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OZET

YENi ENZiM POLIMER KONJUGATLARINA DAYALI GLUKOZ BiYOSENSORU
HAZIRLANMASI VE UYGULANMASI

Gokay VARDAR

Kimya Anabilim Dal

Yuksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Melda ALTIKATOGLU YAPAQZ

Enzimler tipta, biyoteknoloji ve endistrinin ¢esitli alanlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu uygulama alanlarinda, enzimlerin sicakhga, pH’ya ve diger cevre
kosullarina karsi direncli olmasi istenmektedir. Bu nedenle, enzim molekiillerinin
Ozelliklerini degistirmeye yonelik genetik ve kimyasal modifikasyonlar ile ilgili
arastirmalar 6nem kazanmigtir. Enzimler suda ¢6zlinlir polimerler veya bazi kimyasal
maddeler kullanilarak modifiye edilebilmektedir. Bu sekilde lretilen, optimum sicaklig
ve pH aralig farkli, ortamda bulunan kimyasal maddelere direngli modifiye enzimler
cesitli uygulamalarda yararli olmaktadir. Dogal ve sentetik makromolekdllerin enzimler
ile olusturdugu konjugatlar tipta ve biyoteknolojinin cesitli dallarinda kapsamli
uygulama alanlari bulmaktadir.

Glukoz oksidaz (B-D-glukoz:oksijen 1-oksidoreediiktaz , EC 1.1.3.4), B-D-glukoz ile
hidrojen peroksid arasinda gerceklesen ve sonugta D-glukono-6-lakton olusum
reaksiyonunu katalizleyen flavoprotein yapisinda ticari bir enzimdir. Bu reaksiyonda
elektron alici olarak molekiler oksijen kullanilmaktadir. Her bir GOD alt Unitesi
kofaktor olarak, bagh olmayan ve gevsek bir bicimde yapida bulunan bir mol flavin
adenin dintkleotid (FAD) icermektedir.

Bu calismada termal stabilitesi yiksek olan Glukoz Oksidaz (GOD) - Polietilen glikol
(PEG) kovalent konjugatlari sentezlendi. Oncelikle, polietilen glikoliin (PEG) aldehid
turevi sentezlendi ve GOD enzimi ile farkli mol oranlarinda (ncoo/neec: 1/1, 1/5, 1/10,

Xii



1/20) enzim-polimer konjugatlari sentezlendi. Elde edilen enzim-polimer konjugatlari
dort dedektorlii HPLC sisteminde (GPC) ve FTIR spektroskopisi yontemiyle incelendi.

Sentezlenen konjugatlarin ve serbest enzimin farkh sicakliklarda ve farkh pH
degerlerindeki aktiviteleri tayin edildi ve sonuglar kiyaslandi. Konjugatlar, tim sicaklik
ve pH degerlerinde serbest enzimden daha dlsik aktivite gosterdi. Ancak yliksek
sicakhga karsi oldukga iyi direng gostererek serbest enzimden daha yulksek aktivite
degerleri izlendi. Konjugatin zamana bagh termal stabilitesinin olduk¢a iyi oldugu
gozlendi. Ayrica, GOD PEG konjugatinin tayin edilen raf émiirlerinin, serbest enzimden
daha iyi oldugu goruldi.

Bu tez calismasinda, Prof.Dr. ibrahim Isildak tarafindan Biyomihendislik
laboratuvarlarinda gelistirilen mikro boyutlarda kompozit pH duyarli sensér
kullanilarak glukoz duyarl potansiyometrik biyosensor gelistiriimesi hedeflenmistir.

Biyosensorin hazirlanmasinda enzim, kompozit pH sensér membran ylizeyine veya
icine immobilize edildi. Hazirlanan glukoz duyarh biyosensor i¢ referans elektrot ve ig
referans ¢ozelti icermemektedir. Uzun sure kararli okuma yapabilecegi ve strekli 6lgim
sistemlerinde  kullanilmaya  elverisli  olabilecegi  distnilen  biyosensorin
potansiyometrik performansi bilgisayar kontrollii 6lglim sistemi ile izlendi.

Anahtar Kelimeler: Enzim stabilizasyonu, enzim immobilizasyonu, enzim polimer
konjugasyonu, glukoz oksidaz, polietilen glikol (PEG), dekstran, biyosensor, aktivite

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AND APPLICATION OF GLUCOSE BIOSENSOR BY USING
NEW ENYZME-POLYMER CONJUGATES

Gokay VARDAR
Department of Chemistry

MSc. Thesis

Adviser: Dog. Dr. Melda ALTIKATOGLU YAPAQZ

Enzymes are widely used in medicine, many fields of biotechnology and industry. In
these fields, enzymes being stable against high temperature, pH and other media
conditions are desired. For this reason, genetical and chemical modifications for the
alteration of enzyme molecule characteristics are gained considerable importance.
Enzymes can be modified chemically by using water-soluble polymers or some
chemicals. Modified enzymes, produced by this way, whose optimum pH range and
optimum temperature is changed and also stable against chemicals found in media,
are advantageous for various applications. Conjugates of natural and synthetic
macromolecules with enzymes provides wide usage in medicine and in many fields of
biotechnology.

The commercial enzyme, Glucose oxidase (B-D-glucose: oxygen 1-oxidoreductase, EC
1.1.3.4) is flavoprotein structured enzyme catalyzing a reaction between B-D-glucose
and hydrogen peroxide and generating D-glucono-6-lactone as a product. In this
reaction molecular oxygen is used as an electron acceptor. Each GOX subunit contains
one mole of flavin adenine dinucleotide (FAD) as cofactor which is not covalently
bonded and loosely found in the structure.

In this study, Glucose Oxidase (GOD) - polyethylene glycol (PEG) covalent conjugates
were synthesized whose resistance was increased against high temperature. Firstly
polyethylene glycol aldehyde derivative was synthesized and enzyme-polymer
conjugates with different molar ratios (ncoo/neec: 1/1, 1/5, 1/10, 1/20) were

Xiv



synthesized using enzyme (GOD). The obtained conjugates were examined with GPC
system and FTIR spectroscopy.

Activities of synthesized conjugates and free enzyme at different temperatures and pH
values are determined and results are compared. The conjugates showed lower
activity compared to purified enzyme in all temperatures and pHs. However, the
conjugates against increasing temperatures showed greater activity values when it is
compared to free enzyme. The conjugate displayed quite well thermal stability against
high temperatures. Storage stability of GOD-PEG conjugate was also studied and
showed better stability than free enzyme.

In this thesis study, the development of a glucose sensitive biosensor has been
purposed by using micro sized potentiometric pH sensitive composite membrane
sensor first time produced in Bioengineering’s laboratories by the Prof.Dr. ibrahim
Isildak.

The enzyme is be used to immobilize for composite pH sensor membrane surface or
inside while biosensor is being prepared. The glucose-sensitive biosensor is not include
inner reference electrode and inner reference solution. The biosensor is thought to be
more suitable to make stable readings for a long time and to be used for continuous
measurement systems. Potentiometric performance of biosensor will be examined
with a computer-contolled measurement system designated.

Keywords: Enzyme stabilization, enzyme immobilization, enzyme polymer conjugation,
glucose oxidase, polyethylene glycol (PEG), dextran, biosensor, activity

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Biyosensorler biyokomponentler ve fiziksel komponentlerden olusan analiz cihazlaridir.
Biyosensorlerde biyokomponent olarak en c¢ok enzimler kullaniimaktadir. Glukoz
oksidaz enziminin (GOD), iletken polimerlere immobilizasyon olmasiyla olusturulan
glukoz biyosensorlerinin glukoz tayininde diger yontemlere nazaran bir¢ok avatntaji
bulunmaktadir. Enzimlerin denatiirasyon kosullarina karsi daha direngli hale getirmek
icin enzim stabilizasyon yontemleri kullanilmaktadir. Bu yéntemlerden biri, enzimin
polimerlere kovalent baglanmasiyla olusan enzim polimer konjugasyonlarini
biyosensorlerde kullanarak biyosensoérleriin  kullanim 6mri artmakta ve c¢evre

kosullarindan daha az etkilenmektedir.

1.2 Tezin Amaci

Genelde biyosensorler; kimya, biyokimya, biyoloji, mihendislik gibi pek cok bilim
alaninin bilgi birikiminden vyararlanilarak, kimyasal ve biyolojik molekillerin veya
sistemlerin secicilik 6zellikleri ile modern elektronik tekniklerin islem yeteneginin
birlestiriimesiyle gelistirilen analitik/biyoanalitik aygitlar olarak tanimlanabilir. Spesifik
enzim-substrat reaksiyonlarini temel alan elektrokimyasal biyosensor sistemler;
minyatirize olabilme, ekonomik, tasinabilir, 6zel tiirlere karsi secici ve yliksek duyarhlik
sergileme gibi 6nemli 6zelliklere sahiptirler. Biyolojik molekillerin immobilizasyonu ve
transdiiser sensoér membran ara ylizey teknolojisinin tasarimi, biyosensorlerin
performansini (dogrusal calisma araligi, seciciligi, cevap zamani, duyarliligi, kullanim

omri, kararhligi ve girisim vyapana ajanlara karsi hassashigl) o6nemli sekilde



etkilediginden, elektrokimyasal sensor sistemlerde anahtar rol oynamaktadir. Ayrica
dis cevre sartlarindan etkilenmeyen kapali bir mikro ¢evreye sahip biyosensor Gretimi
icin onemlidir. Bu nedenle elektrokimyasal sistemlerde, etkili bir algilama amaciyla,

arastirmalar yeni immobilize enzim sistemler ve tasarimlar izerine yogunlasmistir.

Dogal polimerlerin, sahip olduklari islevsel 6zellikler nedeniyle degisik kullanim alanlari
bulunmaktadir. Bunlar baslica kalinlastirici, jel yapici, baglayic, dagitma ajani,
kayganlastirici, yapistirici ve biyomalzeme olarak kullaniimaktadirlar. Polietilen glikoliin
hidroksil igerigi, bu polimerin hidrofilik ve diger molekillere baglanabilmesi igin kolay
modifiye olmasini saglar. Aldehit-PEG ise, ticari PEG’in periyodat oksidasyonu ile elde
edilebilmektedir. Bu polimer, enzimler Uzerinde bulunan temel amin gruplarn ile
kovalent olarak reaksiyon verebilmektedir. Diger taraftan suda ¢o6zlinebilmeleri,
biyouyumlu olmalari, biyolojik bozunmaya ugrayabilmeleri ve toksik olmamalari enzim
teknolojisinde c¢esitli alanlarda kullaniimalarina neden olmustur. Enzim yizeyinin
hidrofilik bir polimer ile minimal modifikasyonu, enzim ylizeyinde bir kilif olusturmak

ve onu hidrofobik ara ylizeyler ile etkilesime karsi korumak icin iyi bir yol olmaktadir.
Bu tez ¢calismasi,

1) ilk kez glukoz oksidaz enzimi ile polietilen glikol-aldehid farkli oranlarda kovalent

konjugatlarinin hazirlanmasi béylece GOD enziminin stabilitesinin artirilmasi,

2) Prof. Dr. ibrahim lIsildak tarafindan gelistirilen mikro buylklikte kompozit yapida
potansiyometrik pH sensor kullanilarak uygulama kosullarinda denatirasyona direncli
ve uzun kullanim émri olan ve kararli okuma yapabilen mikro buyiklikte yeni tip
glukoz duyarh potansiyometrik biyosensor gelistiriimesini ve glukozun hizli, hassas ve

dogru sekilde tayininin saglanmasi igin yontem gelistiriimesini amaglamaktadir.

1.3 Hipotez

Hedefledigimiz calismalarimiz amacina ulasarak, Glukoz Oksidaz enziminin termal
stabilitesi basarili bir sekilde iyilestirilmistir. Bu maksatla polietilen glikol polimerinin
aldehit tlirevi sentezlenerek, enzim ile kararli konjugatlari hazirlanmistir. Mikro
biyulklikte kompozit yapida potansiyometrik pH sensor kullanilarak glukoz
biyosensorl hazirlanmistir. Enzim konjugatlarinin optimum kosullari belirlenmis olup

glukoz tayini icin biyosensor hazirlamada basarili bir sekilde kullanilmasi icin bir temel



olusturacagi dustinilmektedir. Béylece denatiirasyona direngli ve uzun kullanim émri
olan ve kararli okuma yapabilen bir glukoz biyosensor gelistirilebilecektir. Literatirde
polietilen glikol-aldehit tirevi ile GOD enzim konjugatlarinin hazirlanmasina
rastlanmamistir. Bu maksatla bu konjugatlarin yliksek termal stabilitesi ve daha ileride
biyosensoér uygulamalarinda kullanim imkani bulmasi, ¢alismanin 6zgiin oldugunu

gostermektedir.



BOLUM 2

BiYOSENSORLER, ENZIMLER, POLIETILEN GLiKOL, DEKSTRAN

2.1 Biyosensorler

Canhlarin tium{ vyasadiklari ortamlardaki degisimleri algilayip yasamlarinin devam
ettirebilmek igin bu degisimlere ayak uydurmaya calisirlar. Canlilarin bu uyarilan
algilamasini saglayan biyolojik maddelerin analitik sistemler ile birlestiriimesi

biyosensorleri ortaya cikarmistir [1].

Biyosensorler, biyolojik bir olayin ya da cevabin o&lgulebilir elektiriksel bir sinyale
donustiridlmesidir [2]. International Union Of Pure And Applied Chemistry (IUPAC)
tarafindan yapilan tanima gore de biyosensorler, kimyasal bir bilesige karsi verilen
biyolojik yaniti optik, termal veya elektriksel sinyallere donistiren elektrokimyasal

cihazlardir [3].

SiNYAL

Analizlenecek . 3
Biyoaktif Madde S S
Madde ¥ Cevirici Sistem

Sekil 2. 1 Biyosensorin Yapisi

Biyosensorlerle alakali calismalar 20. Yizyihn baslarinda pek yapilmamaktaydi [2]. ilk

biyosensor 1956 vyilinda biyosensorlerin babasi olarak bilinen Leland C. Clark



tarafindan Cincinnati Hastenesi'nde (Ohio, ABD) ameliyat sirasinda kandaki oksijen
miktarini oksijen elektrodu ile izlemeyesiyle basladi. 1962 yilinda Clark ve Lyons Glukoz
Oksidaz enzimini diyaliz membrana tutuklayarak ve oksijen elektoroduyla kombine
ederek kanin glukoz diizeyini 6l¢meyi basardilar [1], [4], [3]. Bu yontem, ortamdaki
harcanan oksijen konsantrasyonuyla orantii olarak glukoz konsantrasyonunu

bulunmasini baz almaktadir [4].

Ag anod

_ Ptkatod

Oz gecirgen membran
Elektrolit o
Glikoz oksidaz enzimi

Glikoz igeren bolge

Sekil 2. 2 Clark’in Enzim Elektrodu

Guilbault ve Montalvo lireaz enziminin amonyum segici sivi membran elektorduna
immobilize ederek olusturdugu Ure sensori sayesinde ilk potansiyometrik enzim
elektrodlarinin detayli olarak anlasilmasini saglamislardir. 1974 vyilinda termal
transducerlarin biyosensoérlerde kullanimi tasarlandi [4]. Clark’in ¢alismalari ve sonraki
yapilan calismalar 1975 yilinda Yellow Spring instrument Company firmasinin basarili
ilk ticari glukoz biyosensoriini piyasaya slirmesine yol acti [2]. Bu uygulamalardan
sonra diinya cevresinde bir¢cok arastirma laboratuarinda yiizlerce biyosensor gelistirildi
[2], [5]. Ayrica son Ug yilda biyosensensorle ilgili iki yizden fazla akademik makale

yayinlanmistir [5].

2.1.1 Biyosensorler Yapisi ve Fonksiyonu

Biyosensorler, spesifik olarak analite baglanan biyokomponentler (biyoreseptor) ve
biyoreseptoriin analit ile etkilestiginde ortaya cikan fiziksel yada kimyasal sinyalin
elektriksel sinyale donistiren fiziksel komponentlerden (transducer) olusur. Analit ile
biyoreseptor etkilestiginde ortaya c¢ikan sinyal proton konsantrasyonundaki
degisimden, amonyak ya da oksijen gibi gazlarin salinmasindan, i1sik veya i1si emisyonu,

kiitle degisimi, absorpsiyon gibi degisimlerden kaynaklanir [7].
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3iYOKOMPONENTLER TRANSDUSERLER
Sekil 2. 3 Biyosensorlerin Yapisi ve Calisma Prensibi

Biyosensorlerin olusturulmasinda biyoreseptér ve transducer se¢imi ve kombinasyonu
¢ok 6nemlidir. Bu yuzden teorik olarak reseptor ve transducerlerin kombinasyonu
mumkiin olmasina ragmen bu kombinasyon bir elektriksel sinyal olusturamazsa

biyosensor fonksiyon gostermez [1].

lyi ve kullanisli bir biyosensér hazirlamak icin asagidaki parametreler géz 6niinde

bulundurulmalidir.

e Biokatalizoriin analite karsi afinitesi ¢ok yuksek olmalidir, normal saklama
kosullarda stabilite gostermeli ve analizler arasindaki degiskenligi disik

olmalidir

o Reaksiyon gergeklestirildigi ortamdaki karistirma, pH ve sicaklik gibi fiziksel

parametrelerden bagimsiz olmall

e Biyosensoriin cevabi kesin, duyarli, tekrarlanabilir ve lineer olmalidir. Ayni
zamanda elektriksel ya da diger transduserlerden gelen giriltileri kaynaklarini

icermemeli.

e Eger biyosensor klinik calismalarda kullanilacaksa, biyosensoér probu kiglk,

biyouyumlu, toksik ve antijenik efektlere sahip olmamalidir.

e insan orneklerindeki analitlerin hizli élglimleri icin biyosensérden istenen es

zamanl 6lcimler saglamasidir.

Komple bir biyosensor ucuz, kiglk, portatif olmalidir [2].



2.1.2 Biyokomponentler ( Biyoreseptorler)

Biyosensorlerin yapisinda bulunun biyoreseptorler, analite karsi yliksek afinite,
0zglllik gosteren ve analit ile segici olarak etkilesime giren biyomolekillerdir.
Biyosensorlerin yapisinda bulunan baslica biyoreseptorler; niikleik asitler, proteinler
(baslica enzimler ve antikorlar) lektinler, mikro organizmalar, organellerdir
[2],04],[5],[6]. Antikorun biyoreseptor olarak kullanildigi biyosensorler yaygin olarak
immunosensorler olarak bilinirler [5]. Biyoreseptorler icinde en yaygin kullanilanlari

enzim ve antikorlardir [1], [2].

2.1.3 Fiziksel Komponentler ( Transduserler)

Transduserler, reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu olgllebilir fiziksel bir sinyale
donustiriar. Biyokimyasal reaksiyona gore transduser segcilir. Elektrodlar amperometrik
ve potansiyometrik 6lglimlerde kullanilir ve burada hedef maddedir. Optik sensérlerde
hedef 151k, pieozoelektrik sensorlerde ise kristalin salinim rezonansinin kitle yiklenimi
sebebiyle degismesidir. Bunlarin haricinde transistorler ve termistorler de transduser

olarak kullanilir [1].

2.1.4 Biyosensorlerin Avantajlar

e Kisa 6l¢clim siiresine sahip olmasi

Dayaniliklarinin iyi olmasi

Kolayca minyatirlize edilebilmesi

Mikemmel deteksiyon limitine sahip olmasi

Bulanik biyoakiskan ¢ozeltilerde kullanilabilme yeteneginin olmasi

Maliyetinin disiik olmasi

Gereksinime gore islem akisi

e Otamatik Ol¢lim ve ayar sistemlerinin devreye sokulabilmesi [1], [4].

2.1.5 Biyosensorlerin Dezavantajlari

eBiyokomponentlerin dmrinin kisa olmasi



Biyosensor hazirlamanin uzun stirmesi

Molekduler biyolojik prosesler hakkinda yeterli bilginin olmamasi

Biyokompatibilite sorunlari

implant edilen biyosensorlerin steril tutulabilme giicligi [1].

2.1.6 Elektrokimyasal Biyosensorler

Biyosensordeki biyoreseptorlerin analiz edilecek bilesiklerle spesifik reaksiyonu sonucu
analitin konsantrasyonuyla orantili elektrotlar arasinda 6lgulebilir bir akim, 6lgilebilir
bir potansiyel yada sarj birikmesi, Olgllebilir sekilde ortamdaki iletkenlik degismesi
ortaya cikmaktadir. Elektrokimyasal biyosensoérler potansiyometrik, amperometrik ve
konduktometrik olarak siniflandirilir. Ayrica impedans olgcen impedimetrik yéntem ve
transistor teknolojisinin  kullanildigi bir gate elektrotdaki potansiyometrik etki

sonucundaki akimin él¢uldigi alan-etki yontemidir [2], [8].

2.1.6.1 Potansiyometrik Biyosensérler

Bir elektrokimyasal hiicrede bir ¢alisma elektrodu ve bir referans elektrod arasindaki
¢Ozeltideki tire ve derisimine bagh ortaya ¢ikan potansiyel farkin olgliilmesine dayali
yapilan analiz ydontemine potansiyometri denir. Potansiyometrik tekniklerde transduser
genellikle gaz algilayici elektrot ya da iyon secici elektrotdur. Sistemlerde kullanilan
tirlere karsi secici calisma elektrodlari sayesinde potansiyometrik biyosensoriin
duyarhligi ve seciciligi 6ne ¢ikmaktadir [6]. Transistorleri elektriksel sinyal ylkseltici
olarak kullanilarak enzim, antikor gibi biyolojik materyallerle birlestirilmesiyle enzim

alan etki transistor bazli sensorler elde edilir [8].

Potansivometrik esasli bir
biyosensiriin sematik

' giisterimi
B A: Elektrod dig ceketi,
c B: I¢ doldurma ¢ dzeltisi,
C: CampH elekirot,
F— : D: O-ring,
'ﬁ— D E: immohilize enzimi
s E igeren hiyoaktif tabaka,

F: Gaz-gecirgen membran,
G: Koruyucu membran.

Sekil 2. 4 Potansiyometrik esash bir biyosensoriin sematik gosterimi [9].



2.1.6.2 Amperometrik Biyosensorler

Cahsma elektrodu ile referans elektrod arasina uygulanan bir potansiyelle ¢alisma
elektrodunda elektroaktif tirlerin kimyasal reaksiyonuyla olusturulan akimin
dlciilmesine dayanir [6], [8]. Uretilen akim c¢ozeltideki tiirlerin derismine baghdir.
Amperometrik sensorler potansiyometrik sensérlere daha hizli, daha hassas, daha
dogru ve daha kesindir. Bu ylzden termodinamik denge saglanana kadar ve cevap
analit konsantrasyonunun lineer fonksiyonu olana kadar bekleme gerekliligi yoktur.
Ancak amperometrik cihazlarin segiciligi sadece mevcut elektroaktif tlrlerin redoks
potansiyelleri tarafindan yonetilmektedir. ikincil nesil biyosensérler olarak bilinen
amperometrik  biyosensorler mediyatorler tarafindan modifiye edilmektedir.
Mediyatorler, enzim ve elektrod arasindaki elektron alisverisini kolaylastiran redoks
maddeleridir. Direkt olarak enzim-elektrot birlesmesi yada mediyatérsiz
biyonsensorin direkt elekron transfer mekanizmalariyla olusturulan biyosensorlerde
Uglincul nesil adini almistir. Bu durumda elektrotdan enzime ve substrat molekiline

elektron direkt olarak transfer olur [8].

bir biyosensiriin

e senhtiéﬁste rimi

Az Cah elektr odu(Pt),
~ —c B: Referans dektr ot

. ) (Ag/AZCD),

. E C: Elddrolit ¢ozelti(KCD,
= az ~— © D: i¢ gaz gegirgen
) membran(T eflon),
E: Immobilize enzimdi
iceren biyoaktif tabaka
F: Ins koruyucu
membran(Seliilloz a setat
V.S)

“- Amperometrik esash

Sekil 2. 5 Amperometrik esasli bir biyosensoriin sematik gosterimi [9].

2.1.6.3 Optik Biyosensorler

Optik biyosensorler, fiber optik ve lazer teknolojilerindeki ilerlemeler sonucu
ginimiizde buylk bir ilgi gormektedir. Optik biyosensorler, biyokatalizorlerin optik
lifler Gizerine immobilize edilerek hazirlanan 6lgclim cihazlaridir. Optik biyosensorler
enzimin analitle etkilesmesi sonucu Uv-Vis absorpsiyon, Biyo/kimyasal liminesans,
floresans, fosforesans, reflektans gibi temel ilkeler cercevesinde islev gortrler [1], [8].
Genetik olarak tasarlanmis mikroorganizmalarin optik hiicre biyosensorlerinde genis

capta uygulamalari mevcuttur [6].



4 gosierimi
A B A: Optik kf,
h B: mnnwhilize enzin- ind il tor
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Sekil 2. 6 Optik esash enzim sensorinilin sematik gosterimi [9].

2.1.6.4 Kalorimetrik Esasli Biyosensorler

Kalorimetrik esasli biyosensorler, temel olarak enzimatik reaksiyondaki entalpi
degisiminden vyararlanarak substrat konsantrasyonunu belirlemektir. Genel olarak
enzimatik reaksiyonlarin ekzotermik dogasindan vyararlanilir. Enzimatik reaksiyon
sonucu meydana gelen sicakhk degisimi ile substrat konsantrasyonu arasindaki

dogrusal iliskiden sonuca ulasilir [1].

T ermal enzim sensdriiniin
. A sematik gisterimi

A Termisior,

B: immohilize enzimi iceren

B biyoaktif tabala,

C: Kapak,

D x\g\\:j II.{"__;_ ¢ D: Kibf

Sekil 2. 7 Kalorimetrik biyosensoriin sematik gésterimi

2.1.6.5 Piezoelektrik Biyosensorler

Piezoelektrik esasli biyosensorler daha ¢ok immunosensorlerde kullaniimaktadir. Bu
sensorlerde biyokomponent kristal ylizeyine immobilize olmaktadir [8]. Temel olarak,
karakteristik rezonans frekansindaki farklanmayi belirleyerek bir piezoelektik kristal

ylzeyinde toplanan 6rnegin kitlesinin 6l¢lilmesine dayanir.
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Sekil 2. 8 Piezoelektrik esasli biyosensoriin sematik gésterimi [1].

2.1.7 Glukoz Biyosensorii

Glukoz metabolizmada en 6nemli enerji ve karbon kaynagidir. Eger konsantrasyonu
glukoz icin kritik konsantrasyonun asagisina diserse, htcrelerin glukoz ihtiyaci
karsilanamaz ve daha sonra apoptozis denilen hiicre 6limleri gerceklesebilir [1]. Diinya
genelinin %5’ini olusturan diyabetik hastalarin tedavisinde ve tanisinda kan ve idrar
gibi biyolojik sivilarda glukozun tayini ¢ok 6nemlidir. Bunun yaninda gida kimyasi,
cevresel koruma ve biyoteknoloji alanlarinda genis bir kullanim alanina sahiptir. Onceki
calismalarda glukoz tayininde elektrokimyasal, spektroskopik, kolorimetrik ve diger
metotlari igeren yontemler kullaniimistir. Bu yontemler arasinda elektrokimyasal
biyosensér metodu vyiksek seciciligi, duyarlihg, disik maliyeti ve uygulama
kolayligindan dolayi glukoz tayininde en sik kullanilan yontemdir. Elektrokimyasal
glukoz biyosensori biyospesifik enzim reaksiyonunu temel alir. Glukoz oksidaz enzim
immobilize biyosensér hazirlanmasinda biyolojik komponent olarak en ¢ok calisilan
enzimdir. Glukoz oksidaz, glukozu glukano lakton ve hidrojen perokside okside ederek
Olcllebilir bir sinyal olusturur [10], [11]. Ancak denatlirasyondan dolayl zamanla enzim

aktivitesinin kaybedilmesi glukoz biyosensorleri igin dezavantaj bir durumdur [6].

Glukoz Oksidaz o
Glukoz + O, P Glukonik asit + H,0,

Sekil 2. 9 Glukoz Oksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon

Bu reaksiyonda;
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e Temel sensor olarak Oz duyar ve H;0; duyar elektrotlar kullanildiginda oksijendeki
azalmayla ya da hidrojen peroksitin olusumu sonucunda ilgili elektrodlarin bu

degisimi algilayarak amperometrik 6lgiim yapilabilmektedir [1].

e pH duyarli elektrotlar kullanilarak reaksiyon sonucu olusan glukonik asit
vasitasiyla ortamdaki hidronyum iyonunun pH elektrotuyla algilanarak

potansiyometrik dlciim yapilabilmektedir [1].

2.1.8 Biyosensorlerin Baglica Kullanim Alanlari

Biyosensorler bircok alanda kullanilmakla birlikte genel olarak biyoteknolojik
uygulamalarda, klinik analizlerinde, genel saglik taramalarinda, veterinerlikte,
endustriyel proseslerin kontrolliinde, cevresel kirlilik kontrollerinde, tarim ve ziraat

uygulamalarinda, gida endustrisinde, askeri uygulamalarinda kullaniimaktadir

[1],(4],[5],[12].

2.1.9 Biyosensorlerin Performans Kriterleri

Kararhlik: Bir biyosensorin kararlihg, diger faktorlerde yeterli kosullar saglandiktan
sonra onun pratik kullanabilirliginin en 6nemli belirteglerinden biridir. Kararllik bir

biyosensér 6mriinin uzunlugu hakkinda fikir verir.

Tayin araligl ve Tayin siniri: Kalibrasyon grafiginde substrat konsantrasyonuyla sensoér
cevabi arasindaki iliskinin dogrusal oldugu konsantrasyon araligina “dogrusal aralik”

denir. Bu dogrusal grafigin en alt siniri tayin siniri olarak tanimlanir.

Secimlilik: Diger analiz sistemleriyle kiyaslandiginda biyosensérlerin varlik nedenlerinin
en onemli siralarinda gelmektedir. Cihazin sadece analite 6zglnliglini gosterir. Cihaz

baska reaktiflere ilgi gostermez ve hatali sonu¢ vermez.

Cevap zamani: Biyosensoriin analizlenecek maddenin bulundugu ortama temas ettigi

andan itibaren 6lciim diizeneginden sonucun okundugu ana kadar gecen siredir.

Tekrarlanabilirlik: Ayni ornekte yapilan ardi ardina olglimlerin sonugclari arasinda

standart bir farkin olmamasidir [1], [12].
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2.2 Enzimlere Giris

Enzimler, canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlari hizlandirarak, hicbir yan urin
olusmasina firsat vermeyen ve yizde yuzlik Grln verimi saglayan protein yapih
biyolojik katalizorlerdir [13]. Katalitik RNA molekillerinin kiiguk bir grubu harig, bitin
enzimler proteindir [13], [15]. Enzimler katalizorlerin 6zel bir tlridir. Bircok enzim
hiicre sivilarinda ¢6zlinmus halde bulunur. Kimyasal katalizorlerin aksine substratlariyla
etkileserek enzim-substrat kompleksleri olustururlar ve reaksiyonu katalizlerler. Bu
etkilesimden sonra substrati Urline dondstirirler. Bu ylizden enzimlerin substrati
tanima ve reaksiyonu katalizleme kabiliyeti gibi iki 6nemli karakteristik o6zelligi vardir

[14].

Enzimler, kimyasal katalizorlere gore ¢ok 6nemli bir katalilitik glice ve Ustinllklere
sahiptir. Bu Ustunliklerden ilki substratlari igin ylksek 0Ozgillige sahip olmasidir.
ikincisi kimyasal tepkimeleri olaganiistii hizlandirmasidir. Enzimler bir reaksiyonun
hizini enzimsiz reaksiyona oranla yaklasik bir milyon ya da bir milyar kat artirmaktadir.
Son olarak pH ve sicakhgin optimum kosullarindaki sivi ¢oézeltilerde islev gormesidir.

Kimyasal katalizorlerin cok cok azi bu 6zelliklerin hepsine sahiptir [15], [16], [17].

Biyokimya tarihinde enzimler Uzerine oldukga fazla ¢alisma yapilmistir. Bir enzim
tizerindeki ilk calisma 1835 yilinda isvegli kimyager Jon Jakob Berzelius tarafindan
gerceklestirilmis, diastazin nisastayi in vivo olarak silfirik asitten daha yliksek verimde
hidrolizledigini gostermistir [13], [15], [18]. 1850’lerde Louis Pasteur sekerin mayayla
alkole fermentlenmesini enzimler tarafindan katalizlendigi sonucuna vardi. Bu sebeple
enzimlere icin “fermentler” terimi kullanilmaya baslandi [13], [15]. Enzim alanindaki en
onemli gelisme 1926 yilinda James Sumner’in Urenin hidrolizi sonucu karbondioksit ve
amonyagin acgiga cikmasini saglayan reaksiyonun katalizini saglayan (ireaz enziminin
“Jack bean” bitkisinden elde edip kristallendirtikten sonra bu kristallerin tamamen
proteinlerden olustugunu buldu ve bitiin enzimlerin protein yapili oldugunu ileri
sirdi. Yalniz baska ornek calismalar olmadigi icin bu sonug hep sliphe ile karsilandi.
1930’larda John H. Northrop ve Moses Kunintz pepsin, tripsin ve kimotripsin gibi
sindirim enzimlerini kristallendirdi ve bunlarin protein yapida olduklarinin bulunmasiyla
Sumner’in fikri genis kabul gordi. Boylece James Sumner’a 1947 yilinda Nobel 6diili

kazandirdi [13], [14], [15], [18].
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Enzimler diger proteinler gibi, birka¢ milyon dalton molekul agirligina sahiptir. Bazi
enzimler katalizi protein yapilariyla yerine getirebilirken, bazilari protein yapisinda
olmayan “kofaktér’ denilen gruplara ihtiya¢ duyarlar. Kofaktorler Fe*2, Mg*?, Mn*? ve

”

Zn*? gibi metal iyonu olabildigi gibi, “koenzim” denilen kompleks organik yada
metaloorganik bilesigi olabilir. Eger bu koenzim ya da metal iyonu ¢ok siki hatta
kovalenet olarak baglaniyorsa “prostetik grup” adini alir. Bu sekilde metal iyonlariyla
yada koenzimler ile katalitik aktivite gosteren enzim “haloenzim’ olarak adlandirilir. Bu

enzimlerin protein kismi “apoenzim” olarak adlandirilir.

APOENZIM APOENZIM APOENZIM
KOENZIM PROSTETIK
GRUP

METAL iYONU

Sekil 2. 10 Haloenzim-apoenzim ciftinin ¢esitli kofaktorlerle gdsterimi [18].

Cizelge 2. 1Enzimler icin kofaktdr gérevi yapan bazi inorganik elementler [15].

Metal iyonu Enzim

Cu+2 Sitokrom oksidaz

Fe+2 ve Fe+3 Sitokrom oksidaz,katalaz ve peroksidaz

K+ Piruvat kinaz

Mg+2 Hekzokinaz,glukoz 6-fosfataz ve purivat kinaz
Mn+2 Arjinaz, Ribontkleotid redliktaz

Mo Dinitrogenaz

Ni+2 Ureaz

Se Glutatyon peroksidaz

Zn+2 Karbonik anhidraz, Alkol dehidrogenaz
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Gizelge 2. 2 Grup transferi gergeklestiren bazi koenzimler [13], [15].

Koenzim Tasinilan Birim

Biyotin CO2

Koenzim A Agil Gruplari

Deoksi adenozil kobalamin H atomlari ve alkil gruplari
Flavin adenin dintkleotit Hidrojen atomlari (elektronlar)
Nikotinamid adenin dinukleotit Hidojen atomlari (elektronlar)
Lipoamid Acil gruplari

Piridoksal fosfat Amino gruplari

Tiamin pirofosfat Aldehit Gruplari

2.2.1 Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimler 6nceleri katalitik aktivite gosterdikleri substratlarin sonuna “az” eki getirilirek
isimlendirilmislerdir. Yani Ure hidrolizini saglayan enzime lreaz, DNA olusturmak lzere
nikleotitlerin polimerlesmesini katalizleyen enzime DNA polimeraz, fosfat esterlerinin
hidrolizlenmesini saglayan enzime fosfataz denilmistir. Pepsin, tripsin gibi bazi enzimler
de substrat ve tepkimeleri hakkinda hicbir bilgi veriimeden isimlendirilir. Zamanla
bircok enzimin ortaya ¢ikmasiyla sistematik bir adlandirmaya ihtiya¢c duyulmustur. The
international Union of Biochemistry’e gore enzimler katalizledigi tepkime tipini esas
alarak 6 gruba ayirmistir. Her bir grupta kendi icinde gruplara ayrilmistir. Béylece her
enzime katalizledigi tepkimeyi tanimlayan 4 sayili siniflandirma numarasi ve sistematik
ad verilmistir. Bu siniflandirma numarasi E.C(enzyme Commission) harflerinde sonra
gelen ardi ardina 4 rakamdan olusur. ilk sayi sinif adini, ikinci sayi alt sinifini, Gglinci
say! alt alt sinifini, dordiincl sayl enzimin ayni li¢ rakama sahip enzimler arasindaki

sinifini gésterir [13], [15], [18].
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Cizelge 2. 3 Enzimlerin Uluslararasi Siniflandiriimasi [15].

Katalizlenen tepkime tipi

Oksidoreduktazlar Elektronlarin transferi

Transferazlar Grup transfer tepkimeleri

Hidrolazlar Hidroliz tepkimeleri

Liyazlar Cift baglara gruplarin ilavesi ve gruplarin yer degistirmesiyle

cift baglarin olusumu

izomerazlar Molekiil icindeki grup transferleri

Ligazlar ATP’nin ayrilmasiyla C-C,C-S,C-O veC-N baglarinin olusmasi

2.2.2 Enzimler Nasil Caligir?

Bir reaksiyonun gerceklesmesi icin bazi enerji formlari gereklidir [18]. Yani reaksiyona
giren maddelerin Urinlere donlisebilmesi icin “Aktivasyon Enerjisi’’ denilen bir eneriji
engelini asmalari  gerekmektedir. Enzimler reaksiyonun vyolunu degistirerek,
reaksiyonun daha distk aktivasyon enerijili yoldan gerceklesmesini saglarlar [15], [18].
Bir baska deyisle, reaktantlarla daha duislik enerijili bir gecis kompleksi olusturarak daha
¢cok sayida Grlndn olusumunu saglarlar [13]. Substrattan (riine geciste reaksiyon
birka¢ adim lizerinden olur ve bdylece tek bir adimda asilmasi gereken enerji engeli
daha kolay asilabilir kiiclik engeller haline gelir ve agiga cikan enerji de kontrol edilebilir
[19]. Enzimler reaksiyonun dengesini etkilemezler. Enzimlerin rolli, substratin Uriine
doénistiminid hizlandirmaktir. Ayrica tepkime uygun enzim varliginda tepkime hizinin
artmasi nedeniyle daha hizli dengeye ulasir [15].

AEs =(F - Eg}
AE,=(Ez- E,}

___,_.-'-Enzirnsiz

Enzimli
Va

Enerji Dizeyi

Reaktantlarin Enerji Diizeyi

Uriinlerin Enerji Dizeyleri

LY
Fa

Reaksiyon y&nii

Sekil 2. 11 Bir kimyasal reaksiyonun enzim varliginda, yoklugundaki halleri icin enerji
diyagrami [18].
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Enzimlerin reaksiyonlari ne sekilde katalizlendigine dair 21’den fazla hipotez ortaya
atilmistir.  Bu hipotezlerin en 6nemlisi 1894 yilinda Fischer tarafindan ortaya atilan
anahtar-kilit hipotezidir. Bu hipotez enzim substrat iliskisini enzimlerin ylksek
derecedeki 6zglllugl ile agiklamaktadir. Ancak anahtar kilit modelini yapilan
calismalarda kesin olarak gdzlemleyemiyoruz. Ornegin; Substarata benzer bilesiklerin
daha kii¢lik hacimli gruplari substrat gibi enzime baglanamazken, daha bilylik hacimli
gruplari olan bilesikler substrattan enzime daha siki baglanabilmektedir. Eger anahtar-
kilit hipotezi dogru olsaydi blyik hacimli gruplarin enzime baglanamamis olmasi
gerekirdi. Koshland 1958 yilinda uygunluk modeli hipotezini ortaya atti. Yani substrat
enzime baglanmaya basladiginda, enzim (zerindeki fonksiyonel gruplar ile substrat
Uzerindeki ¢esitli gruplar etkilesmeye baslar ve bu karsilikli etkilesim enzim Gzerinde bir
konformasyon degisikligine sebep olur. Enzimdeki bu degisimin sonucunda dislk
katalitik form yiksek katalitik forma donisir. Konformasyonel degisim substrat
spesifikligi icin bir temel olarak sunulabilir. Substrata benzer bilesikler enzime
baglanabilir fakat kataliz icin gerekli enzimdeki konformasyon degisikligine neden
olamaz. Ayrica anahtar-kilit modelinin tersine uygunluk modelinde enzimlerde farkli
baglanma modellerine ve konformasyonel degisimlere eslik etmesi igin esnek bir aktif

bolge gerekmektedir [14].

(@) Anahtar Kilit Modeli

 Aktif Bdlge _ Substrat

Enzim Enzim Substrat Enzim Uriin
Kompleksi (Degismeden)

(b) Etkilesme sonucu uygunluk modeli
Substrat

> W = + BN

Enzim Substrat
Kompleksi

Enzim Enzim Uriin

Sekil 2. 12 Substrat-enzim etkilesmeleri: a) anahtar-kilit modeli, b) Etkilesme sonucu
uygunluk modeli.
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2.2.3 Glukoz Oksidaz (B-D-glukoz: Oksijen 1- oksidorediiktaz, EC 1. 1. 3. 4)

Glukoz Oksidaz (GOD) molekiler oksijeni elektron alicisi olarak kullanarak B-D-
glukozun glukonik aside oksidasyonunu gerceklestiren enzimdir [20], [21], [23]. Glukoz
oksidaz ilk kez 1928 yilinda Miller tarafindan Aspergillus Niger ve Penicilium glaucum
mantar kiflerinden izole edilerek bulunmustur [21], [22]. God baslica genus Aspergillus
ve Penicillium olmak tzere bircok farkli fungal kaynaktan elde edilebilir. Aspergillus
niger GOD Uretimi igin en ¢ok kullanilan kaynaktir. Glukoz oksidasyonu igin Penicillium
tirlerinden elde edilen GOD, Aspergillus nigere goére daha avantajli kinetik tutum

sergiler [20].

2.2.4 Glukoz Oksidaz’in Reaksiyon Mekanizmasi

GOD elektron alicisi olarak molekiler oksijenin kullanildig B-D-glukozun D-glukano-6-
laktona ve H;0; ‘ye oksidasyonu katalizleyen bir flavoproteindir. Bu reaksiyon
indirgeyici ve yiikseltgeyici basamak olarak ikiye ayrilir. indirgeyici yari reaksiyonda
GOD B-D glukozun enzimatik olmayan sekilde glukonik aside hidroliz olan D-glukano-6-
laktona oksidayonu katalizler. Akabinde GOD vyapisindaki flavin adenin di niikleotid
(FAD) FADH; ‘ye indirgenir. Oksidatif yari reaksiyonda ise molekiler oksijen varliginda
indirgenmis GOD reoksidasyonla H,0> iriine dénisir. indirgenmis FADH, de FAD’a
katalize olur. H,0; katalaz (CAT) enzimi vasitasiyla suya ve oksijene ayrisir. Witteveen
glucano- 6-laktonun glukonik aside hidrolizini katalizleyen laktonaz enzimini Aspergillus

nigerde bulmustur [20], [23].

CH,0H CH,0H CH,0H

0 0 OH
H OH Glukoz Oksidaz H : H 20 H ! _
OH H > fon w)™° > Kow u/ °
L HO HO
H OH H OH

AV
N

2

H,0,

B- D- Glukoz &-glukanolakton D-Glukonikasit

Sekil 2. 13 Glukoz oksidazin reaksiyon mekanizmasi [24].
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2.2.5 Glukoz Oksidaz Enziminin Yapisi

Glukoz oksidaz disilfit baglariyla birbirine kovalent bagh iki benzer polipeptid zinciri
iceren dimerik bir glukoproteindir [20], [25]. P.amagasakiense GOD yapisina gore her
bir altbirim yapiya kovalent bagl olmayan, her bir dimere gevsek baglanmis bir mol
kofaktor FAD kismi icermektedir. Glukoz oksidazin yapisinda bulunan FAD, enzimin Ug
boyutlu vyapisini stabilize etmektedir ve noétral pH degerlerinde diyaliz ile
uzaklastirilamaktadir [20], [22]. Ayrica her alt birim bir mol selat iyonu icermektedir
[23]. Glukoz oksidaz molekul agirhginin %10-16 si kadar yiksek mannoz tipinde
karbonhidrat icerigine sahiptir. Karbonhidrat kisimlari enzime N- veya O- glikozid
baglariyla baglanmistir. Glukoz oksidazin temel yapisindaki tek bir polipeptid zincirinin
bir alt birimi 583 amino asit rezidlsline sahiptir [21]. Glukoz oksidaz’in aktif bolge
rezidileri Tyr-73, Phe-418, Trp-430, Arg-516, Asn-518, His-520 ve His-563 dir. Arg-516
GOD’nin B-D-glukoz etkili bicimde baglanmasi i¢cin en 6nemli aminoasittir. GOD
yapisindaki Tyr-73, Phe-418 ve Trp-430 aromatik rezidileri glukoz oksidasyonun
maksimum hizli olmasinin yaninda substratin dogru yénelmesinde de 6nemli rolleri

vardir [20].

' VIJ ‘\
Asn-518

o g > AmrgSI6
Trp-430 ’ JFJ’; G% §\'« it
ig‘y‘ ‘:: ﬁb : His520

» y 3‘2 A ?’Qf‘
Phe-418 '5 \ p X ( I

e & wr

Sekil 2. 14 GOD yapisindaki FAD kismi ve aktif boélgedeki amino asit rezidleri [20]

His-563

—» Iyr-73

2.2.6 Glukoz Oksidaz Enzimin Genel Ozellikleri

GOD molekil agirhig yaklasik olarak 130-175 kDa arasinda degismektedir. GOD D-
glukozun B anomeri icin oldukca spesifik iken ayni spesifiklig§i a-anomeri icin
gostermemektedir [20]. D-glukozun B-anomerinin reaksiyonu 20 °C ‘de a-anomerine

gore 150 kat hizl olmaktadir [22]. 2-deoksi-D-glukoz, D-mannoz ve D-galaktoz substrat
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olarak kullanildiginda GOD duslk bir aktivite gostermektedir. GOD’nin baslica
inhibitorleri p-kloromerkiribenzoat, Ag* , Hg®* , Cu?* , hidroksilamin, hidrazin,
fenilhidrazin, dimedon ve sodyum bisilfittir. Nakamura ve Fujiki 1968 yilinda
gerceklestirdigi calismada A.niger ve P.amagasakiense’den elde edilen GOD enziminin
molekil agirliklarinin sirasiyla 152 ve 150 kDa olduklarini bulmustur. Her iki kaynaktan
elde edilen GOD’nin baslica glukoz, mannoz ve hekzoamin olmak Uzere benzer
karbonhidratlari icermektedir. Yalniz A. nigerden elde edilen GOD’nin P.
Amagasakienseye gore daha fazla mannoz ve hekzoamin, daha az glukoz icermektedir.
GOD’nin karbonhidrat igerigi A.nigerde %16, P.amagasakiense de %11 olarak
bulunmustur. Her iki kaynaktan elde edilen GOD’nin amino asit igerigine baktigimizda
A.niger GOD P.amagasakiense GOD’e gore daha fazla histidin, arginin, tirozin daha az
lisin ve fenilalanin igerir. Her iki kaynaktan elde edilen GOD’nin optimum pH
araliklarina baktigimizda A.niger GOD’nin optimum pH arahg 3.5-6.5; P.amagasakiense
GOD’nin optimum pH araligi 4.0-5.5 arasindadir [20]. Genellikle GOD’nin optimum pH
degeri 5.5 olarak bilinir [23]. A.nigerden elde edilen God P.amagasakienseden elde
edilene gore daha genis pH araligi vardir. GOD’nin izoelektrik noktasi 4.2-4.4
civarindadir [25].

2.2.7 Glukoz Oksidaz Enziminin Aktivite Analizleri

GOD enziminin tayini igin literatlirde birgok analitik metot bulunmaktadir. Tongbu
(1996) GOD tayini igin titrimetrik metotu kullanmistir. Bu metotta enzim ¢ozeltisi %2 lik
B-D-glukoz bulunan asetat tamponuna eklenir ve sodyum hidroksit coOzeltisi
eklenmesiyle reaksiyon durdurulur. Karisim standart hidroklorik asit ¢ozeltisiyle titre
edilir ve eklenen standart hidroklorik asit ¢ozeltisinin hacmi hesaplanarak GOD

aktivitesi hesaplanir.

Birgok arastirmaci oksijen varliginda GOD’nin B-D-glukozun B-D-glukano-6-laktona ve
H,0, ‘ye oksidasyon reaksiyonunu baz alan analitik metodu kullanmaktadir.H;0; ikincil
bir reaksiyonda, HRP enzimi vasitasiyla kromojenik bir substratin renk degisimiyle
sonuclanan ylkseltgenmesinde kullanilir ve bu renk degisimi spektroskopik olarak

Olclllr. GOD reaksiyonunda iki kromojenik substrat kullanilir. Bunlar 2,2’-Azino-di-[3-
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etilbenzthiazolin-stlfonat] (ABTS) ve o-dianisidin. ABTS formunda yesilimsi mavi bir

oksidasyon urini olusur ve bu Griin 420 nm’de spektroskopik olarak 6l¢tlir.

GOD
O, + B-D-Glukoz ——— = [—D-Glukano-o6-lakton + H,0,

HRP
ABTS, 4 +2 H,O ——mme— ABTS ; + H,0

Sekil 2. 15 Kromojenik substrat olarak ABTS kullanildaginda GOD reaksiyonu [20]

GOD
O, + B-D-Glukoz+ H,0 —— P—D-Glukano-6-lakton + H,0,

HRP
O-dianisidin ;\y  +H,0, — = O-dianisidin yik. * H,0

Sekil 2. 16 Kromojenik substrat olarak o-dianisidin kullanildiginda GOD reaksiyonu [20]

O-dianisidin oksidasyonu sonucunda 500nm’de spektroskopik olarak olgiilen kinonimin

boyasi olusmaktadir [20].

2.2.8 Glukoz Oksidaz Enziminin Kullanim Alanlari

GOD’nin kimya, biyoteknoloji, eczacilik, yiyecek ve icecek, klinik kimya ve diger
endustrilerde birgok uygulama alanlari olmasindan dolayi son birkag yilda ticari 6nemi
kat ve kat artmistir. Ayrica ucuz ve kararli olmasindan dolayi glukoz tayininde analitik

reaktif olarak en yaygin kullanilan enzimdir.

God baslica balik, bira, konserve yiyecek ve iceceklerde oksijenin uzaklastirilmasi, tat,
raf 6mri ve kokunun iyilestiriimesinde kullanilir. Ayrica mayonezdeki eksimeyi de
onlemektedir. Gida endustrisinde glukoz oksidaz enzimi gidanin kalitesini korumak
amaciyla da kullanilir [20]. Ornegin yumurtanin kurutulmasi sirasinda Maillard
reaksiyonun ve buna bagli rengin bozulmasini énlemek igin yumurtanin bilesimindeki
az miktardaki glukoz, glukoz oksidaz ile okside edilerek kurutmadan 6nce ortamdan
uzaklastirtlir. Ancak bu uygulama ortamdaki glukozun az olmasi halinde basarili sonug

vermektedir [26].

Glukoz oksidaz en ¢ok endustriyel ¢Ozeltilerde ve kan, lire gibi viicut sivilarinda glukoz
tayininde kullanilir. Ozellikle diyabet hastalarinda kandaki glukoz degerinin siirekli takip
edilmesi gereklidir. Biyosensorler kandaki glukoz degerinin 6lcebilen cihazlardir. GOD

biyosensorlerde kullanilan uygun enzimlerden biridir.
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Biyoyakit hucreleri katalizorleri kullanarak biyokimyasal enerjiyi elektriksel enerjiye
donustirdrler. Biyoyakit hicrelerinin bir ¢esidinde biyokatalizér olarak enzimler

kullanilir ve GOD kullanilan enzimlerden birisidir [20].

GOD sarap enddstirisnde de kullanim alanina sahiptir. Glukozu 6-glukano-1, 5-laktona
donistirerek glukozun alkole doniismesi dnlenir ve bu sayede sarapta alkol icerigini
ayarlayarak bakterisit etkisiyle sarabin bozulmasini énler ve 6zelliklerini iyilestirir [20],

[27].

GOD agiz ve dis bakimi Urinlerinde anti mikrobiyal ajan olarak kullanilir. GOD’nin

Uriind H202 kullanish bir bakterisit olarak rol oynar.

GOD ayrica glukonik asidin ticari kaynagi olarak kullanilir. Gida endistrisindeglukonik

asit regllatori olarak davranarak gida katki maddesi olarak, sterilizasyon c¢ozeltisi
olarak ya da renk acici olarak kullanilir. Ayni zamanda metal ve deri endistrisinde
asitlik dizenleyicisi olarak kullaniimaktadir. insaat endistrisinde anormal hava

kosullarina karsi stabilite ve direng artisini saglayan bir ¢imento katkisidir.

GOD tekstil endistrisinde beyazlatma icin bir metot olarak kullanilan H,O; lretiminde

kullanihr [20].

2.2.9 Enzim Stabilizasyonu

Endistriyel enzimlerin stabilite calismalari biyoteknolojin en 6nemli konularindan
biridir [28]. Birgok alanda 6zellikle biofarmakoloji ve biomedikal alanlarindaki protein
uygulamalarindaki biylk artis sebebiyle enzim stabilizasyonunun 6nemi giderek
artmistir [29]. Ozellikle immobilize ve stabil enzimlerin biyosensér olarak kullaniimasi
klinik, endistriyel ve cevresel orneklerin enzimatik analizinde ¢ok buylk bir
potansiyeldir [30]. Enzimler bircok avantajlarindan dolayi endistride kullanimi giderek
artmistir.  Ancak enzimlerin endlstrinin  tim uygulamalarinda kullanimi  hala
kisitlamalar icermektedir. Endistriyel katalizér enzimler calisilan ortamlar altinda ve
saklama kosullarinda uzun bir siire stabil olmalidirlar. Enzimin saklama kosullarindaki
sorunlar ortamdaki nem ve mikrobiyal kontaminasyon gibi istenmeyen etkilerden
kaynaklanir. Bircok enzim cevresel kiclk bir degismeyle sicaklikla, pH ile kimyasal
ajanlarla, proteazlarla, cevresel modifikasyonla ve radyasyonla kolaylik inaktive olabilir

[31], [39]. Protein denatiirasyonu aminoasit sirasini degistirmeksizin proteinin dogal t¢
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boyutlu yapisindaki kiiglik ya da blylk degisimleri iceren bir prosestir. Protein
stabilizasyonu ise bu noktada bu degisimleri engelleyen ve proteinin dogal yapisini
koruyan bir yontemdir [39]. Genel olarak enzim stabilizayon yontemleri cesitli yollarla

gerceklestirebilir.

Ekstrem kosullarda yasayan mikroorganizmalar Uzerinde yapilan ¢alismalarla
dogal olarak ¢ok yliksek stabiliteye sahip enzimlerin izole edilmesi

e Kimyasal modifikasyon

e Protein mihendisligi

e immobilizasyon yontemleri

e Stabilize edici katki maddelerinin eklenmesi [30], [31], [39].

Ekstremofil canllar (termofilik ve halofilik gibi) sicak kaynaklar ve yilksek iyonik
kuvvetteki tuzlu ortamlar gbi kotlu cevre kosullarinda yiizlerce bar basincinda ve
0°C’nin ¢ok altindaki sicakliklarda yasamaktadirlar. Ekstremofiller (izerine yapilan
arastirmalar  ylksek stabil enzimlerin umut verici  kaynaklari  olarak
degerlendirilmektedir. Ekstremofillerin kullanimi ile ilgili problemler glvensiz olarak
kabul edilen yavas blylyen organizmlardaki glicliklerinden dolay! izolasyonu ve
Uretimindeki zorluklardir [30]. Termofillik enzimler sicaklik ortamlarinda oldukca
stabildir. Dahasi (re, deterjanlar, organik ¢ozlciler, preteolitik enzimler gibi birgcok

yaygin protein denatlirasyonlarina karsi ylksek bir stabilite gosterir.

Son yillarda enzimlerin stabilizasyonunu artirmak icin farkli kaynaklardan elde edilen
proteinlerin Ug boyutlu konfarmasyonlari ve bilesimleri karsilastirarak uygun enzimlere
kimyasal olarak modifiye yontemi kullanilmistir. Protein yilizeyinde yapay
hidrofilizasyon saglanabilmesi icin -NHy gruplari farkli reaktiflerle tercihen alkilasyon
veya acilasyon reaksiyonlariyla modifiye olmaktadir. Genel olarak protein ylizeyindeki
hidrofiliizasyonun saglanabilmesi enzim stabilitesinin artmasiyla sonuglanmaktadir. Bu
etki su molekilleriyle etkileserek enzimi destabilize eden protein yiizeyinde lokalize

olan polar olmayan gruplarin azaltilmasiyla agiklanabilir.

Glutaraldehit, diamidat ya da ditioller gibi bi ya da polifonksiyonel ajanlarla yapilan

retikllasyon protein molekilinin bir ya da bircok bdlgesine intra molekiler capraz
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baglarla baglanmasidir. Bu eklenen baglar birgok denatiirasyon faktorlerine kargi enzim

stabilitesini ve protein yapisinin rijiditesini artirmaktadir.

Enzim stabilizasyonunda en etkileyici ve heyecanli uygulamalar stiphesiz ki genetik
miihendisligi alanindaki yeni teknolojik gelismelerdir. Rekombinant DNA teknikleri
yonlendirilmis mutagenez yoluyla dogal proteinlerin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini
dizayni ve modifiyesi icin firsat sunar ve onlari ilgili prosese uyarlar. Ek olarak, bir DNA
molekilinin kimyasal sentezinin yiritilme olasiliginin  olmasi spesifik amino

asitlerinin birlesimini ve dogada bulunmayan yeni proteinlerin Gretimini saglar [39].

Belirli bilesenlerin enzim ¢ozeltisine eklenmesi enzim stabilizasyonunda belirgin bir etki
yaratmaktadir. Bu bilesenler baslica tuzlar, poliooler (polietilen glikol, gliserol),
polimerler (dekstran), bovine serum albumin, polietilenimin, polielekrolitler, organik
osmolitler, organik cozlcller, sekerlerdir. Uygun katki maddelerin secilmesi enzimin
dogasina baghidir [31], [39]. Bu bilesiklerin ¢cogu enzimatik reaksiyonun substrati ya da
Urtnd, allosterik efektorl, koenzimi ya da koenzim tirevi oldugu icin protein
molekiline ¢ok gi¢lii baglanir. [39]. Bu katki maddelerin kullanimi 6zellikle enzimlerin

daha uzun sire stabilize kalmalarini saglamak igin iyi bir yontemdir [31].

2.2.10 Enzimlerin immobilizasyonu

Enzimlerin immobilizasyon c¢alismalari 1960 yillarindan beri giderek artis gostermistir
ve su anda hem biyokimyada temel calismalarda hem de biyoteknolojide pratik

uygulamalarda ¢ok genis capta calisiilmaktadir [39].

Kati tastyicilara immobilizasyon biyokatalizoriin islevsel stabilitesini artimaktadir,
¢alismanin kontroll daha iyi hale getirir, kataliz kontaminasyonu ve reaktor dizayninin
esnekligi olmaksizin daha kolay Grin geri kazanimi saglamaktadir. Bu sebeple
immobilizasyon belki de en ¢ok kullanilan yo&ntemdir. Dahasi, inhibisyonu
azaltmaktadir, ¢6zliniir enzimlere nazaran seciligi ve fonksiyonel 6zellikleri daha iyidir

[30].

immobilize enzimlerin biyoteknolojik uygulamalari genel olarak bir¢ok alani kapsasa da
ozellikle klinik ve analitik kimya, medikal, gida, ila¢ teknolojisi, organik sentez ve

kimyasal bilesiklerin endUstriyel sentezi gibi alanlarda kullaniimaktadir.
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Son yillarda biyolojik aktif proteinlerin immobilizasyonunda birgok ydntem
gelistirilmistir ve bitln enzimler icin evrensel uygun bir teknik belirlemek oldukga
glctiir. immobilizasyon metodunun en uygun secimi immobilize edilecek enzimin

tipine baglidir [39].
Enzimlerin immobilizasyonunda baslica 5 yontem kullanilmaktadir.
e Kovalent baglama
e Tutuklama
e Adsorpsiyon
e Capraz baglama
e iyonik baglama [1], [25].

Kovalent baglama: Biyoreseptoriin transducer ylzeyine kimyasal bir reaksiyon sonucu
kovalent baglanmasidir. Baglanma ¢ok yumusak kosullarda( oda sicakhgi, nétral pH vb.)
yapiimalidir. Kovalent baglanma enzim molekili Uzerindeki fonksiyonel gruplar(
karboksil, amino, sulfidril, tiyoester imidiazol) tizerinden gergeklesir [1], [25]. Enzimin
kovalent immobilizasyonunda bazi aktivite kayiplari yasanabilir. Bunlarin baslica
nedenleri; sterik engel ( aktif bolgenin kismen bloke edilmesi), diflizyonun

sinirlandirilmasi ve yapisal degisikliklerdir [40].

lyonik baglama: Bu ydntem iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢6ziinmeyen
taslyicilarla enzimin iyonik baglanmasini esas alir. iyonik baglama cok yumusak
kosullarda gergeklesir ve enzimin aktif merkezinde degisiklige neden olmaz. Baglanma
kovalent bag kadar kuvvetli olmadigindan uygulama sirasinda enzimin yiizeyden kagisl

sorun olmaktadir [25].

Capraz baglama: Enzimler ¢capraz baglayici bi ya da multi fonksiyonel gruplar ile ¢apraz
baglar olusturarak suda ¢ozlinmeyen kompleksler olustururlar. Baslica capraz baglayici
reaktifler glutaraldehit, hekzametilen, diizo siyanat, diflorodinitro benzendir. En ¢ok
kullanilani ise glutaraldehittir. Capraz baglama reaksiyonu c¢ok yumusak kosullarda

gerceklesmedigi icin aktivite kayiplari olabilmektedir [1], [25], [41].

Adsorpsiyon: Bu metot immobilizasyon yontemleri icerisinde en kolay metottur. Enzim

ylzey aktif adsorbentin ylizeyine fiziksel olarak adsorbe olur. Enzimin adsorbente
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baglanmasinda etkili olan vander walls kuvvetleridir. Bu yontemin; immobilizasyonu
basit olmasi, enzim immobilize oluyorken ayrilmasi ve saflastiriimasi mimkiin olmasi,
enzimin adsorpsiyon olurken genelde deaktive olmamasi, adsorpsiyonun dénisimli
bir proses olmasi gibi avantajlari mevcuttur. Baglanmanin zayif olmasi,
immobilizasyonun ¢dzeltinin pH’sina, sicakligina ve iyonik kuvvetine bagimli olmasi gibi

dezavantajlari vardir [41].

Tutuklama: Enzim belirli bir mekanda durmaya zorlanarak bulundugu ¢evreden disariya
¢tkamaz durumdadir. Tutuklama polimer matriks igindeki kafeslerde veya yari gegirgen
membranlar icinde mikrokapsiilleme ile gercgeklestirilebilir [25]. Bu yontemde enzim
herhangi bir kimyasal bir modifikasyona ugramadigindan yontem ¢ok buylk bir
avantaja sahiptir. Bu sebeple enzimin kendine 6zgu 6zellikleri degismemektedir. Ancak
enzim jel matrikslerde deaktive olabilmektedir. Enzim kagisi da ayni zamanda bir

problemdir [41].

2.3 Polietilen Glikol (PEG)

Polietilen glikol (PEG) tekrarlanan etilen oksit birimlerinden olusan molekil agirligi 500

Da- 30 kDa arasinda degisen lineer ya da dallanmis halde bulunan bir maddedir [20].

HO\(/\O/\*{OH

Sekil 2. 17 Polietilen glikol’ Gin (PEG) kimyasal yapisi [42].

PEG en cok ilgi ceken ve ¢ok yonli olan bir polimerdir [33]. PEG ve tiirevleri protein
modifikasyon c¢alismalarinda oldukga fazla kullanilmaktadir. Sekil 2.18" de goruldigu

gibi her gecen sene PEG ile yapilan ¢alismalar artmaktadir [42].
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Sekil 2. 18 PEG veya tirevleri ile protein modifikasyonunun yapildigi calismalar [42].

PEG ve tlrevleri lubrikant, ¢ozici, baglayici, lastik endistrisinde, gida, farmakoloji,

kozmetik, tarim, tekstil, kagit, petrol ve bircok endistride kullanilir [35].

PEG’nin bu cekiciligi hidrofilik, toksik ve immiinojik olmamasi gibi bazin avantajh
ozelliklerine baghdir [21]. PEG Amerikan Gida ve ilag Dairesi’den alinan onay ile klinik
calismalarda kullaniilmaya baslanmistir [32], [33], [42]. PEG’nin yapisindaki her etilen
oksit biriminin 2-3 su molekilliyle koordinasyonundan dolayi kendine 6zgln essiz
¢Ozlinme O6zellikleri vardir. Bu yiksek ¢6ziinme PEG molekiliniin esnekliginin yiksek
olmasiyla beraber yapiya biyouyumluluk, immiinojenik olmayan ve antijenik olmayan
Ozellikler kazandirmaktadir. Coziinmenin diger ©6nemli sonucu ayni  molekl
agirligindaki globliler proteine gore hidrodinamik agidan 5-10 kat fazla blytyebilir [33],
[34].

2.3.1 Pegilasyon

Pegilasyon basitce protein, peptit ya da bunlarin disindaki molekdillerin bir veya daha
fazla PEG zincirinin baglanmasi ile modifikasyona ugratiimalaridir. Pegilasyon islemi
genellikle proteinlerin amino gruplarinin agilasyon ve alkilasyon reaksiyonlari ile
olusmaktadir. Bunun sebepleri amino gruplarinin nikleofilik olarak aktif oluslari ve

proteinlerin yizeyinde yer almalaridir [27], [35].

PEG’nin proteinler, peptitler gibi molekiilere baglanabilmesi icin bir ya da iki

terminalinde de fonksiyonel grup icerecek sekilde aktive edilmeleri gerekir.

27



Fonksiyonel grup, molekiilde bulunan ve PEG ile birlesecek uygun reaktif grubun tipine
gore secilmelidir. Protein ve peptitlerin yan zincirlerindeki reaktif amino gruplari (lisin,
arjinin), sulfhidril (sistein), hidroksil (serin, treonin), karboksi (aspartik asit, glutamik
asit) yada N-terminal amino ve C-terminal karboksilik asittir. Glikoproteinlerde ise

hidroksil gruplari kullanihr [27], [32].

Protein ve peptitlerin pegilasyonu igin ¢ogunlukla lisin, arjininin uygun primer amin

gruplarindan yada N-terminal amino gruplarindan yararlanilir [32].

Polimerdeki ylksek reaktiflikte ki aldehit gruplariyla protein yapisindaki amino gruplari
arasindaki reaksiyonla geri dontisimli imino gruplari olusmaktadir. Daha sonra yapi
NaBH4 ile indirgenerek aldehit gruplarinin inert hidroksil gruplarina doénisimi
engellenir hem de ayni zamanda geri donlisimliu schiff baz yapisi tamamiyla

donistmsiz kovalent baglarina dontslir [29].

| #9 NH, ] 0 ::_
T %H MNH. | g C»H e
o NH Lys ~1
—:f‘_’H -_ Lys “ACHEN THC-N-
Lys “ T T
0 : - : NaBH, 1
iy - E' - - —CH=N > ~G-N
1 A Reduction o )
cfﬁ Troan—" Jron—
Enzyme with high surface ’ ’
.0 density of lysins 1 o 1
TSy % ~-OH

Sekil 2. 19 Polimer enzim arasindaki kovalent immobilizasyon [29].

Pegilasyon islemi sonucu elde edilen konjugatlar asagida belirtilen 6zellikleri

gostermektedir [42].

e PEG, protein ylzeyini sterik engellemeyle maskelemekte ve degrade edici

ajanlara karsi korumaktadir.

e Polipeptidin molekiiler blyuklGgini artirmakta ve bunun sonucunda renal

ultrafiltrasyonu azaltmaktadir.

e Antikor ya da antijen isleyici hiicrelerin temasi da PEG zincirlerince

engellenmektedir.

e Protein immiinojenisitesi azalmakta veya elimine edilmektedir.
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PEG fizikokimyasal Ozelliklerini bagladigi peptit ya da nonpeptit molekiile

tasimakta ve boylece o maddenin biyo dagihm ve c¢ozindrlik o6zellikleri

degismektedir.

e Enzim ve biyoaktif maddeler organik ¢oziici veya

¢O0zlinmektedir.

uzatmaktadir.

Tumorlt dokularda birikimi artirmaktadir.

sulu

Pastikal
boyutunum
ANLIDE s Sonucy Protein
bibreklerden
utilimm
engellenmesi  YY_ W T

FEG hidrofilliginde n
dolays cozinir g in
artmasy

Proteoliti:
enzhmlerin ve
antikorkarin
engellenmesi

Sekil 2. 20 Pegilasyona ugramis proteinin avantajlari [36].

¢Ozeltilerde

in vivo olarak PEG-protein konjugatinin atilimini ve kandaki sirkiilasyon siiresini

Protein ve biyoaktif maddelerin fizyolojik 6zelliklerini stabilize etmektedir.
Cesitli etkin maddelerin farmokinetik 6zelliklerini stabilize etmektedir.

Biyolojik molekiiller, membranlar, hiicre partikilleri ve hicreler ayrilmaktadir.

PEG’nin genis kullanim alani olmasina ragmen kullanimini kisitlayan bazi durumlar

vardir. PEG tim sentetik polimerler gibi farkl sayida monomerleri olan polidispers

yapidadir. Bu durum bazi ila¢ konjugatlarinin viicutta kalma siiresi ve immiinojenitesi

acisindan farkl biyolojik 6zellik gostermesine neden olabilmektedir. Ayrica PEG diger

polimerler gibi idrar veya fecesle atilmaktadir. Ancak yiksek molekil agirlhigina sahip

ise karacigerde birikerek makromolekiler sendroma sebep olabilir [42], [36]. PEG-

asparajinaz ve PEG-Urikaz ile tedavi edilen hastalarin serumlarinda terapitik etkiyi

kaybetmesiyle tedavi icin notr bir etkiyle sonuclanan spesifik anti-PEG antikorlari

bulunmustur [33].
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2.4 Dekstran

Dekstran muhtemelen ilk ve en g¢ok ¢alisilan polimerlerden birisidir. Dekstran bakteriler
tarafindan Uretilen bir polimerdir. Polimer baglica glukoz monomerlerinin a-1,6-
glukozid baglariyla baglanmis bir polimerdir. Bazi durumlarda yapida dallanma
gosteren 1,3- glukozid baglari da olusmaktadir. Dallanma derecesi polimerin kaynagina
gore  %0.5 ile %60 oraninda degismektedir. Dekstranin dallanma derecesi sudaki
¢Ozlinlrluglint etkilemektedir. Yapida ne kadar cok dallanmis varsa, ¢ozinirligl o
kadar dislik olmaktadir [33]. Bu sebeple ticari olarak kullanilan dekstranlarin ¢ogu
yuksek derecede suda ¢ozlinmeyi saglayan dislik oranda dallanmis yapi icermektedir
(%0.5). Yiksek suda c¢ozinebilirliginin yani sira dekstran polimeri zayif asit ve baz
ortamlarinda kararlidir ve konjugasyon igin bir ¢ok hidroksil grubu icermektedir. Bu
elverisli fizikokimyasal karakteristikleri ile birlikte ucuz olmasi ve klinik uygulamalarda
bir tarihi olmasi dekstrani iceceklerde ya da protein tasiyicisi olarak kullanimi ilgi ¢ekici

halde getirmistir [37].
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Sekil 2. 21 Dekstran polimerinin kimyasal yapisi [37].

Dekstran klinik uygulamalarda plazma hacminin artirilmasi, periferal akisin
yukseltilmesi ve anti trombosit ajan olarak kullanilir. Dekstran biyouyumlu ve
biyobozunur polimerdir. Bu sebeple baslica kan dolasimindaki terapitik ajanlarin
dayanililiklarini artirirlar, ilag ve proteinlerin tasiyicisi olarak olarak kullanilirlar [25],

[37].

Hidrofilik polimerlerle enzim vylizeyinin minimum modifikasyonu enzim ylizeyinin
cevresinde bir kabuk olusturmak ve hidrofobik ara ylizeylere karsi etkilesiminin
engellenmesi icin iyi bir stratejidir. Modifikasyon sonrasi polimer enzimin sadece kiigcik
molekillerle etkilesimine izin vermemeli, ayrica enzimin hidrofobik ara yiizeylerle
etkilesimini engellemek amaciyla olduk¢a hidrofobik karakterde olmalidir. Ayrica

secilen polimer, enzim ylizeyiyle etkilesecek reaktif gruplari barindirmahdir. Dekstran
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aldehit butiin kosullari yerine getirebilen esnek bir polimerdir ve ¢apraz bagh
immoblize multimerik enzimlerde hidrofobik ortamlarin olusturulmasinda ve

makromolekiillerle destek materyallerinin etkilesimlerini azaltmaktadir [28].

Dekstran siilfat polianyonik bir dekstran tirevi olup klinik ¢alismalarda antikoagilant

olarak kullanilabilmektedir [38].

2.4.1 Dekstran Protein Konjugasyonu

Onceki calismalarda dekstran streptokinaz enzimiyle konjuge edildi ve daha sonralari
Rusya’ da klinik uygulamalarda kullanilarak insanlarda test edilen ilk protein
konjugasyonuydu. Polimerdeki serbest hidroksil gruplari periodat ile okside olarak
proteindeki amino gruplariyla reaksiyona giren aldehit gruplarina doéndstr [33]. Bu
sayede enzimin polimere ¢oklu kovalent baglarla baglanmasiyla daha rijid bir yapi

olusur [29].

Bu metot hala genel olarak dekstran ve polisakkaritlere proteinlerin baglanmasinda
uygulaniyor olmasina ragmen reaksiyon ortami iyi kontrol edilmezse polimer
omurgasindaki c¢esitli baglayici gruplar tarafindan istenmeyen capraz bagh bilesikler

olusabilmektedir

Polisakkaritlerin ~ sodyum periodatla muamelesiyle gergeklesen  oksidasyon
reaksiyonunda iki aldehit grubu olusur. Daha sonra bu aldehit gruplari proteinlerle
reaksiyonunda hangi aldehit grubunun reaksiyona girecegi ve aldehit gruplarinin
reaktiflikleri arasindaki fark bazi problemlere neden olmaktadir. Sonuc olarak reaksiyon

sartlari iyi dizenlenmezse istenilen diizeyde bir konjugasyon gerceklesemez [33].
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

3.1.1 Kullanilan Cihazlar
Kaba terazi:

Hassas terazi:

Manyetik karistirici:

pH metre cihazi:

Vorteks:

Saf su cihazi

Su banyosu

Liyofilizator

U.V. Visible Spektrofotometre
GPC sistemi

FT-IR Spektrofotometre

Ultrafiltrasyon cihazi

Potansiyometre cihazi

: Precise BJ 6100D
: Precise XB 220A
: Heidoloph MR 3001
> Inolab
: Heidolph Type REAX top
: Millipore FASN77678
: GFL 1086
: Telstar Cryodos
: Model V-530 JASCO Program
: Viscotek 4 detektorlii SEC-HPLC-GPC
: “Pelkin EImer Spectrum One” marka (Universal ATR
Sampling Accessory)
: Model 8010 “Stirred Ultrafiltration Cell” Millipore

: Laboratuvar yapimi multi kanalli potansiyometre

32



Ag / AgCl referans elektrod

: BiomArge

3.1.2 Kullanilan Malzemeler

Beher
Otamatik pipet
Ependorf tupleri
Deney tipleri

Penisilin siseleri

:25ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 1 L

:Ependorf 0-10 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl

Manyetik karistirict magnetleri

Kuvartz kivet
Saat cami
Pasteur pipetler
Plastik kablolar

Bakir tel

:1ml, 5ml

3.1.3 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Cizelge 3. 1 Kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Maddeler Uretici Firma Katalog No
Glukoz Oksidaz Aspergillus | Sigma 1345292V
niger

HRP Fluka 49180
NaH2P04.2H,0 Riedel-de Haen 31432
NaHPO4.7H,0 Fluka 71647
Polietilen glikol M:20.000 | Sigma BCBB3752
Asetik asid Fluka 45754
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Cizelge 3.1 Kullanilan kimyasal maddeler (devami)

H2S04 Merck K31996213315
o-dianisidin Fluka 33430

D -(+)- Glukoz Anhidrat Fluka 49138

NalO4 Fluka 71862

NaBH4 Merck S$6177973 107
Ultrafiltrasyon membran Millipore K6HN4528
Rejenere Seliiloz

Tris- HCI Sigma SoDZ5S
Grafit Fluka 426277/1
Polimetil metakrilat Imicryl 12280
Quinhydrone Aldrich STBB2147V
2-Nitrofenil oktil eter Fluka 73732

Poli vinil klortr Fluka 81392
Sodyum tetrafenil borat Carlo Erba 483751
Trioktil amin Aldrich MKBL6960
Tampon Tabletleri ( pH 4, Fluka 82560

pH 7)

3.2 Deneylerin Yapilisi

3.2.1 GOD enziminin Aktivite Tayini

Kullanilan Reaktifler;

0,01 M pH 7 PBS tamponu

%25 Glukoz ¢ozeltisi

10 mM o-dianisidin

0,01 mg/ml HRP enzim ¢o6zeltisi
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0,005 mg/ml GOD enzim ¢ozeltisi
1M H2SO4 ¢ozeltisi

Deneyin yapihsi; 25 °C deki su banyosunda bekletilen deney tiplerine sirasiyla 780 ul
PBS tamponu, 50 ul glukoz, 25 pl o-dianisidin, 15 pl HRP enzim ¢ozeltisi ve 30 ul GOD
enzim ¢ozeltisi konularak reaksiyon baglatilir. 10 dakika sonra 100 pl 1 M H3SO4
eklenmesiyle reaksiyon durdurulur. UV spektrofotometrede 400 nm dalga boyunda
(Aa00) absorspsiyon spektrumlari okunur [43]. Silfurik asit eklenmesiyle tliplerde
turuncudan sariya donen bir renk degisimi gerceklesti ve olusan uriin 400 nm’de pik

vermistir.

Aktivite Unite hesaplamasi: Bir Uinite GOD aktivitesi, pH 7 ‘de 1 dakikada 1 p mol B-D-
glukozun D-glukon-&-lakton ve H,0.’e donilismesini katalizleyen enzim miktari olarak

tanimlanmaktadir [44]. Asagida verilen (2.1) esitligi vasitasiyla hesaplandi.

A, x10°
Ufml = 00 =2 (2.1)
M, xtxCgqp

3.2.2 Enzim Polimer Konjugatlarinin Sentezi

PEG’in  20.000Da boyutlari kullanilarak aldehit tirevleri sentezlenerek; aldehit
yapisindaki karbonil grubu ile proteinin aktif boélgesindeki amin grubu arasinda
kondensasyon reaksiyonu gergeklesmesi sonucunda bir schiff bazi olan enzim-polimer

konjugatlari elde edildi.

3.2.2.1 PEG Aldehit Tiirevinin Eldesi

Kullanilan g¢ozeltiler;
® 3,33 g PEG (20.000Da) 30 ml distile suda ¢oziilmesiyle elde edilen ¢ozelti
e 8 g NalO4 70 ml distile suda ¢oziinmesiyle elde edilen ¢ozelti

Deneyin yapilisi;

e NalO4 PEG ¢ozeltisinin Gzerine yavas yavas karistirilarak eklendi
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e Bu ¢Ozelti oda sicakliginda ve karanlik ortamda 24 siire boyunca karismaya

birakildi

e Ortamda bulunan fazla iyonlari uzaklastirmak igin elde edilen yikseltgenmis PEG’i

24 saat oda sicaklhiginda karanlik ortamda distile suya karsi diyalize birakildi.

e Uriin liyofilizatdrde kurutularak aldehit gruplari iceren PEG elde edildi

3.2.2.2 GOD PEG Konjugatlarinin Sentezi

Glukoz oksidaz (GOD) ile 20.000Da PEG’ in aldehit tlrevinin kovalent konjugatlari

sentezlendi.

Toplami 4 ml reaksiyon hacminde olacak sekilde konjugasyon reaksiyonu yapildi. pH 7
de 0,1 M fosfat tamponu (PBS) kullanildi. Protein konsantrasyonu Cprotein = 0,2 mg/ml
olacak sekilde enzimden 0,2 mg/ml X 2 ml= 0,4 mg proteine karsilik gelen hacim alindi.
PEG konsantrasyonu farkli oranda konjugatlar igin asagida belirtilen formdal ile
hesaplandi. Penisilin siselerinde protein-polimer ( 2 ml enzim+ 2 ml PEG) reaksiyonu
259C’deki su banyosunda 16 saat bekletildi. Sonra, ¢dzeltinin pH’sini artirmak icin 100
mM pH 8,5 sodyum bikarbonat (NaHCO3s) ¢ozeltisinden 5,6 ml eklendi. Daha sonra,
aldehit gruplarini ve amino aldehit baglarini indirgemek igin 9,6 mg (1mg/ml) sodyum
borhidriir (NaBH4 ) eklendi. Cozelti +4 °C’ de 15 dakika karistinldi ve tekrar ayni
miktarda sodyum sodyum borhidriir (NaBH4) eklendi. Cozelti tekrar 15 dakika +4 °C’de
karistirildi ve PH 7’ye ayarlandi [28], [50]. Reaksiyon icerigi konsantre edildi. iki kez
deiyonize su ve iki kez fosfat tamponu ile ultrafiltrasyon cihazinda yikandi. Konsantre
hale getirildi. Konjugatlarin tiiminde protein konsantrasyonu yaklasik 0,09 mg/ml

(A280/1,34) bulundu. Yapilan islemler asagidaki sekilde 6zetlenmektedir.
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2 ml Enzim g¢0zeltisi ( 0,2 mg/ml GOD)

+

2 ml PEG-CHO ¢0zeltisi (PEG Aldehit tiirevi)

l 25 °C, 16 saat, su banyosu

+5.6 ml (+4 °C), 100 mM NaHCOs; pH 8.5

l +9,6 mg (1 mg/ml) NaBH4

15 dk. karistirma (+4 °C)

l +9,6 mg (1 mg/ml) NaBH4

15 dk. karistirma (+4 °C)

|

pH 7 ‘ye ayarlanir (1 N HCI)

|

Konsantre etme, yikama (seltilozik membran)

Sekil 3. 1 GOD-PEG kovalent konjugatlarinin sentezinin sematik gdsterimi [13].

Hesaplamalar;

GOD konsantrasyonu sabit tutularak (0,2 mg/ml) PEG aldehit tirevinin farkh

konsantrasyonlarinda c¢ozeltileri asagida

hesaplanmistir.

Coop X Mpgg

= =1/1;1/5;1/10;1/20

Crec XMgop

nGOD

r]PEG
GOD konsantrasyonu =0,2 mg/ml
Mpec =20000Da

Mgcop=186000Da
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1/1 neop/neec |:> Crec=0,0215
1/5 neoo/neec =) Cpec=0,1075
1/10 neoo/nees :> Crec=0,2150
1/20 neoo/nees == Ceeo= 0,4301

Hesaplanan PEG aldehit tiirevleri, enzim ¢ozeltisi ile 25 °C ‘de 16 saat su banyosunda

reaksiyona birakildi.
104 Ox 0
HO\%\O/%/OH \%\O/%
Peg Aldehit
PEG

RNH,

n

O NaBH,
NHR 4 (@)
\%\O/gk/ %\O/%NR

R .
eductived product Schiff Base

Sekil 3. 2 GOD PEG kovalent konjugatlarinin sentezi

3.2.3 Enzim Polimer Konjugatlarinin Aktivite Tayinleri

3.2.3.1 GOD PEG Konjugatlarinin Aktivite Tayinleri

GOD PEG konjugatlarinin aktivite tayinleri GOD enzimine yapilan aktivite tayininde
uygulanan ydéntemde oldugu gibi yapilmistir. GOD PEG konjugatlarinin ilk olarak 30 'C’
de su banyosunda farkl pH’lerde (5, 6, 7, 8) aktiviteleri incelendi. pH=5 degerinde 0.05
M asetat tamponu, pH 6 0.05 M sitrat tamponu, pH 7 ve pH 8 de ise 0.01 M fosfat

tamponu kullaniimigtir.

Daha sonra GOD PEG konjugatlarinin farkli sicakhklardaki (30°C, 40°C, 50 'C, 60 'C, 70 C)

aktiviteleri incelendi.

Ayrica ncon/nees :1/1, neon/nres :1/5 konjugatlarinin ve GOD enziminin 50°C’deki su

banyosunda 0, 60, 120, 180, 240 dakika bekletilerek termal aktivitelerine bakildi.
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3.2.3.2 GOD PEG Konjugatlarinin Raf Omiirlerinin Belirlenmesi

Aktivite sonuglari degerlendirilerek segilen neop/npec :1/1 , neoo/nreec :1/5 konjugatlarn
ve saf enzim +4 °C'de 22 giin bekletilerek, belli araliklarla siselerden alinarak aktivite

tayinleri yapildi. Bu sayede elde edilen sonuglar dogrultusunda raf dmiirleri belirlendi.

3.3 Elde Edilen Uriinlerin Degerlendirilmesi

3.3.1 Konjugatlarin Viscotek Marka GPC Sisteminde incelenmesi

Viscotek cihazi dolgulu kolon kullanan 4 dedektorli bir kolon sivi kromatografisidir.
Viscotek cihazinda sivi hareketli faz yiksek basingta ufak tanecikli hareketli faz
Uzerinde hareket ettirilmektedir. Bu teknige yliksek performanslh sivi kromatografisi

(HPLC) adi verilmektedir.
Viscotek marka GPC sisteminde,

0,1 mg/ml GOD-PEG konjugatlari, GOD ¢ozeltisi ve PEG ¢Ozeltisi analiz edildi. UV,
kirllma indisi, viskozite dedektorleri, 1sik sacilmasi ile elde edilen kromatogramlar

kaydedildi.

3.3.2 FTIR Spektroskopisi ile Fonksiyonel Gruplarin Analizi

PEG aldehit tlrevi, GOD enzimi, ncoo/neec : 1/1 oranh konjugatin FTIR cihazinda
spektrumlari alindi. Elde edilen spektrumlar ve degerlendirmeleri sonug¢ kisminda

belirtildi.

3.4 Biyosensor Hazirlanmasi ile ilgili Calismalar

3.4.1 pH Elektrodlarinin (H* Segici) Hazirlanmasi

pH elektrotlarin hazirlanmasinda iki farkli ydntem kullaniimistir. ilk ydntemde kompozit
pH elektrodlari hazirlanmistir. Kompozit karisimi agirlikca %11,11 quinhidron, %22,22
grafit, %22,22 polimetil metakrilat (PMM) ve %44,44 akrilik sivisi igcermektedir.
Quinhidron, grafit, polimetil metakrilat tozlari iyice homojenize edildikten sonra

Uzerine akrilik sivisi ilave edildi ve uygun kivama gelinceye kadar karistirildi. Uygun
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kivama gelen kompozit karisimi ince borulara dolduruldu. Borunun bir ucuna ince bir

tel, kati kontakt ile baglandi. Elektrotlar kurumasi icin bir hafta bekletildi. [49].

ikinci ydntemde polimer pH membran kokteyli kati-hal kontakt elektrotlara kaplanarak
pH elektrotlari hazirlanmaktadir. Elektrotun ig iletken kismi olan kati-hal kontaktin
hazirlanmasi igin grafit, epoksi reginesi ve sertlestirici kullanildi. Agirlikga %50 grafit
(w/w), %35 epoksi, %15 sertlestirici kullanilarak toplam karisim 2 g olacak sekilde kati-
hal kontaktlar hazirlandi. Sertlestirici ve epoksi recinesini ¢ozerek grafitle homojen bir
karistirma olusturmak icin yiiksek saflikta THF ( Tetrahidro Furan) kullanildi. Karisim
homojen olana kadar spatille karistirildi. Homojen ve vizkoz karisim oldugunda sert bir
bakir tel bu karisima daldirilarak bakir tel gériinmeyecek ve elektrot ylizeyinde bosluk
kalmayacak sekilde kaplandi. Kati-hal kontakt ile kaplanan elektrotlar oda sicakliginda

4-5 saat kurumaya birakildi [46].

Hazirlanan kati-hal kontakt elektrotlara kaplanmasi icin pH membran kokteyli
hazirlandi. Membran kokteyli, agirlikga %4 trioktilamin (w/w), %67 plastiklestirici
Nitrofenil oktileter (w/w), %28 PVC (w/w) ve %1 sodyum tetra fenil borat (w/w)
kompozisyonuna sahiptir. pH membran kokteyli agirlikca toplam 250 mg olacak sekilde
hazirlandi ve bu karisim 5 ml THF kullanilarak ¢6zildi. Homojen bir karisim elde
edildikten sonra bu membran kokteyli kaplama yapabilecek vizkoziteye ulasmasi igin
karanlikta ve oda sicakliginda beklemeye birakildi. Yeterli vizkoziteye gelen pH
membran kokteyline kati-hal kontakt 3-4 kez daldirihp, elektrotun kendi ekseni
etrafinda dondirtlmesiyle kaplandi. Kaplanan pH membran elektrotlar karanlikta ve
oda sicaklikta 1 gece kurumaya birakildi. Hazirlanan pH elektrotlari 10 mM HCI
¢Ozeltisinde 5 saat doyurulmaya birakildi. Bu pH elektrotlari standart pH tampon

¢ozeltilerinde (pH 4-7-10) test edildi [47].
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Bakir tel

Plastik Izolasyon

Kat-Hal Kontak
L——— H*_secicimembran

Sekil 3. 3 Polimerik membran pH elektrodunun sematik gésterimi

3.4.2 Enzim immobilizasyonu ve Glukoz Biyosensériiniin Hazirlanmasi

Hazirlanan pH sensor elektrotunun yiizeyine glukoz oksidaz enzimi (GOD), capraz
baglayici reaktif olan glutaraldehitin kullaniimasiyla tutturuldu. 2.5 mg GOD enzimi 50
pul 50 mM pH 7 fosfat tamponunda ¢ozilerek enzim ¢ozeltisi hazirlanir. Hazirlanan
enzim c¢ozeltisinin 20 pl’si ile 7 pl glutaraldehit (%2.5(w/w)) karistirildi. pH sensor
elektrotu enzim-glutaraldehit c¢ozeltisine daldiriir ve 1 gece +4 °C’ de bu c¢6zelti
icerisinde bekletilir. 1 gece enzim-glutaraldehit ¢ozeltisinde bekletilen elektrotlar daha
sonra 50 mM pH 7 fosfat tamponunda vyikanarak o6lcime hazir halde geldi.

Biyosensérler kullaniimadigi zamanlarda +4 °C’ de saklandi [48].
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§|—NH2 pH sensir yiizeyi

Balar tel
7 G

\CH— CH + N 0D Plastik izolasyon

/ 2 3 K W

Glutaraldehit Glukoz Oksidaz

Kat-hal kompozit

[H;0-secici]
Glikoz oksidaz enzimi

Sekil 3. 4 Glukoz biyosensoriinin sematik gosterimi
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 GOD Enziminin (GOD) pl Degerinin Aktivite Tayini

GOD enziminin NaOH ile titrasyon egrileri Sekil 4.1 “de verilmektedir. Alinan sonuglar

pl degerinin yaklasik 4 dolayinda oldugunu gostermektedir.

I
[w
i
4 —
2
T T T T T T T T T T T T T T T T
i} 200 400 Goo 200 1000 1200 1400 1600

0,1 N NaOH (uh

Sekil 4. 1 GOD Enziminin pl degerinin degeri grafigi
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4.1.1 GOD PEG Konjugatlarinin Aktivite Sonuglarinin Degerlendirilmesi

GOD PEG konjugatlarinin ve GOD enziminin farkli pH degerlerindeki tampon
cozeltilerde ( pH 5, 6, 7, 8) yapilan aktivite tayinlerinde alinan sonuclar Sekil 4.2 'de
verilmektedir. Elde edilen sonuglara gore GOD, konjugatlardan daha yiksek aktiviteye
sahiptir ve GOD’nin en yliksek aktivite gosterdigi pH degeri 6’dir. 1/1 oranli konjugat
bitin pH degerlerinde en yiksek aktiviteyi gostermektedir. 1/5 oranli konjugatin ise
bitlin pH degerlerinde en disik aktiviteyi gosterdigi bulunmustur. Konjugatlarin hepsi
en yliksek aktivitelerini pH 5’de gosterirken, en dlsik aktivitelerini ise pH 8'de
gostermektedir. 1/10 oranh konjugat ise pH degisimlerinden aktivitesi en az etkilenen

konjugat olarak gorulmustir.

—=—1/1
1000 Iy
1/10
~ 900_ —v— 1/20
£ 800 <+ [=cop
= T
=, 700-
2 600
= '
£ 5001
< 400
300 e T
4 5 6 7 8 9
pH

Sekil 4. 2 GOD ve GOD-PEG konjugatlarinin farkli pH degerlerindeki aktiviteleri

GOD-PEG konjugatlarinin ve serbest GOD enziminin farkl sicaklik degerlerindeki ( 30°C,
40°C, 50 °C, 60 °C,70 °C) aktiviteleri Sekil 4. 3'de gdsterilmektedir. Elde edilen sonuclara
gére konjugatlarin hepsi en yiiksek aktiviteyi 30 'C’ de, en disiik aktiviteyi ise 70 'C’ de
gdstermektedir. Konjugatlar arasinda 1/1 oranl konjugat 30 'C’ de ve 70 'C’ de en
yiksek aktiviteye gosterirken, 1/20 oranli konjugat ise 40 'C, 50 'C ve 60 'C’ de en
yiksek aktiviteyi géstermektedir. 50 'C’ den sonra konjugatlarin aktivitelerinde biiyik
bir diisme gdzlenmektedir. GOD enzimi en yiiksek aktiviteyi 30 ‘'C’ de géstermekte, en

dusiik aktiviteyi 70 'C’ de gdstermektedir. GOD enzimi 50 'C’ de aktivitesinde ¢cok biiyiik
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bir disis gozlenmektedir. Bu sebeple 1/20 oranh konjugat 50 'C ve 60 'C’ de GOD
enziminden daha yiksek aktivite géstermektedir. 1/5 ve 1/10 oranh konjugatlarin

sicakhk degisimlerine karsi aktiviteleri en az etkilenen konjugatlardir.

900 ~

B0y B
800 T S
750 A\ i
it pa
600 \\ o

550
500 -}
450
400
350
300
250
200
150
100
50

0

Aktivite (U/ml)

30 5

Sicaklik (°C)

Sekil 4. 3 GOD ve GOD-PEG konjugatlarinin farkli sicakliklardaki aktiviteleri

GOD, 1/1 ve 1/5 oranh konjugatlarin pH 5 0.05 M asetat tamponunda 50 ‘C’ de su
banyosunda O Dakika, 60 dakika, 120 dakika, 180 dakika ve 240 dakika beklemeleri

sonucunda gosterdikleri aktiviteler Sekil 4. 4’de gosterilmistir.

Elde edilen sonuglara gore 60 dakika bekleme sonunda, konjugatlarin aktivitelerinde,

GOD enzimine nazaran ¢ok buylk bir artis gostermektedir.

120 dakika bekleme sonunda, GOD enziminin aktivitesinde cok buylk bir disls
gozlenmekte, 1/1 oranli konjugatin aktivitesi ¢cok az diismekte ve aktivitesini hemen

hemen korumaktadir, 1/5 oranli konjugatin aktivitesinde ise artis gozlenmektedir.

180 dakika bekleme sonunda, GOD enzimin aktivitesinde belirgin bir disus
gozlenmektedir, konjugatlarin aktivitelerinde ise cok az bir disis gozlenmekte ve

aktivitelerinde 6nemli kayip olmamaktadir.
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240 dakika bekleme sonunda, GOD enziminin aktivitesinde dlisiis devam etmekte ve
artik aktivite gostermemektedir. 240 dakikaya gelinmesine ragmen konjugatlar hala

ylksek aktivite gostermektedir.

240 dakika bekleyen serbest enzim ve konjugatlarda, serbest enzimin aktivite
gostermemesi bunun tersi konjugatlarda gorilen yiliksek aktivite, konjugatlarin termal

kararliliklarinin ¢ok yiksek oldugunun kanitidir

—<GOD

1200 +

1000 +

800
600 -

400 -

Aktivite (U/ml)

200 ~

0 T T T T T T T T
0 60 120 180 240

Zaman (Dakika)

Sekil 4. 4 GOD enzimi, 1/5 ve 1/1 oranh konjugatlarin termal kararhliklari

4.1.2 Raf Omrii Sonuglarinin Degerlendirilmesi

GOD enzimi, 1/1 ve 1/5 oranli konjugatlarin + 4°C’deki raf omdrleri Sekil 4.5’de
verilmektedir. Bekletilme silireci sonunda, konjugatlar aktivitelerini enzime kiyasla
daha az kaybettigi goriilmektedir. 22. glinde GOD enzimi aktivisinde ¢ok buylk bir
disme gozlenmekte ve hemen hemen aktivitesi sifirlanmakta iken konjugatlarin

aktivitelerinde GOD enzime kiyasla ¢ok bliyik bir disme gézlenmemektedir.

Sonug olarak konjugatlarin +4 °C’deki raf dGmirlerinin, GOD enzimine gore daha yiksek

oldugu gorilmdistdr.
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Sekil 4. 5 GOD enzimi ve konjugatlarin raf d6murlerinin grafigi

4.2 FTIR Spektrumlari

GOD enziminin, PEG-aldehit tlrevinin ve 1/1 oranh konjugatin FTIR cihazinda alinan
spektrumlari sirasiyla Sekil 4. 6, 4.7 ve 4.8’de gosterilmektedir.

08T _

2366,12
2926,52

3262,10

1279,06
154091
*%T an |

359 1647,35

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200
-1

Sekil 4. 6 GOD enziminin FTIR spektrumu
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Sekil 4. 7 PEG aldehit tlrevinin FTIR spekturumu
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Sekil 4. 8 GOD-PEG Konjugatinin FTIR spektrumu

GOD’In spektrumunda 3262 ve 1647 cm-1 dalga boylarinda primer amin grubunun

bandlari, 2386 cm-1 dalga boyunda amonyum bandi, 1540 cm-1'de sekonder amin
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bandi, 1279 cm-1 dalga boyunda aromatik amin bandi goriilmustir. Konjugatlarda ise

1640 cm-1 dalga boylarinda amid bandlari gérilmustar.

4.3 DOoOrt Dedektorli HPLC Sisteminde (Viscotek Marka GPC Sistemi) Alinan

Kromatogramlar

Konjugatlarin polimer molekil boyutuna ve mol oranina gore degisen molekiler
ozellikleri hakkinda bilgi veren HPLC kromatogramlari Sekil 4.9, 4.10, 4.11'de

gosterilmektedir.

Cwer by Piet Retasve ngex M) VS, Reenmen Volme il
Memod BEA_R-OO03 I

§22137)

i GOD

— PEG

sis0d —————— 1/1 PEG-GOD
sied —————  1/5 PEG-GOD
§i7co ]

Eis:c_

éwx_ - 1/20PEG-GOD
2

50500

S04 00

Hlaclaal
50293

T T T T
-1 - L L1 | 3 10,0 128 148 180 180 -]
Retertion Volrme Mo

Sekil 4. 9 Konjugatlarin, PEG ve GOD enziminin GPC sistemi Viscotek marka cihaz
kirilma indisi dedektoru ile alinan kromatogramlar
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Sekil 4. 10 Konjugatlarin, PEG ve GOD enziminin GPC sistemi ile Viscotek marka cihaz
UV dedektori ile alinan kromatogramlar
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Sekil 4. 11 Konjugatlarin, PEG ve GOD enziminin GPC sistemi ile Viscotek marka cihaz
1tk sagilmasi dedektord ile alinan kromatogramlar
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GOD-PEG konjugatlarinin ¢ dedektérli HPLC sisteminde kirilma indisi, UV ve isik

sac¢llmasi dedektorlerinden alinan kromatogramlarindan elde edilen sonuglara gore;

PEG ile hazirlanan konjugatlarin kromatogramlarinda; 1/1, 1/5, 1/10, 1/20 mol oranli
konjugatlar, enzimin 6nilinde gelen tek pik ile karakterize edilmistir. Konjugata ait pik,
molekil agirhgindaki artistan dolayl enzimin éniinde yer almistir. UV dedektorde ise
serbest enzimde (g pik, konjugatlarin kromatogramlarinda ise (1/1, 1/5, 1/20) tek pik
gorulmuistir. 1/10 oranh konjugatta tek pikin arkasindan kiglik bir pik geldigi

goralmastir.

4.4 pH Elektrotlarin Potansiyometrik Davranisi

ilk ydntemle hazirlanan kompozit pH elektrotunun potansiyometrik davranisi pH 2, pH
4, pH 6, pH 12 standart pH ¢ozeltilerinde potansiyometrik 6lgiim sistemi ile incelendi.
pH elektrotun potansiyel-pH degisimlerini gésteren ve olciim sisteminden direkt alinan

sonuglar Sekil 4.12'de gosterilmistir.
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Sekil 4. 12 Kompozit pH elektrotun potansiyometrik davranisi

Sekil 4.12 'de gortlecegi gibi pH 2-10 arasi yaklasik 450 + 10 mv degerinde bir fark
bulunmaktadir. pH 2-4 arasi yaklasik 100 £10 mv, pH 4-6 arasi yaklasik 100 +10 mv, pH

6-12 arasi ise 250 + 10 mv degerinde fark bulunmaktadir.
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ikinci ydntemle hazirlanan pH elektrotunun potansiyometrik davranisi pH 4, pH 7, pH
10 standart pH c¢ozeltilerinde potansiyometrik Olglim sistemi ile incelendi. pH
elektrotun potansiyel-pH degisimlerini gosteren ve 6lciim sisteminden direkt alinan

sonuglar Sekil 4.13’de gosterilmistir.
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Sekil 4. 13 Polimerik pH elektrodun potansiyometrik davranisi

Sekil 4.13’de gorilecegi lizere pH 4-10 arasi yaklasik olarak 250 £40 mV degerinde artis
gozlenmektedir. pH 4 ile pH 7 arasi yaklasik olarak 150 +60 mV artis, pH 7 ile pH 10

arasl yaklasik olarak 100 £20 mV art1 gézlenmektedir.

4.5 Glukoz Biyosensoriiniin Potansiyometrik Davranisi

Glukoz biyosensoriiniin potansiyometrik davranisi, 1 mM pH 7.2 Tris-HCI tamponuyla
hazirlanan 10°-10 M arasinda degisen glukoz cézeltilerinde potansiyometrik dlgim
sistemi ile incelendi. Glukoz biyosensoriniin derisim-pH degisimlerini gosteren ve

Olclim sisteminden direkt alinan sonuglar Sekil 4.14’de gosterilmistir.
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Sekil 4. 14 Glukoz Biyosensoriinin potansiyometrik degisimi

Sekil 4.14’de gorilecegi lzere 10-5 M — 10-1 M arasindaki glukoz ¢ozeltilerinde 25 £+ 5
mv degerinde bir artis gozlenmektedir. Biyosensér 10-5 M-10-4 M arasi glukoz
¢Ozeltilerinde beklenen potansiyel artisi gdsterememistir ve bu derisimler arasindaki
glukoza duyarl degildir. Ancak 10-4 M ve 10-1 M arasindaki glukoz ¢ozeltilerinde

glukozu dlcebilmektedir ve beklenen potansiyel artislar gozlenebilmektedir.
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Elde edilen sonuglar daha dnce yapilan ¢alismalarla karsilastirildiginda;

o4

o4

farkh oranda sentezlenen (ngoo/nee¢ : 1/1, 1/5, 1/10, 1/20) GOD-PEG
konjugatlarinin farkli pH degerlerindeki gosterdikleri aktiviteler sonucunda
konjugatlarin hepsi pH 5 degerinde en ylksek aktiviteyi gosterdikleri, pH 8
degerinde ise en duslk aktivite gosterdikleri bulunmustur. GOD enzimi ise en
ylksek aktivitesini pH 6 degerinde, en dislk aktivitesini ise pH 8 degerinde
gostermistir. GOD Dekstran ile daha 6nce yapilan kovalent konjugasyon
calismasinda 1/5 oranli konjugatin 30 °C’de pH 4 degerinde en yiksek aktiviteyi
gostermekte, en distk aktiviteyi ise pH 7 degerinde gostermektedir. GOD
enzimi ise 30 °C’'de en yiksek aktivitesini pH 6 degerinde géstermektedir [50].
farkli oranda sentezlenen (ncoo/nees : 1/1, 1/5, 1/10, 1/20) GOD-PEG
konjugatlarinin ~ farklh  sicakhk  degerlerindeki  aktiviteleri sonucunda
konjugatlarin hepsi en yiiksek aktiviteyi 30 °C’ de, en disuk aktiviteyi ise 70 °C
‘de gostermektedir. GOD enziminin aktivitesinde 50 °C’de cok blylk bir azalma
gozlenirken, konjugatlarda bu azalma daha ylksek sicaklik degerlerinde
gozlenmektedir. Elde edilen konjugatlarin serbest enzime gore yliksek sicaklk
degerlerine karsl daha direngli olduklari saptanmistir. GOD Dekstran ile daha
once yapilan kovalent konjugasyon calismasinda 1/5 ve 1/20 oranli konjugatlar
en ylksek aktivitelerini 30 °C’de, 1/1 ve 1/10 orani konjugatlarin ise en yliksek
aktivitelerini 40 °C'de gostermektedir. GOD enziminin yine aktivitesinde 50

°C’'de c¢ok buylk bir azalma gozlenmektedir [50].

o50 °C’'de yapilan termal aktivite sonuglarina gore 50 °C’'de 240 dakika bekleme

sonunda serbest enzim aktivitesini kaybederken, konjugatlar (ngoo/neec : 1/1,
1/5) hala yiiksek bir aktivite gostermektedir. Buna gore konjugatlar serbest

enzime gore ¢ok yiksek bir termal stabilite gostermektedir.

e+4 °C’de konjugatlarin (ncoo/neec : 1/1, 1/5) raf dmdrlerinin, serbest enzime gore

daha iyi oldugu goézlenmistir. 1/1 oranh konjugat 15 gun sureyle, 1/5 oranh
konjugat ise 10 giin sireyle sabit kalmistir. GOD Dekstran ile daha dnce yapilan
kovalent konjugasyon calismasinda da bu konjugatlarin raf dGmdrlerinin serbest

enzime gore daha iyi oldugunu gérmekteyiz. 1/1 oranli konjugat 20 giin ve 1/5
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oranl konjugat 15 gin sureyle sabit kalan, serbest enzime gbére daha dusik

olmakla birlikte 6nemsenecek degerlerde aktivite gosterdi [50].

eGPC kromatografisinden alinan GOD-PEG konjugatlarin kromatogramlarinda; 1/1,
1/5, 1/10, 1/20 mol oranh konjugatlar, enzimin 6ninde gelen tek pik ile
karakterize edilmistir. Konjugata ait pik, molekul agirhgindaki artistan dolayi
enzimin o6nunde vyer almistir. Yapilan c¢alismada proteinlerin PEG’le
olusturduklari konjugatlar SEC-RI-UV-LS sistemi ile incelenmistir. Elde edilen
kromatogramda, konjugata ait pikin molekiil kitlesinin biyiik olmasi nedeniyle
daha o6nde ciktigi gorulmuistir [51]. Ayrica cesitli polisakkaritlerle modifiye
edilen enzim stabilite calismalarinda da ve bovin serum albuminin suda
¢Ozlinen kovalent konjugatlarinin calismalarinda da konjugatlara ait pikin
molekdl agirligindaki artistan dolayl enzimin onlinde yer almistir [50], [52],

[53].

oFTIR spektroskopisinden alinan sonuglara gore, konjugatlarin 1640 cm-1 dalga

boylarinda amid bandlari gérilmistir.

eGOD enziminin polimerik pH elektrodu ylizeyine immobilize edilmesiyle elde
edilen glukoz biyosensérii 104 M ve 10! M arasindaki glukoz c¢ozeltilerinde

glukozu olcebilmektedir ve beklenen potansiyel artislar gdzlenebilmektedir.
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