BIOCHEMISTRY, 444, 8 - 15, 2014
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13. lonic liquid modified carbon paste electrode and investigation of its
electrocatalytic activity to hydrogen peroxide, SCI indekslerine Giren Dergi,

BULLETIN OF MATERIALS SCIENCE, 37, 617 - 622, 2014
Bildiriler

1. A fast and convenient UPLC - MSMS method for routine analysis of GALT
activity from dried blood spot., BCLF, Emerging Sources Citation Index (ESCI), 44,
67 - 67,27.10.2019 - 31.10.2019

2. A specific, sensitive, simplified and fast LC— MS/MS method for plasma Lyso-
GB3 levels, 44th FEBS Congress, Scopus, 9, 65 - 431, 06.07.2019 -11.07.2019

3. The decision making levels of urine tetrasaccharide for diagnosisof Pompe
disease, EUROMEDLAB2019, Pubmed, 0 - 0, 23.05.2019 - 25.05.2019

4. Validation of a new LC-MS/MS method for serum/saliva cortisol measurement
and comparison with commercial ELISA/CLIA methods, 23rd IFCCEFLM European
Congress of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (EuroMedLab), WoS, 493,
0-0,19.05.2019 - 23.05.2019

5. DEVELOPMENT OF MOLECULARLY IMPRINTED POLYMER BASED
BIOENSOR SYSTEM FOR DETERMINATION OF PREDNISOLON, TBD
Uluslararas1 Biyokimya Kongresi/TBS International Biochemistry Congress, 0 - 0,
26.10.2018 - 30.10.2018

6. DEVELOPMENT OF UPLC MS MS METHOD BASED FOR THE
DETERMINATION OF CORTISOL IN HUMAN SERUM AND SALIVA, TBD
Uluslararas1 Biyokimya Kongresi/ TBS International Biochemistry Congress, 0 - 0,
26.10.2018 - 30.10.2018

7. Evaluation of anti-inflammatory potential and LC-MS/MS analysis of different
standards, International Congress of Agriculture, Environment and Health (ICAEH),
0-0,26.10.2018 - 28.10.2018
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8. Mikroalg Ekstrelerinin LC MS MS Calismalarinda Fenolik Bilesikler i¢in Uygun
Standardizasyon Yonteminin Belirlenmesi, Uluslararasi Tarim, Cevre ve Saglik

Kongresi, 0 - 0, 26.10.2018 - 28.10.2018

9. Propolisteki Fenolik Iceriklere Cografi Orijinin Etkileri, International Congress of
Agriculture, Environment and Health (ICAEH), 816 - 827, 26.10.2018

10. Development an amperometric microbial-enzyme hybrid cholesterol biosensor
based on ionic liqguid MWCNT carbon paste electrode, 43rd FEBS Congress, 0 - 0,
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