T.C.
BILECIK SEYH EDEBALI UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

BIYOTEKNOLOJI ANABILIM DALI

GLIKOZ VE INSULIN TAYINI iCiN KARBON DESTEKLI MEZOPOROZ SiLiKA
VE ALTIN ELEKTROTLAR KULLANILARAK ENZIMATIK VE APTAMER
TEMELLI ELEKTROKIMYASAL BiYOSENSOR GELISTIRILMESI

YUKSEK LISANS TEZI

SEVVAL KAYA

TEZ DANISMANI

DOC. DR. SAMET SAHIN

IKINCI TEZ DANISMANI

DOC. DR. VELI SIMSEK

BILECIK, 2023

10571449


https://tez.yok.gov.tr/UlusalTezMerkezi/tezlerim.jsp?sira=0

T.C.
BILECIK SEYH EDEBALI UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

BIYOTEKNOLOJI ANABILIM DALI

GLIKOZ VE INSULIN TAYINI iCiN KARBON DESTEKLI MEZOPOROZ SiLiKA
VE ALTIN ELEKTROTLAR KULLANILARAK ENZIMATIK VE APTAMER
TEMELLI ELEKTROKIMYASAL BiYOSENSOR GELISTIRILMESI

YUKSEK LISANS TEZI

SEVVAL KAYA

TEZ DANISMANI

DOC. DR. SAMET SAHIN

IKINCI TEZ DANISMANI

DOC. DR. VELI SIMSEK

BILECIK, 2023

10571449


https://tez.yok.gov.tr/UlusalTezMerkezi/tezlerim.jsp?sira=0

BEYAN

“Glikoz ve Insiilin Tayini icin Karbon Destekli Mezoporoz Silika ve Altin Elektrotlar
Kullamlarak Enzimatik ve Aptamer Temelli Elektrokimyasal Biyosensor
Gelistirilmesi” adl1 yiiksek lisans tezin hazirlik ve yazimi sirasinda bilimsel arastirma ve
etik kurallarima uydugumu, baskalarinin eserlerinden yararlandigim béliimlerde bilimsel
kurallara uygun olarak atifta bulundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat
yapmadigimu, tezin herhangi bir kismimin Bilecik Seyh Edebali Universitesi veya baska bir
tiniversitede baska bir tez ¢alismasi olarak sunulmadigini, aksinin tespit edilecegi muhtemel
durumlarda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve vermis oldugum

bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Bu ¢alismanin,
Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP), TUBITAK veya benzeri kuruluslarca desteklenmesi durumunda;
projenin ve destekleyen kurumun adi proje numaras: ile birlikte, ETIK KURUL onay1 alinmasi
durumunda ise ETIK KURUL tarih karar ve say1 bilgilerinin beyan edilmesi gerekmektedir.
DESTEK ALINMISTIR X DESTEK ALINMAMISTIR

Destek alindi ise;

Destekleyen kurum;

Destegin Tiirii Proje Numarast1
1- BAP (Bilimsel Arastirma Projesi) X
2- TUBITAK X

BAP : 2018-02.BSEU.03-09

......... TUBITAK :119S218

ETIK KURUL onay1 var ise;

ETIK KURUL karar tarih/sayl: oo, Lo

Sevval KAYA
Tarih

Imza

©eccccecccccccccccccccsccccccee



ON SOZ
Yiiksek lisans tez ¢alismam siiresince bana rehberlik eden, sabri, yonlendirmeleri ve

bilgi birikimiyle her daim destek olan, dgiitleri ve dgrettikleri sayesinde uzun yol kat ettigim

danismanim Dog. Dr. Samet SAHIN’e,

Destekleri, katkilar1 ve emekleri i¢in ikinci danismanim Dog. Dr. Veli SIMSEK ’e, bilgi
birikimiyle ¢alismami destekledigi icin Prof. Dr. Mustafa Oguzhan Caglayan’a, destek ve
onerileri ic¢in degerli jiiri iiyesi Prof. Dr. Lokman UZUN’a saygilarimi, minnet ve

tesekkiirlerimi sunarim.

Dostlugu, yardimlar1 ve emekleri icin degerli arkadasim Ars. Gor. Kevser Kiibra
KIRBOGA’ya, her zaman yamimda olan ve desteklerini esirgemeyen Ogr. Gor. Netice

KUCUK e tesekkiir ediyorum.

Bana her tiirlii destegi saglayan ve yanimda olan babam Mustafa KAYA, annem Yildiz

KAYA ve ablam Merve Betiil KAY A’ya tesekkiirlerimi sunarim.
Sevval KAYA

2023



OZET

GLIKOZ VE INSULIN TAYINI iCiN KARBON DESTEKLI MEZOPOROZ SiLiKA
VE ALTIN ELEKTROTLAR KULLANILARAK ENZIMATIK VE APTAMER
TEMELLI ELEKTROKIMYASAL BiYOSENSOR GELISTIRILMESI

Diyabet, kan sekerinin diizenlenmesinde bozukluklara yol agan kronik ve metabolik bir
hastaliktir. Kan sekerinin diizenlenmesi, pankreas tarafindan salgilanan ve kandaki glikozun
hiicrelere alinarak enerjiye doniistiiriilmesini saglayan insiilin hormonu ile gergeklesir. Tip 2
diyabette hiicreler insiiline kars1 duyarsizlasir, Tip 1 diyabetli hastalarda ise pankreas yeterli
insiilini salgilayamaz ve Tip 2 diyabetli hastalarda goriildiigii gibi hiicreler insiiline karsi
duyarsizlagir. Tip 1 diyabetli hastalarda, pankreas yeterli insiilin salgilayamaz, Tip 2 diyabette
oldugu gibi hiicreler insiiline kars1 duyarsizlagir. Bu durumda, kan sekerinin normal seviyelerde
tutulmasi i¢in disaridan miidahale edilmesi gerekebilir. Bu nedenle kanda hem glikozun hem
de instilinin ayn1 anda izlenmesi ve takibi énem kazanir. Bu ¢alismada glikoz tayini i¢in
enzimatik bir biyosensor ve insiilin tayini i¢in bir aptasensor gelistirilmesi amaglanmistir. Tlk
asamada, silika kaynakli mezogdzenekli malzemelerin enzim immobilizasyonu i¢in uygunlugu
ve elektrokimyasal biyoelektronik sistemlerdeki performansi incelenmistir. Bu amagla, silika
kaynakli mezog6zenekli malzemelere iletken ve yiiksek yiizey alanina sahip bir tabaka olan
grafen oksit (GO) katilarak iletkenlik kazandirilmistir. fletkenlik kazandirilmis mezogdzenekli
malzeme (MGM) baski devre karbon elektrotlar (SPE) iizerine kaplanarak elektrokimyasal
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Karakterizasyon c¢alismalarinda dogrusal taramali voltametri
(LSV) ve donisimli voltametri (CV) yontemleri kullanilmistir.  Elektrokimyasal
karakterizasyon caligmalar1 sonucu iyi performansit gdsteren hacimce (1:1) GO/MCM-41
cozeltisi secilerek biyosensor uygulamasindaki performans: incelenmistir. Redoks aktif bir
bilesik olan ve elektrokimyasal sinyal saglayan ferrosen (Fc), SPE iizerine kaplanan GO/MCM-
41 {izerine kaplanarak uygulanmis ve GO/MCM-41/Fc modifiye elektrotu elde edilmistir. .
Daha sonra, glikozun oksidasyonunu katalize eden bir enzim olan glikoz oksidaz (GOx) enzimi
GO/MCM-41/Fc modifiye elektrot iizerine tutuklanmistir. Enzimin yiizeye koyulmasi
sonrasinda kitosan (Chit) kullanilarak polimer film olusturulmustur (GO/MCM-
41/Fc/GOx/Chit). Hazirlanan biyosensoriin glikoz tayini i¢in lineer ¢alisma araligi, tespit sinirt,
seciciligi, tekrar tretilebilirligi, raf omrii ve gercek numune analizi gerceklestirilmistir.
Biyosensoriin glikoz tayini i¢in lineer ¢aligma araligi 1- 10 mM olarak bulunmustur. Tespit
smirt (LOD) ise 0,516 mM olarak hesaplanmigtir. Biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi 5 mM

glikoz konsantrasyonuna on farkli zamanda vermis oldugu yanitin bagil standart hatas1 (RSD)
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hesaplanarak degerlendirilmistir. RSD %5,84 olarak bulunmustur. Biyosensdriin raf omrii
deneylerinde ise, 5 mM glikoz i¢in 3, 7 ve 27. Giin yaslandirilmis elektrotlarda alinan
cevaplarin 1. glin cevabina gore standart RSD’leri sirastyla %6,44 99,82 ve %5,86 olarak
bulunmustur. Biyosensoriin segiciligi ise potansiyel girisim yapabilecek iirik asit, askorbik asit
ve insiilin gibi maddelerin cevaba etkisi ile degerlendirilmistir. Bu maddelerin cevaba anlamli
bir etki etmedigi sonucuna varilmistir. Ger¢ek numune analizi igin visne, ¢ilek ve kayisi
regellerinde bulunan glikoz miktar1 kalibrasyon egrisinden hesaplanmistir. Hesaplanan glikoz

kismi bir sekilde KOSKA firmasinin vermis oldugu degerler ile uyumlu bulunmustur.

Calismanin diger kisminda insiilin tayini i¢in yeni bir aptasensor gelistirilmesi amag¢lanmustir.
[k asamada, aptamer bazl bir elektrokimyasal biyosensor sistemi tasarlanmistir. Bu sistemde,
SPE {izerine elektrodepozisyon yontemiyle altin (Au) kaplanmis ve yilizeye metilen mavisi
aptameri baglanmistir. Aptamerin baglanma kosullar1 ve yiizey dolulugu karakterize edilmistir.
Daha sonra, aptamer, merkaptohekzanol (MCH) ve insiilin inkiibasyon siireleri Design Expert
progami kullanilarak cevap ylizey yontemiyle 180 dk., 60 dk. ve 25 dk. olarak belirlenmistir.
Aptamerin farklr insiilin miktarlar i¢in verdigi tepki elektrokimyasal kare dalga voltametrisi
(SWYV) yontemi kullanilarak incelenmis ve aptasensér zemin cevabina gore olusan farklar
almarak kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Gelistirilen aptasensoriin sulu ¢ozeltide lineer
caligma aralig1 25 — 150 pM ve LOD 18.45 pM (%95 giiven aralifinda) olarak belirlenmistir.
Son olarak, aptasensdre potansiyel girisim yapabilecek maddeler belirlenmis (streptavidin,
glikoz, trombin ve iirik asit) ve aptasensor validasyonu saglanmistir. Elde edilen sonuglara gore,
aptasensor i¢in belirlenen girisimlerden anlamli bir etki gériilmemistir. Aptasensor cevabinin
en diisiik RSD sapma degeri ve ylizde hassasiyeti %9,5 ve %6,4 olarak bulunmustur. Raf dmrii

deneyleri sonucunda ise 10 giin icerisindeki kararlilik kayb1 %8 olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Mezogdzenekli Malzeme, Glikoz, Insiilin, Aptamer, Elektrokimyasal

Biyosensor
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ENZYMATIC AND APTAMER-BASED
ELECTROCHEMICAL BIOSENSORS USING CARBON-SUPPORTED
MESOPOROUS SILICA AND GOLD ELECTRODES FOR THE DETERMINATION
OF GLUCOSE AND INSULIN

Diabetes is a chronic and metabolic disease that causes disorders in regulating blood sugar.
Blood sugar regulation occurs with the hormone insulin, secreted by the pancreas. It enables
glucose in the blood to be taken into the cells and converted into energy. In patients with Type
1 diabetes, the pancreas cannot secrete enough insulin, as in Type 2 diabetes, the cells become
insensitive to insulin. In this case, external insulin may be required to keep blood sugar at
normal levels. For this purpose, electrochemical and aptamer-based biosensors can be used in
insulin therapy. This study aimed to develop two new biosensors for the determination of
glucose and insulin. In the part of the biosensor developed to determine glucose, the suitability
of silica-derived mesoporous materials for enzyme immobilization and its performance in
electrochemical bioelectronic systems were investigated. For this purpose, conductivity has
been gained by adding graphene oxide (GO), a thin, flexible and conductive layer, to silica-
sourced mesoporous materials. MCM-41, a regular porous and high surface area mesoporous
material, was used as the silica-derived mesoporous material. GO/MCM-41 solution consisting
of a mixture of GO and MCM-41 (1:1) by volume was prepared. Electrochemical
characterizations were made by coating this solution on printed circuit carbon electrodes. Linear
scanning voltammetry and alternating voltammetry methods were used in characterization
studies. As a result of electrochemical characterization studies, the GO/MCM-41 solution,
which showed good performance, was selected, and its performance in biosensor application
was examined. GO/MCM-41/Fc modified electrode was obtained by coating 75 mM ferrocene
on GO/MCM-41 coated on SPE. Ferrocene is a redox-active compound and provides an
electrochemical signal. Then, the glucose oxidase (GOx) enzyme was arrested on the
GO/MCM-41/Fc modified electrode. GOx is an enzyme that catalyzes the oxidation of glucose.
During the immobilization of the enzyme, a polymer film was formed using chitosan. The
optimal enzyme arrest time was determined for GO/MCM-41/Fc/Chit. The determined enzyme
arrest time is four days at +4 °C; for glucose determination of the prepared biosensor, linear
operating range, detection limit, selectivity, reproducibility, shelf life and real sample analysis
were performed. The linear operating range of the biosensor for glucose determination was

found to be 1 - 10 mM. The limit of detection (LOD) was calculated as 0.516 mM. The
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reproducibility of the biosensor was evaluated by the relative standard error of its response to
5 mM glucose concentration at ten different times. The relative standard error was found to be
5.84%. The shelf life of the biosensor was evaluated with the relative standard mistake of the
Ist-day response of the shelf life responses on the 3rd, 7th and 27th days, respectively. The
standard relative error was 6.44%, 9.82% and 5.86%. The selectivity of the biosensor was
evaluated by the effect of substances such as uric acid, ascorbic acid and insulin that could
potentially interfere with the response. It was concluded that these items did not significantly
affect the response. For real sample analysis, the amount of glucose in sour cherry, strawberry
and apricot jams was calculated from the calibration curve. The calculated glucose was partially

compatible with the values given by KOSKA.

An aptamer-based electrochemical biosensor system was designed in the other part of the study.
In this system, gold (Au) is coated on the printed circuit carbon electrodes (SPE) by
electroplating and insulin-recognizing aptamer is attached to the Au surface. The binding
conditions and surface occupancy of the aptamer were characterized. Then, the interaction of
aptamer with insulin was investigated by signal on-off measurement method. The incubation
times of aptamer, mercaptohexanol and insulin were then determined as 180 min, 60 min and
25 min by response surface method using the Design-Expert program, respectively. The
response of the aptamer for different insulin concentrations was determined using the
electrochemical square-wave voltammetry method and the calibration curve was obtained by
taking the differences according to the aptasensor background response. The linear working
range of the developed aptasensor in aqueous solution was determined as 25 - 150 pM and the
detection limit value was 18.45 pM (at 95% confidence interval). Finally, interfering substances
were identified (streptavidin, glucose, thrombin, and uric acid) and aptasensor was validated.
No significant interfering effect was observed for the aptasensor. The lowest relative standard
deviation and accuracy of the aptasensor response were found to be 9.5% and 6.4%. The

stability loss of the aptasensor within 10 days was found to be 8§%.

Keywords: Mesoporous Silica, Aptamer, Insulin, Glucose, Electrochemical Biosensor
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1. GIRIS

Diyabet viicudun enerji ihtiyacin1 karsilamasi icin gerekli olan kan sekerinin
diizenlenmesi yetenegini etkileyen metabolik bir hastaliktir ve diinya ¢apinda milyonlarca
insan1 etkilemekte ve gelecek nesiller igin ciddi bir sorun teskil etmektedir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) verilerine gore, 1980 yilinda 108 milyon olan diyabetli yetiskin sayisi, 2014
yilinda 422 milyona, 2019 yilinda ise 537 milyona ulasmistir (Ogurtsova vd. , 2017; Shaw vd.
,2010; WHO, 2023). Diyabet, her y1l yaklasik 2 milyon 6liime dogrudan neden olan ve korliik,
bobrek yetmezligi, kalp krizi, inme ve alt ekstremite ampiitasyonu gibi ciddi komplikasyonlara
yol acan bir hastaliktir (Palazzuoli ve Iacoviello, 2023; Theofilis vd. , 2023; Wingard ve Barrett-
Connor, 1995). Kan sekeri dengesi, kan dolasimindaki glikoz seviyesini kontrol eden ve
pankreas tarafindan iiretilen insiilin hormonu tarafindan saglanir. Insiilin, kandaki glikozun
hiicrelere alinmasini ve enerji iiretimini diizenler. Hiicreler, glikozu yakarak enerji elde eder ve
viicudun fonksiyonlarini siirdiiriir. Tip 1 diyabetli kisilerde, pankreas yeterli insiilin liretemez,
Tip 2 diyabette ise hiicreler insiiline kars1 direng gelistirir. Bu durumda, kan sekerinin normal
seviyede tutulmasi i¢in insiilin tedavisi gerekebilir (Frankum ve Ogden, 2005). Diyabetli
hastalara kan sekerini normal aralikta tutmak ve diyabetin komplikasyonlarin1 6nlemek veya
geciktirmek amaciyla disaridan insiilin verilmesi seklinde gerceklesen tedavide insiilin;
enjeksiyon, pompa veya solunum yoluyla verilebilir (Cooke ve Plotnick, 2008). Diyabet
hastaliginin teshis ve tedavisinde kan sekeri takibini saglamak amaciyla diizenli glikoz 6l¢timii
ve insiilin Ol¢imii yapilmasi1 gerekmektedir (Ozougwu vd. , 2013; Zaccardi vd. , 2016).
Giliniimiizde glikoz Ol¢limii  laboratuvara  gereksinim duymadan hasta basinda
gerceklestirilmektedir ancak insiilin Ol¢limii sadece hastanelerde ve uygun laboratuvar
ortaminda genellikle enzimatik immiinolojik testler (ELISA) i¢ceren yavas ve duyarlilif1 belirli
bir diizeyin iizerine ¢ikmayan yontemlerle yapilmaktadir (Andersen vd. , 1993). Buna ek olarak
yliksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ve kapiler elektroforez gibi sistemler de insiilin
Ol¢limii i¢in kullanilmaktadir. Bu tip sistemlerde ayni sekilde duyarlilik ve farkli maddelerle

etkilesim gibi problemler goriilmektedir (Maittd vd. , 2003; Martin vd. , 2000).

Biyosensorler, biyolojik bilesiklerin varligin1 veya konsantrasyonunu o6l¢mek igin
tasarlanmig cihazlardir. Enzimatik biyosensorlerde kullanilan enzimler, substrat molekiillerine
baglanarak belirli kimyasal baglari kirma veya olusturma yetenegine sahiptirler. Ornegin;
enzimatik bir glikoz biyosensoriinde GOx enzimi glikozun oksidasyonunu katalize eder ve
glikoz konsantrasyonu ile iliskili bir sinyal iiretir. Insiilin tespitinde kullanilan biyosensérlerde,

insiilini taniyan ve baglanan bir aptamer veya antikor kullanilarak insiilinin baglanmasi



sonucunda ortaya ¢ikan elektron veya hidrojen peroksit gibi triinler, elektriksel bir sinyale

doniistiiriilerek insiilin konsantrasyonu olg¢iiliir (Grieshaber vd. , 2008).

MGM’ler yiiksek yiizey alani, biiyiik gdézenek hacmi ve diizenli gozenek yapisi
nedeniyle adsorpsiyon, kataliz ve ilag tasima gibi bir¢ok alanda uygulama bulmaktadir (Suib,
2017). MCM-41, MCM-48, SBA-15 ve SBA-16, mezogozenekli silika malzemelerin en bilinen
ornekleridir (Simsek ve Sahin, 2021). Bu malzemeler, farkli gézenek geometrilerine sahiptir.
MCM-41, hegzagonal dizilmis silindirik gozeneklere; MCM-48, kiibik dizilmis kiiresel
gozeneklere; SBA-15, kalin duvarli hegzagonal dizilmis silindirik gézeneklere; SBA-16, kiibik
dizilmis U¢ boyutlu baglantili gozeneklere sahiptir (Olkhovyk ve Jaroniec, 2005).
Mezogozenekli silika malzemeler, kimyasal olarak modifiye edilebilir ve farkli fonksiyonel
gruplarla islevsellestirilebilir. Bu sayede, kataliz alaninda ¢esitli reaksiyonlar i¢in uygun

katalizorler elde edilebilir (Chaudhary ve Sharma, 2017).

Bu tez ¢alismasinda elektriksel olarak yalitkan MGM’lere GO kullanilarak iletkenlik
kazandirilmig ve yiiksek yiizey alanina sahip iletken modifiye malzeme ile glikoz tespiti igin
hassas enzimatik biyosensor gelistirilmesi amaglanmistir. Caligmanin ikinci agamasinda, altin
kapli elektrotlar elde edilmis ve insiilini taniyabilen ve baglanabilen aptamer kullanilarak

hassas, hizli cevap veren bir insiilin biyosensor sistemi gelistirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Diyabet, viicudun enerji kaynagi olan kan sekeri (glikoz) seviyesinin ¢ok yiiksek oldugu
bir hastaliktir. Diyabet, pankreasin yeterli miktarda insiilin liretememesi veya viicudun insiilini
etkili bir sekilde kullanamamasi durumunda ortaya cikar. Insiilin, kan sekeri seviyesini
diizenleyen bir hormondur. Sekil 2.1.’de kan sekeri seviyesinin yiikselmesine bagli olarak artan
glikoz gosterilmektedir. Kan sekeri seviyesinin yiiksek olmasi, zamanla viicudun bir¢cok

sisteminde, 6zellikle sinirlerde ve kan damarlarinda ciddi hasara yol agabilir (Deshpande vd. ,

2008).

Sekil 2. 1. Normal ve yiiksek kan sekerinin damar i¢i kesitinde glikoz ve kan hiicreleri

bakimindan karsilagtirilmasi. (A) Diisiik kan sekeri (B) Yiiksek kan sekeri.

Diyabetin Tip 1 ve Tip 2 diyabet olarak iki ana tipi bulunmaktadir. Tip 1 diyabet (daha
once insiiline bagimli, juvenil veya cocukluk ¢agi diyabeti olarak biliniyordu), pankreasin yeterli
insiilin tiretememesi ile karakterizedir ve giinliik insiilin uygulamasini gerektirir (WHO, 2023).
Tip 2 diyabet (daha yaygin olan tip), pankreasin yeterli insiilin liretmesine ragmen viicudun
insiiline direng gostermesi ile karakterizedir (Kharroubi ve Darwish, 2015).

Diyabetin belirtileri, asir1 susama, sik idrara ¢ikma, istemsiz kilo kaybi, ketonlarin
idrarda bulunmasi (insiilin eksikliginde kas ve yagin parcalanmasinin bir yan iiriinii), yorgunluk,
halsizlik, sinirlilik veya diger ruh hali degisiklikleri, bulanik gérme, yavas iyilesen yaralar, dis
eti, cilt ve vajinal enfeksiyonlar gibi ¢ok sayida enfeksiyondur (Olokoba vd. , 2012;
Ramachandran, 2014; Westman, 2021). Tip 1 diyabet her yasta baslayabilir, ancak genellikle



cocukluk veya ergenlik doneminde baslar. Tip 2 diyabet her yasta gelisebilir, ancak 40 yasindan
biiylik kisilerde daha yaygindir (Chatterjee vd. , 2017; Larsson vd. , 2017; Olokoba vd. , 2012;
Westman, 2021).

Diyabetin kiiresel bir saglik sorunu oldugu ve hastaligin yaygimliginin son yillarda
siirekli artt1ig1 bilinmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore, 1980 yilinda 108
milyon olan diyabetli yetigkin say1si, 2014 yilinda 422 milyona, 2019 yilinda ise 537 milyona
ulagmistir (Ogurtsova vd. , 2017; Shaw vd. , 2010; WHO, 2023). Tip 2 diyabetli kisilerin cogu
diisiik ve orta gelirli iilkelerde yasamaktadir (WHO, 2023). Diyabet, her y1l yaklagik 2 milyon
oliime dogrudan neden olan ve korliikk, bobrek yetmezligi, kalp krizi, inme ve alt ekstremite
ampiitasyonu gibi ciddi komplikasyonlara yol acan bir hastaliktir (Palazzuoli ve Iacoviello,

2023; Theofilis vd. , 2023; Wingard ve Barrett-Connor, 1995).

Diyabetin tedavisi yoktur, ancak hastaligin kontrol altina alinmasi ve komplikasyonlarin
onlenmesi veya geciktirilmesi miimkiindiir. Diyabet tedavisinde kullanilan yontemler arasinda,
saglikli bir diyet, diizenli fiziksel aktivite, normal viicut agirliginin korunmasi ve tiitiin
kullanimindan kaginilmasi bulunmaktadir. Ayrica ilaglar, insiilin enjeksiyonlar1 veya pompalar1
ve kan sekeri seviyesinin diizenli olarak ol¢iilmesi de gerekebilir (Frankum ve Ogden, 2005;
Jamal vd. , 2021; Raoufi vd. , 2018). Diyabet alaninda yapilan akademik arastirmalar hastaligin
etyolojisi, patogenezi, yonetimi ve Onlenmesi gibi konular1 kapsamaktadir. Ornegin, son
zamanlarda kok hiicre ve gen tedavisi gibi kisisellestirilmis tip yontemleri diyabet i¢in umut
verici goriinmektedir (Berna vd. , 2001; Hamad vd. , 2021; Madsen, 2005). Ancak, bu
yontemlerin tiim diyabet hastalar1 i¢cin uygulanabilir olmasi i¢in heniiz asilmamis bir¢ok engel
vardir ((Haxha vd. , 2020; Lockwood vd. , 1986; Rodriguez-Stanley vd. , 2023; Ulbrecht vd. ,
2004). Ayrica ilaglar, oral antidiyabetikler veya insiilin gibi, kan sekeri seviyesini diislirmeye
veya insiilin duyarliligini artirmaya yardimci olabilir (Babiker ve Al Dubayee, 2017; Chaudhury
vd. , 2017; Eliasson, 2003; Haire-Joshu vd. , 1999). Diyabet hastaliginin tedavisinde kan sekeri
seviyesinin diizenli olarak oOl¢iilmesi i¢in hassas ve hizli cevap veren biyosensorlerden

faydalanilmaktadir.

2.1. Biyosensorler

Biyosensor, biyolojik bir bileseni fizikokimyasal bir detektorle birlestiren, kimyasal bir
maddenin saptanmasi i¢in kullanilan analitik bir cihazdir (Rusling ve Forster, 2021; Tetyana
vd. , 2021; Ziegler ve Gopel, 1998). Biyosensorler, biyolojik sistemlerden esinlenerek

tasarlanmis biyomolekiiller veya biyomimetik malzemeler kullanarak, ilgili analit ile 6zel ve



hassas bir sekilde etkilesime girerler. Bu etkilesim, numunedeki analitin varligi veya miktariyla
orantili olarak Slgiilebilir bir sinyal iiretir. Bu sinyal, optik, elektrokimyasal, elektriksel, termal,
piezoelektrik gibi farkli fizikokimyasal yontemlerle doniistiiriiliir ve islenir (Uniyal vd. , 2023).
Biyosensorler, klinik, tarim, gida, ¢evre, giivenlik gibi pek ¢ok alanda faydali uygulamalara
sahiptir (Gu vd. , 2023; Velasco-Garcia ve Mottram, 2003). Biyosensorler Sekil 2.2.°de
verildigi gibi analizi yapilacak numune (analit), biyoreseptor, doniistiiriicii ve cevabi

goriintiilemeyi saglayan ekrandan olusur.

(1. 5 % ]
&Fr -
Analit Biyoreseptor Ekran

Donisturicu

Sekil 2. 2. Biyosensorlerin genel ¢alisma mekanizmasi

Analit: Biyosensoriin tespit etmeye calistigi hedef bilesen olarak tanimlanir.

Biyoreseptor: Analiti tantyan ve onunla baglanan biyolojik veya biyomimetik bir
malzemedir. Ornegin, enzimler, antikorlar, niikleik asitler, hiicre reseptorleri,

mikroorganizmalar vb. biyoreseptor olarak kullanilabilir (Jain vd. , 2023b; Samal vd. , 2023)

Doniistiiriicti: Biyoreseptoriin  analitle etkilesiminden kaynaklanan fiziksel veya
kimyasal degisimi elektriksel sinyale doniistiiren bir cihazdir. Ornegin, fotodiyotlar, elektrotlar,
termistorler vb. doniistiiriicti olarak kullanilabilir (Jain vd. , 2023b). Doniistiiriiciiden gelen
elektriksel sinyali amplifiye eden, filtreleyen, sayisallastiran ve analiz eden bir devre sinyal

islemcidir (Jain vd. , 2023a).

Ekran: Sinyal iglemciden gelen sonucu gorsel veya sesli olarak kullaniciya sunan bir

araytizdiir (Jain vd. , 2023b).

Biyosensdrler enzimin elektrotla arasindaki iligkiye bagh gruplandirilmasi Sekil 2.3’te

birinci nesil, ikinci nesil ve iigiincii nesil olarak verilmistir.
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Sekil 2. 3. Birinci, ikinci ve {ligiincii nesil sensorler olarak sunulan enzimatik glikoz oksidasyon

mekanizmalarinin dzeti

Birinci nesil biyosensorler, enzimlerin katalitik aktivitesini 6lgerek analitleri tespit eden
ederler. Enzimlerin dogrudan elektrot yiizeyine baglandig1 veya bir membran i¢ine gomiildigi
basit bir yapiya sahiptir. Enzimlerin katalizledigi reaksiyonun {iriinii veya tliketimi ile ilgili bir
parametreyi Olgerek analiti belirler. Bu parametre, elektriksel akim, gerilim, 1s1, 151k, pH gibi
farkli fizikokimyasal biiyiikliikler olabilir (Kulkarni vd. , 2023; Sys vd. , 2023). Enzim bir
elektrot yiizeyine baglanir veya bir membran i¢ine gomiiliir ve bu sekilde, enzimin elektriksel
iletisimi saglanir. Daha sonra, numuneden alinan analit, elektrot yilizeyine getirilir ve enzim ile
etkilesime girer. Bu etkilesim sonucunda, enzimin katalizledigi reaksiyon gerceklesir ve
reaksiyonun {iriinii veya tiiketimi olusur (Karyakin vd. , 1995; Sercan ve Altay, 2018; Sys vd. ,
2023). Son olarak, elektrot iizerinde amperometrik, potansiyometrik, termometrik, optik veya
piezoelektrik gibi bir yontemle reaksiyonun iiriinii veya tiiketimi ile ilgili bir parametre 6l¢iliir.
Bu parametre, analit konsantrasyonu ile orantilidir ve bdylece analit seviyesi belirlenir
(Karyakin vd. , 2002). Bu biyosensorlerin ¢esitli avantaj ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. 1.
nesil biyosensorler, basit ve ucuz bir tasarima sahiptir. Yiiksek duyarlilik ve segicilik saglarlar.
Hizli ve kolay analiz yapilmasina olanak saglarlar. Fakat, enzim stabilitesi ve 6mrii ile sinirhidir.
Elektrot ylizeyindeki kirlenme ve pasifasyon sorunlar1 yasayabilirler. Reaksiyon ortamindaki
oksijen ve hidrojen peroksit gibi arka plan maddelerinden etkilenebilirler (Mehrvar ve Abdi,

2004; Wang, Joseph, 2001; Yoo ve Lee, 2010).



Ikinci nesil biyosensorler, biyolojik algilayici ve fiziksel doniistiiriicii arasindaki

baglantiy1 gelistirmek icin nanoteknoloji kullanimina dayanan biyosensorlerdir (Mayorga

Martinez vd. , 2011; Scheller vd. , 1991; Wang, Joseph, 2001). Bu biyosensoérler, birinci nesil

biyosensorlerden daha yiiksek duyarlilik, secicilik ve stabilite sunarlar. Birinci, ikinci ve

ticlincii nesil biyosensorlerin baglanti tiirlerinin 6zeti ve bu biyosensor tiirlerinin 6rnekleri

Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 2. 1. Birinci, ikinci ve ii¢lincii nesil sensorlerin baglanti tiirleri ve drnekleri.

Nesil Baglant1 Tiirii

Ornek

Biyolojik algilayict ve fiziksel doniistiiriicii arasinda
Birinci Nesil )
bir arabulucu madde (6rn. elektron tastyici) vardir.

GOx enzim sensorleri,

Clark elektrotu

) Biyolojik algilayict ve fiziksel doniistiiriicii arasinda
IKkinci Nesil . .
nanoteknoloji kullanimina dayanan bir baglanti vardir.

Nanotiip, nanopartikiil
veya nanoyapi tabanli

biyosensorler

Biyolojik algilayict ve fiziksel doniistiiriicii arasinda
Uciincii Nesil  bir baglant1 yoktur. Biyolojik algilayici dogrudan

elektriksel sinyal {iretir.

Nanopor veya grafen

tabanli biyosensorler

Uciincii nesil biyosensérler, biyolojik algilayici ve fiziksel doniistiiriicii arasindaki

baglantiy1 kaldiran ve biyolojik algilayicinin dogrudan elektriksel sinyal {iretmesini saglayan

biyosensérlerdir. Ugiincii nesil biyosensérler, ikinci nesil biyosensdrlerden daha basit, daha

hizli, daha duyarh ve daha giivenilir olabilirler (Xia, 2023; W. Zhang & Li, 2004).

Biyosensorlerin siniflandirilmasi

Biyosensorlerin siniflandirilmast genel olarak doniistiiriicli ve biyoreseptore gore

yapilmaktadir. Biyosensorlerin  doniistiiriicii tliriine gore siniflandirilmasi Tablo 2.2.°de

verilmistir.



Tablo 2. 2. Doniistiiriicii tiiriine gére biyosensorlerin siiflandirilmasi

Doniistiiriicii Tiiriine Gore

Biyosensor Tipi Alt Gruplan

Amperometrik Biyosensorler
Potansiyometri Biyosensorler

Elektrokimyasal Biyosensorler Yari Iletken (kondiiktometri)

Biyosensorler

Empedimetrik Biyosensorler

Fotometri Esasli Biyosensorler
Optik Biyosensorler Fluorometri Esasli Biyosensorler

Biyoliiminesans Esasli Biyosensorler

Kalorimetri Biyosensorler Termistorler

Piezoelektrik Biyosensorler Piezoelektrik Kristaller

Kaynak: (Solanki vd. , 2011).

Biyosensorler biyoreseptor tiirline gore enzim, antikor, niikleik asit, hiicre,
biyomimetrik sensorler olarak smiflandirilmaktadir. Biyoreseptore gore siniflandirilma ve

ornekleri Tablo 2.3.”de verilmistir (Ronkainen vd. , 2010).



Tablo 2. 3. Biyoreseptor siniflandirilmasina gore sensor tipleri ve 6rnek sensorler.

Tip Biyolojik Algilayici Tiirii Ornek
. o o . . . Glikoz, kolesterol,
Enzimler, analit ile etkilesime girerek bir reaksiyon
Enzim ' ' ' ' laktat, tire gibi
katalizler ve reaksiyon {riinleri veya tiiketilen o
Sensorleri metabolitleri 6l¢gmek
substratlar olgtliir. o
icin kullanilir.
Aptamerler, DNA veya RNA gibi niikleik asitlerden  ilag, protein, viriis,
Aptasensorler olusan kisa molekiillerdir. Analit ile yiliksek afinite  bakteri gibi analitleri
ve secicilik ile baglanir ve elektriksel sinyal dl¢iiliir. 6l¢mek i¢in kullanilir.
Antikorlar, analit ile spesifik olarak baglanan .
) o ) Hormon, antijen,
Antikor protein molekiilleridir. Baglanma olay1 optik,
' ' ' ' toksin gibi analitleri
Sensorleri elektrokimyasal veya mekanik bir sinyale o
Olgmek i¢in kullanilir.
doniistiiriiliir.
Niikleik asitler, DNA veya RNA gibi genetik DNA dizisi,
materyallerdir. Analit ile baz eslesmesi veya mutasyon,
Niikleik Asit o ' o
hibridizasyon yoluyla baglanir ve baglanma olay1 mikroRNA gibi
Sensorleri ] ) o S o
optik, elektrokimyasal veya mekanik bir sinyale analitleri 6lgmek i¢in
dontstiirtlir. kullanilir.
Hiicreler, canli organizmalarin temel yap1 taslaridir.
Analit ile hiicre yiizeyindeki reseptorler veya ' o
o o ' Viriis, bakteri, ilag,
Hiicre kanallar araciligiyla etkilesir ve etkilesim hiicrenin o o
. o toksin gibi analitleri
Sensorleri fonksiyonlarmm1 veya davramglarini degistirir. Bu o
o . . _ Olgmek i¢in kullanilir.
degisim optik, elektrokimyasal veya mekanik bir
sinyale doniistiirtiliir.
Biyolojik  sistemleri  taklit eden  yapay
malzemelerdir. Analit ile biyomimetik malzemenin . o
. . . Gaz, iyon, pH gibi
Biyomimetik  ylizeyi veya yapisi arasinda fiziksel veya kimyasal o o
' o o ' analitleri 6l¢mek i¢in
Sensorleri bir etkilesim olur ve etkilesim  optik,
. . . . kullanilir.
elektrokimyasal veya mekanik bir sinyale
dontstiiriliir.




Aptasensorler

Aptasensorler, geleneksel yontemlere gore artan duyarlilik, segicilik, tasarim esnekligi
ve maliyet-etkinlik gibi bir¢cok avantaja sahiptir (O'Sullivan, 2002) (Prante vd. , 2020).
Aptasensorlerin temel prensibi, aptamerin hedef molekiille baglanmasi sonucunda olusan
fiziksel veya kimyasal degisimin, bir donistliriici yardimiyla okunabilir bir sinyale
doniistiiriilmesidir. Doniistiiriicii, biyolojik etkilesimi elektriksel, optik, mekanik veya termal
bir sinyale ¢eviren bir cihazdir. Aptasensorlerde kullanilan doniistiiriicti tiirleri arasinda
elektrokimyasal, optik, piezoelektrik ve termal transdiiserler sayilabilir. Aptasensorlerin
tasariminda dikkat edilmesi gereken 6nemli bir nokta, aptamerin hedefle baglanmasi sirasinda
konformasyonel bir degisim geg¢irmesidir. Bu degisim, aptamerin sinyal verici bir molekiille
etkilesimini etkileyebilir (Prante vd. , 2020). Ornegin, aptamerin hedefle baglanmasi sinyal
verici molekiiliin serbest kalmasina veya yakinlasmasina neden olabilir. Bu sekilde, aptamer-
hedef etkilesimi sinyal yogunlugunda bir artisa veya azalmaya yol agabilir. Aptasensorlerin
uygulama alanlar1 oldukca genistir. Ozellikle tibbi tan1 ve g¢evresel izleme alanlarinda
aptasensorler 6nemli rol oynamaktadir. Aptasensorler sayesinde bakteri, viriis, toksin, ilag,
hormon gibi ¢esitli hedef molekiiller hizl1 ve hassas bir sekilde tespit edilebilir (Vasilescu vd. ,
2018; Zhang vd. , 2021). Altin nanopartikiiller, karbon nanotiipler, GO ve kuantum noktalar
gibi c¢esitli nanomalzemeler, sinyal amplifikasyonu, biyolojik uyumluluk ve ylizey
modifikasyonu gibi 6zellikleri sayesinde aptasensor performansini artirabilir.(Kaur ve Shorie,
2019). Bulasici patojenleri tespit etmek icin gelistirilen aptasensorlerin tasarim stratejileri ve
hasta basi testleri hakkinda bir inceleme makalesi yayimlanmistir , bu makalede {i¢ ana sinyal
transdiiseri olan elektrokimyasal, optik ve mekanik transdiiserlerin kullanimini vurgulamistir
(Chen, X.-F., Zhao ve Yang, 2022). Ayrica, aptamer se¢imi ve modifikasyonu, biyosensor
platformu olusturma (¢ogunlukla mikro ve nanomalzeme bazli), raporlama mekanizmalar1 ve
sinyal gelistirme yontemleri gibi aptasensor tasariminda dikkate alinmasi gereken faktorleri
tartismistir. Wang vd., ayrica, COVID-19 gibi yaygin bulasici hastaliklarin tanisinda kullanilan
bazi hazir cihazlar da 6rnek olarak sunmustur (Chen, X.-F. vd. , 2022). Ming ve vd., ise kagit
bazli mikroakiskan aptasensorlerin avantajlari ve uygulamalar1 detaylandirmislardir. Kagit
bazli mikroakigkan aptasensorler, diisiik maliyetli, taginabilir, kullanim1 kolay ve atilabilir
biyosensorlerdir. Kagit, sivi numuneleri kapiler kuvvetlerle tasiyabilen dogal bir mikroakiskan
malzemedir. Kagit bazli mikroakiskan aptasensorler, renkli, floresan veya elektrokimyasal

sinyaller kullanarak ¢esitli hedef molekiilleri tespit edebilir (Ming vd. , 2020).
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Biyosensorlerin performans faktorleri

Bir biyosensoriin ¢alisma 6zelliklerini gdsteren, kullanim amacina gore uygunlugunu

belirleyen ve verimliligini gosteren faktorler Sekil 2.4.’de verilmistir (Currie, 1995).

BIYOSENSOR

Tekrar
Uretilebilirlik

Sekil 2. 4. Biyosensdriin performansini belirleyen faktorler.

Secicilik: Biyosendriin 6l¢lim ortaminda hedeflenen analitin disinda bulunabilecek ve

girisim yapabilecek diger maddelere cevap verip vermedigini gésteren parametredir.

Hassasiyet: Biyosensoriin tespit edecegi en diisiik analit miktarini (nicelestirme sinirt,

LOQ) ve tespit sinirini (LOD) tanimlar.

Dogrusallik: Olgiim ortamindaki analit konsantrasyonunun degisimine bagl olarak,
alan sinyal cevabinin dogrusal olarak degistigi bolge biyosensoriin dogrusal ¢calisma araligini

Verir.

Kullamm Omvrii: Biyosensoriin farkli zamanlar ve aym sartlar altinda, sabit analit
derisimine kars1 verdigi sinyalin bagil aktivite hesabn ile ifade edilmesidir (Gibson 1999). ideal

bir biyosensoriin kullanim kararliliginin yiiksek ve raf émriiniin uzun olmasi beklenir.

Kararlhilik: Biyosensorde kullanilan protein veya enzim gibi bilesenlerin 6zelliklerinin
zaman i¢inde aktivitesinin korunmasina bagli olarak biyosensor cevabinin sabit kalma derecesi
ile ilgilidir (Gibson, 1999). Kararliliktaki degisiklikler, ayn1 zamanda sapma olarak da bilinir;
bilesenlerin yaslanmasi, bilesenlerin hassasiyetindeki azalma veya sinyal oranindaki bir

degisiklik vb. nedeniyle olabilir.
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Tekrar tiretilebilirlik: Biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi, ayni preosiirle hazirlanmis
biyosensorlerin farkli zamanlarda 6l¢iimii tekrar edebilmesindeki tutarlilikla belirlenir. Yanitin

ayni olmasi giivenilirlik ve saglamlig1 gdsterir (Asha vd., 2020).

2.2. Enzimler

Enzimler katalitik aktiviteye, yiiksek secicilige sahip ve biyokimyasal reaksiyonlari
hizlandirmaya yarayan biyolojik makromolekiillerdir (Isaksson vd. , 1993). Enzimler,
substratlarina spesifik olarak baglanarak onlari reaksiyon {irlinlerine doniistiiriirler. Normal
kosullarda ¢ok yavas gergeklesecek ya da gerceklesmeyecek reaksiyonlarda biyokatalizor
gorevi gortrler. Teoride enzim tipik bir katalizor gibi tepkimeye girdikten sonra degisiklige
ugramadan ¢ikar ve tekrar tepkimeye katilabilir ancak uygulamada enzimlerin bir 6mrii vardir.
Enzimlerin katalitik aktivitesi, pH, sicaklik, iyon kuvveti ve inhibitorler gibi faktorlere baglidir

(Daniel ve Danson, 2013).

Enzimler genler tarafindan sifrelendikleri i¢in amino asit dizilimleri kendilerine
Ozgiidiir. Enzimlerin yapisi ve islevi karmagiktir. Baz1 enzimler yalnizca proteinden olusurken,

digerleri iki farkli boliimden olusur (Murakami vd. , 1996).

Apoenzim: Enzimin temel protein yapisidir ve hangi maddeye etki edecegini belirler.

Apoenzimin islevsel olmasi i¢in koenzim veya kofaktdrle birlesmesi gerekebilir.

Koenzim Kismi: Koenzimler, organik veya inorganik molekiiller i¢ceren ve protein
kismina goére daha kiiclik olan kisimlardir. Koenzimler, enzimin islevini destekler ve

aktivasyonu i¢in gereklidir. Koenzim kismi metal iyonuysa kofaktor olarak adlandirilir.

Enzimlerin aktif oldugu form, enzim ve koenzimin birlestigi komplekstir ve buna
"holoenzim" denir. Enzim-koenzim kompleksi, katalitik tepkimenin baslangic asamasinda
substrat molekiilii ile etkilesime girer. Bu etkilesim, substratin enzimin aktif bolgesine sadece
uygun olan bir sekilde baglanabilmesi i¢in 6zel bir bosluk veya yap1 gerektiren "anahtar-kilit

modeli" olarak adlandirilir.

Substrat, enzim-koenzim kompleksi i¢cinde kimyasal etkilesimlere tabi tutulur ve gegis
durumu yapisina doniisiir. Bu sirada olusan baglar, zayif van der Waals kuvvetleri veya hidrojen
baglar1 gibi kimyasal etkilesimlerdir. Daha sonra, enzim-substrat kompleksi, enzim-iiriin
kompleksine doniiserek iirlinli olusturur ve ardindan {irlin ¢evresel ortama birakilir. Enzim,

yapisinda herhangi bir degisiklik olmadan baska bir substrati baglamak igin tekrar hazir hale
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gelir. Bu sekilde enzimler, 6zgiin ve segici bir sekilde belirli tepkimeleri hizlandirirlar (Daniel

ve Danson, 2013).
Glikoz Oksidaz Enzimi

GOx (EC 1.1.3.4, B-D-glikoz: oksijen oksidorediiktaz), glikoz molekiillerini oksijen ile
reaksiyona sokarak glikozun oksidasyonunu katalizleyen bir enzimdir. Sekil 2.5.’te verilen
reaksiyonda glikozun oksidasyonu sonucunda glikoz asidi ve su olusurken, oksijen
indirgenerek suyu olusturur. GOx, genellikle bakteri tiirlerinden elde edilir ve biyoteknolojik

uygulamalarda yaygin olarak kullanilir (Witt vd. , 2000).

CH:0OH CH:0H CH:0OH
OH
H
H COOH
OH H
HO
H OH H OH
B- D glikoz D glukano Glukonik asit

-0- lakton

GODH: + 0: —>» GOD + H:0:

Sekil 2. 5. GOx enziminin katalizledigi reaksiyon.

2.2.1. Enzim Kinetigi

Enzim kinetigi, enzimler tarafindan katalize edilen kimyasal reaksiyonlarin hizlarini
inceler ve enzimlerin katalitik mekanizmalarini, metabolizmadaki rollerini, aktivitelerinin nasil
kontrol edildigini, bir ila¢ veya modifiye edicinin (inhibitdr veya aktivator) reaksiyon hizini
nasil etkiledigini ortaya c¢ikarmak i¢in faydalanilan 6nemli bir arastirma alanmidir (Cleland,
1967). Bir enzimin katalitik aktivitesi, pH, sicaklik, iyon kuvveti ve inhibitdrler gibi faktorlere
baghdir (Cook ve Cleland, 2007) ve bu faktorler, enzimin konformasyonunu, substrat
baglanmasini ve reaksiyon mekanizmasini etkileyebilir. Optimal pH ve sicaklik, enzimin en
yuksek aktivite gosterdigi degerlerdir. Denklem 2.1.’de verilen tek substratli bir enzimin
reaksiyonu denkliginde eenzim (E), substrat (S) ad1 verilen bagka bir molekiiliin reaksiyonuna
neden olan bir biyolojik makromolekiildiir ve substrati aktif bolgesine baglayarak enzim-
substrat kompleksi (ES) olusturur. Daha sonra enzim-iiriin kompleksi (EP) ve son olarak da

iirin (P) olusur (Cornish-Bowden, 2014). Bu matematiksel modeli gelistiren Michaelis ve
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Menten, 1913 yilinda yaptiklari caligmalarla giinlimiiziin enzim kinetiginin temelini atmislardir

(Michaelis ve Menten, 1913).

ky k>
E+S - ES - E+P (2.1)
k_q

Denklem 2.1.°de verilen Michaelis-Menten denklemi, enzimler tarafindan katalize
edilen kimyasal reaksiyonlarin hizlariin substrat konsantrasyonu ile nasil degistigini, enzim-
substrat kompleksinin olusumunu ve bozulmasini birinci dereceden kinetik yasalarina gore
modeller (Cornish-Bowden, 2015). Denklem 2.2’de yer alan [S] substrat konsantrasyonu, Vo
anlik reaksiyon hizi, Vmax maksimum reaksiyon hizi ve yart maksimum reaksiyon hizina
ulagmak ic¢in gerekli substrat konsantrasyonu (Km) olarak tanimlanabilir (Cornish-Bowden,
2013a). Vmax, enzimin tiim aktif bolgelerinin substratla doyuruldugu durumdaki reaksiyon hizi,
K ise enzimin substrata olan afinitesinin bir 6l¢iisii olarak ifade edilebilir. Diisiik Ky, yiiksek
afinite anlamina gelir ve yliksek K degeri yani diisiik afinite Vimax’a ulasmak i¢in gereken

substrat konsantrasyonun yiiksek oldugunu gosterir. (Cornish-Bowden, 2013b).

_ Vmax [S]
Yo = Tsr k. (2.2)

Enzim-substrat reaksiyonlarinin davranislarini gorsellestirmek i¢in enzim kinetigi
grafikleri kullanilir  (Bisswanger, 2017). Bu grafiklerde, reaksiyon hiz1 substrat
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak gosterilir. Bu grafiklerden Vimax ve Km gibi kinetik

parametreler elde edilebilir. Ayrica, inhibitorlerin etkileri de bu grafiklerde goriilebilir.
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Sekil 2. 6. Lineweaver-Burk grafigi.

Sekil 2.6.’da verilen Lineweaver-Burk grafigi, Michaelis-Menten denkleminin tersi
almarak elde edilen Lineweaver-Burk denkleminin grafigidir (Lineweaver ve Burk, 1934).
Lineweaver-Burk grafiginde, 1/V (reaksiyon hizinin tersi) degeri y eksenine, 1/[S] (substrat
konsantrasyonunun tersi) degeri x eksenine konur. Bu sekilde, dogrunun y eksenini kestigi
nokta 1/Vmax’a, X eksenini kestigi nokta -1/Km’ye esit olur. Dogrunun egimi ise Km/Vmax olur.
Bu grafik, enzimlerin farkli inhibisyon tiplerine gore nasil etkilendigini de gostermek i¢in
kullanilabilir. Rekabet¢i inhibisyon, dogrunun egimini ve x eksenini kesme noktasini artirir,
ancak y eksenini kesme noktasini degistirmez. Rekabet¢i olmayan inhibisyon, dogrunun
egimini ve y eksenini kesme noktasini artirir, ancak x eksenini kesme noktasini degistirmez
(Hamilton vd. , 1974; Waldrop, 2009). Bu grafigin yarari, enzim kinetiginin 6nemli
parametreleri olan Vmax ve Kim gibi degerleri daha kolay belirlemeyi saglamasidir (Rodriguez

vd. , 2019).
2.2.2. Enzim immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu, enzimlerin ya da mikroorganizmalarin fiziksel ve/veya
kimyasal yontemlerle katalitik aktifligini koruyarak, tekrar ve stirekli kullanimini saglamak
amaciyla organik veya inorganik tasiyicilara tutulmasidir (Homaei vd. , 2013). Enzim
immobilizasyonu, enzimlerin iirlinden ve substrattan ayrilmasini Onleyerek, calisma {irlinii

izolasyonunu kolaylastirir. Ayrica, enzim immobilizasyonu, enzimlerin kararliligini,
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seciciligini ve verimliligini artirabilir (Datta vd. , 2013). Enzim immobilizasyonu, c¢esitli
alanlarda uygulama bulmaktadir. Ornegin, GOx enzimi kullanilarak glikoz seviyesini 6lgen
elektrokimyasal glikoz sensorleri diyabet tan1 ve tedavisinde kullanilir (Lee vd. , 2020; Nguyen
ve Kim, 2017; Suresh vd. , 2023). Biyosensorler uygulamalarinda enzim immobilizasyon
yontemleri olarak adsorpsiyon, hapsetme, kovalent baglama ve capraz baglama

kullanilmaktadir.

Adsorpsiyon: Adsorpsiyonda, enzimler tasiyici yiizeyine fiziksel olarak baglanirlar. Bu
yontem basit, ucuz ve enzim aktivitesini koruyucudur. Ancak, baglanma zayif oldugu i¢in

enzimler kolayca ayrilabilir (Khan, 2021).

Hapsetme (Tutuklama): Hapsetme metodunda, enzimler bir polimer veya jel matrisin
icine hapsedilirler. Matrisin gozenek boyutu, enzimin tutulmasini substrat ve iriin
molekiillerinin ge¢mesini saglar. Bu yontem enzim aktivitesini korur, ancak difiizyon

sinirlamasi olabilir (Nguyen ve Kim, 2017).

Kovalent Baglama: Bu yoOntemde, enzimlerin kimyasal gruplari ile tasiyicinin
kimyasal gruplar1 arasinda kovalent baglar olusturulur. Bu yontem giiclii bir baglanma saglar,

ancak enzim aktivitesini azaltabilir (Wang, X. vd. , 2014).

Capraz Baglama: Capraz baglama yonteminde, enzim molekiilleri arasinda capraz
baglayict ajanlar kullanilarak kovalent baglar olusturulur. Bu yontem stabil bir agregat
olusturur, ancak enzim aktivitesini azaltabilir (Moehlenbrock ve Minteer, 2017; Sheldon vd. ,

2005).

2.3. Aptamerler

Aptamerler, spesifik bir hedef molekiile baglanabilen tek sarmal DNA veya RNA
oligoniikloititlerden veya peptitlerden olusan molekiillerdir (Ellington ve Szostak, 1990; Tuerk
ve Gold, 1990). Aptamerler genellikle yiiksek afiniteye sahiptirler, ¢linkii hedef molekiillere
baglandiktan sonra yapilarim1 degistirme yeteneklerini kullanabilirler. Bu, kii¢iik molekiilleri
niikleik asit yapilarina entegre edebilmeleri veya makromolekiillerin (6rnegin proteinler)
yapisina dahil olabilmeleri anlamina gelir (Hermann ve Patel, 2000). Yiiksek afiniteleri
sayesinde, karbonhidratlar, ilaglar, amino asitler, niikleotitler, peptitler, enzimler, hormonlar ve
bunun gibi bir¢ok farkli hedefin tayininde kullanilmaktadir (Cho vd. , 2009). Aptamerler, teshis
ve tedavi alaninda giderek daha 6nemli hale gelen molekiiler araglar olarak kabul edilirler.
Genellikle SELEX adi verilen (Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment)

ve iissel zenginlestirme ile ligandlarin sistematik evrimine dayal gelistirilen bir yontemle belirli
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bir hedef molekiile kars1 yiiksek segicilikte iiretilirler (Tuerk ve Gold, 1990). Ozellikle aptamer
tabanli biyosensorler, antikorlar ve enzimler gibi dogal reseptorleri kullanan geleneksel

biyosensdrlere kiyasla benzersiz avantajlar sunarlar (Song vd. , 2008).

Metilen Mavisi Konjuge Aptamer

Metilen mavisi (MB), tek veya cift iplikli DNA’ya farkli sekillerde baglanabilen bir
elektrokimyasal probdur. Aptamer ise, spesifik bir hedef molekiile baglanabilen bir DNA veya
RNA dizisidir (Catanante vd. , 2016). MB konjiige aptamer (MB-Apt), elektrokimyasal sinyal
almak amaciyla etiketlenmis ve sensorlerde kullanilan bir kombinasyondur (Wang, Jianlong

vd. , 2009). Hedef molekiiliin varligina gore elektrokimyasal sinyalde degisikliklere neden olur.

Catanante vd. okratoksin A (OTA) tespit etmek icin MB aptameri kullanmislardir.
Yapilan calismada SPE elektrot ylizeyine heksametilendiamin, polietilen glikol, basit
adsorpsiyon ve diazonyum birlestirme mekanizmasi kullanilarak farkli aptamer birlestirme

stratejileri test edilmistir (Catanante vd. , 2016).

Wei vd., yapmis olduklari ¢caligmada mikrosistin-LR’yi (MC-LR) tespit etmek amaciyla
MB modifiye edilmis bir aptasensor gelistirmistir. Aptamer ve MC-LR birlestirildikten sonra
MB ile elektrot yiizeyi arasindaki elektron transferinin kolaylastigin1 ve SWV analizlerinde

akimin arttigini, hassas bir aptasensor gelistirildigini rapor etmislerdir (Wei vd. , 2022).

Bir diger yaklagimda ise, Chanarsa vd., karsinoembriyonik antijeni (CEA) tespit etmek i¢in
metilen mavisi aptameri kullanmiglardir. Bu c¢alismada, aptameri altin elektrot iizerine
immobilize etmislerdir. MB, aptamer ile interkale olmustur. CEA eklendiginde, aptamer ile
baglanarak MB ile interkale olan kismini1 azaltmigtir. Bu da diferansiyel puls voltametrisi

(DPV) sinyalinde azalmaya neden olmustur (Chanarsa vd. , 2022).

2.4. Gozenekli Malzemeler

Gozenek terimi en genel haliyle siirekli bir madde igerisindeki sinirli bosluk olarak
tanimlanabilir (Hasanzadeh vd. , 2012). Gozenekli malzemeler, yapisinda farkli biiyiikliik ve
boyutlarda heterojen veya homojen olarak dagilan gézenekler bulunan dogal veya yapay kati
malzemelerdir. Gozenekli katilar sahip olduklar1 yiiksek ylizey alanlar1 nedeniyle adsorban,
katalizor ve katalizor destek malzemeleri olarak kullanilmaktadirlar. G6zenekli yapilar 1960’11
yillardan beri kullanildiklar1 ¢esitli teknolojik ve bilimsel ¢aligmalar nedeniyle biiyiik ilgi

toplamistir. Gozenek boyutu ve sekli iiretim sekli ya da kullanilan hammaddeye bagli olarak

17



degisiklik gostermektedir (Ciesla ve Schiith, 1999). Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya

Birligi (IUPAC)’a gore gozenekli malzemeler {li¢ grupta incelenmektedirler:
* Mikrogozenekli malzemeler: gdzenek boyutu 2 nm’den kiigiik,
* MGM’ler: gozenek boyutu 2-50 nm arasinda degisen,

» Makrogozenekli malzemeler: gozenek boyutu 50 nm’den biiyiik.

(@) Gozenek Sekilleri
SR Kiibik
(X ]
/(b) Gozenek Boyutlar i
Mikrogdzenekli Mezigozenekli Makrogdzenekli
(<2 nm) (2-50 nm) (>50 nm)
- o
P

Sekil 2. 7. Gozenek boyutlar1 ve sekilleri

Kaynak: (Baino vd. , 2017).

Dogru gozenek boyutuna sahip malzemeyi kullanim alanina bagli olarak se¢mek
onemlidir. Sicaklik arttikga parcaciklarin birbirine sinterlenmesi ile 6nce mikrogozenekler
sonra da mezogdzenekler ortadan kalkar bir baska deyisle; mikro-MGM’ler 1s1l islemlerden
makrogo6zenekli malzemelere gore daha ¢ok etkilenmektedir. Basingta ise durum tam tersidir
ve makrogozenekli yapilar yiiksek basingtan mikro-MGM’lere gore daha ¢ok etkilenmektedir.
Makrogozenekli malzemelerin gdzenekler aras1 bosluklar1 yiiksek basing altinda mikro ya da

mezogozenek boyutuna iner (Demirel vd., 1995).
2.4.1. Mezogozenekli malzemeler

MGM’ler birim kiitle basina diisen aktif yiizey alanlar1 sayesinde kiitle transferini
arttirmalar1 ve bu nedenle yiiksek katalitik, adsorpsiyon, iletkenlik ozellikler gostermeleri
sebebiyle ¢cok fazla tercih edilmektedirler. MGM’lerin sentezinde kullanilan yiizey aktif madde
ve silika kaynag1 gozenek ve duvar o6zelliklerinde farkliliklarin olugsmasina yol agmaktadir

(Zhao vd. , 2000).
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Mezogozenekli yapilarilk olarak 1990 yilinda diizenli gbzenek boyutuna sahip olan
mezogoOzenekli silika (FSM-16) sentezi ile rapor edilmigtir. 1995 yilinda Michigan State
University (MSU)’de hekzagonal mezogodzenekli silikalar ve molekiiler elekler iizerinde
yogunlagilmistir. 1998 yilina gelindiginde; asidik ortamda diizenli mezogodzenekli silika
malzemeler sentezlenmistir. Kullanilan yilizey aktif maddeye gore farkli diizende olan bu
malzemelere SBA (Santa Barbara Amorphus) malzemeleri adi verilmigtir. 1999 yilinda ise

periyodik mezogozenekli organosilikalar (PMO) sentezlenmistir (Inagaki vd. , 1999).

MGM’lerden MCM (Mobil Composition of Matter, Exxon-Mobil Co., ABD) ailesi ve
SBA-n ailesi yapilarinda mikrogdzenek ve mezogozenekleri bir arada bulundurmalar

nedeniyle katalizor destek malzemesi olarak tercih edilmektedir.
2.4.1.1. M41S ailesi

M418S, cesitli MCM tiirii malzeme ailesinin genel adidir. 1992 yilinda, “Mobil Group”
bilim insanlar1 diizenli gozenek yapilar, yiiksek spesifik yiizey alanlar1 ve belirli gézenek
hacmine sahip M41S tipi malzemeler ailesini bildirmistir (Kresge vd. , 1992). Bu malzemelerin

termal dayanikliliklar1 yiiksektir.

M41S ailesinde ayni maddeden sentezlenmesine ragmen farkli geometrik yapida
malzemeler bulunur. Bunlar; MCM-41 iki boyutlu (2D) altigen yapidan, MCM-48 (Ia-3d)
kiibik yapidan ve MCM-50 katmanli yapidan olugsan malzemelerdir.

MCM-41 MCM-48

MCM-50

Sekil 2. 8. M41S ailesi
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2.4.1.2. Santa Barbara Amorphus ailesi (SBA)

1998 yilinda Zhao ve caligma arkadaglar1 Santa Barbara Amorphus (SBA) olarak
adlandirilan diizenli gozenek yapisina sahip MGM’leri literatiire eklemislerdir (Zhao vd. ,
1998). Gozeneklerin geometri yapisina gore farklt SBA malzeme ¢esitleri elde edilmistir. Bu

malzemeler Tablo 2.4°de siralanmustir.

Tablo 2. 4. SBA malzemeleri ve gbzenek yapilari.

Malzeme Gozenek Yapisi
SBA-1 Kiibik

SBA-11 Kiibik

SBA-12 3D hekzagonal ag
SBA-14 Lameller

SBA-15 2D hekzagonal ag
SBA-16 Kiibik kafes yapili

SBA-15; silika yapilt mezogdzenekli , son derece diizenli iki-boyutlu (2D) altigen yap1
ile yiiksek yiizey alanina (600-1000 m?/g), 4,6-30 nm arahiginda ayarlanabilir gdzenek
boyutuna, yiiksek gdzenek hacmine (~1 g/cm® ), kalin duvarlara (3.1 - 6.4 nm), ve yiiksek
hidrotermal ve termal dayanikliliga sahiptir (Chen, L.-F. vd. , 2009).

SBA-16; literatiirde bildirilen mezogdzenekli yapilar arasindan kiibik kafes yapisi, kalin
duvarlartyla iyi termal kararlili§a sahip olmasi, ekonomik olusu ve biiyiik gézenek yapisi ile

destek katalizorii olarak kullanilmaya iyi bir adaydir (Zhao vd. , 1998).

2.5. Grafen OKksit

GO, grafenin oksijen igeren fonksiyonel gruplarla modifiye edilmis bir formudur. GO,
grafene gore daha kolay sentezlenebilir, islenebilir ve islevsellestirilebilir. Bu 6zellikleri
sayesinde, GO sensorlerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Karthik vd. , 2021; Liu vd. , 2022;
Pefia-Bahamonde vd. , 2018). GO sensorleri, c¢esitli analitleri tespit etmek i¢in farkl

mekanizmalarda kullanabilir.
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GO, elektriksel iletkenligi yliksek ve ¢evresel degisimlere duyarli bir malzemedir. Bu
nedenle, GO elektrokimyasal sensorlerde elektrot malzemesi olarak kullanilabilir.
GO’nun yiizeyine farklt biyomolekiiller (enzimler, antikorlar, aptamerler vb.)
baglanarak spesifik hedeflerin tespiti saglanabilir. GO’nun yiiksek yiizey alan1 ve diisiik
arka plan akimi, elektrokimyasal sensorlerin duyarliligini ve segiciligini artirir (Liu vd.
,2022).

GO, floresan Ozelligine sahip bir malzemedir. Bu nedenle, GO floresan sensorlerde
sinyal verici olarak kullanilabilir. GO’nun floresansi, c¢evresindeki molekiillerle
etkilesime girerek sondiiriilebilir veya artirilabilir. Bu sekilde, GO floresan sensorleri,
farkli analitleri (metal iyonlari, organik molekiiller, biyomolekiiller vb.) tespit edebilir
(Verma vd. , 2022).

GO, gaz molekiilleriyle etkilesime girerek elektriksel direncinde degisimlere neden olan
bir malzemedir. Bu nedenle, GO gaz sensdrlerde aktif malzeme olarak kullanilabilir.
GO’nun gaz molekiilleriyle adsorpsiyonu ve desorpsiyonu arasindaki dinamik denge,
gaz sensOrlerinin yanit siiresini ve geri kazanim stiresini belirler. GO’ nun yiiksek ylizey
alan1 ve gozenekliligi, gaz sensorlerinin duyarliligini ve segiciligini artirir (Nag vd. ,

2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kullamlan Kimyasallar

Bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan kimyasallar en az analitik safliktadir ve isleme
tabi tutulmadan kullanilmistir. GO, GOx, Fc, nafyon, diisiik molekiiler agirlikl kitosan, ferrosen
karboksilik asit (FcCOOH), human serum albiimin, kloroaurik asit (HAuCls), insiilin, askorbik
asit ve streptavidin Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. D-Glikoz AFG Bioscience
firmasindan; N-N dimetilformamid, MCH, potasyum ferrisiyaniir, potasyum ferrosiyaniir Fluka
Analytical firmasindan; etanol, potasyum kloriir Emsure firmasindan; potasyum monobazik,
potasyum dibazik, tirik asit Acros Organics firmasindan ve asetik asit Riedel de Haen

firmasindan temin edilmistir.

5’-NH2-(CH2)s-GGT GGT GGG GGG GGT TGG TAG GGT GTC TTC-3’, 5’- NH> -
(CH2)s- GGT GGT GGG GGG GGT TGG TAG GGT GTC TTC -Fc-3°, 5°- NHz- (CH2)6-GGT
GGT GGG GGG GGT TGG TAG GGT GTC TTC-MB-3’ ve SH- (CH2)s — GGT GGT GGG
GGG GGT TGG TAG GGT GTC TTC- AttoMB: sekanslarina sahip aptamerler Ella Biotech

(Almanya) firmasinin yerel temsilcisinden temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda fiziksel ve kimyasal karakterizasyon islemlerinde Bilecik
Seyh Edebali Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda bulunan ZEISS marka Supra 40
VP model taramali elektron mikroskobu (SEM/EDX), Agilent Cary 360 marka Fourier
dontistimlii kizil6tesi spektrometresi (FT-IR) ve Pan-Analytical marka X- 1s1n1mi1 kirinim (XRD)
cihazlar1 kullanilmistir.

Hazirlanan ¢dzeltiler ve deney esnasinda kullanilan ultra saf su MP Minipure Dest Plus
cihazindan elde edilmistir. Deneylerin hazirlik ve gergeklestirilme asamalarinda; kati
malzemelerin tartiminda hassas terazi Radwag/AS 220.R2 (Polonya), ¢ozeltilerin pH 6lgiimiinde
pH metre olarak Mettler-Toledo (Isvigre) hazirlanmasinda 1siticili manyetik karistirici olarak
Elektro-mag, (Tiirkiye) elektrokimyasal analizlerin gerceklestirilmesinde potansiyometre Ivium
Technologies (Hollanda), ultrasonik banyo Bandelin RK 100 H (Almanya) 1s1 tabancas1 Maestro
JS-HG-12AII (Cin), vorteks karistiric1 Jeiotech/VM-96B (Kore) marka cihazlar kullanilmistir.

Elektrokimyasal deneyler igin Dropsens firmasindan alian yiizey alani 0,059 cm? olan

DRP-X1110 ve yiizey alan1 0,126 cm? olan DRP-X110 elektrotlar kullamlmistir. Gergek numune
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deneylerinde kullanilan visne, c¢ilek, kayisi regelleri KOSKA firmasinin ticari olarak satilan

tiriinlerinden temin edilmistir.

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmislar:
Potasyum Fosfat Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,1 M fosfat tamponu ¢6zeltisi (PBS) monobazik (sodyum fosfat monobazik) ve dibazik
(sodyum fosfat dibazik) tuzu ile hazirlanmistir. 0,1 M monobazik ve 0,1 M dibazik ¢ozeltileri
hazirlandiktan sonra dibazik ¢ozeltisinin pH’1 pH metre yardimiyla Slgiilmiistiir. Hazirlanan
dibazik ¢ozeltisine monobazik c¢ozeltisi eklenerek pH diisiiriilmiis ve istenilen aralifina
getirilmigtir. Hazirlanan tampon ¢6zelti 1 giin bekletilmistir ve pH tekrar olgiilerek sabit pH’a
gelmesi saglanmistir. Bu tez calismasi kapsaminda 0,1 M PBS pH’1 7.4 olacak sekilde

ayarlanmistir.

Kitosanin Hazirlanmasi

Tez ¢aligmalar1 kapsaminda %1 g/mL kitosan kullanilmistir. 0,1 g kitosan tartilarak 0,1
M asetik asit ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Cozelti Sekil 3.1.’de gosterilen sekilde 3 saat boyunca
500 rpm ve 50 °C ayarli manyetik karistiricida tutularak ¢oziinme saglanmistir. Hazirlanan

polimer ¢bzeltisi oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

Sekil 3. 1. Kitosanin 500 rpm ve 50 °C’de hazirlanmasi.
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Glikoz Oksidaz Enziminin Hazirlanmasi

GOx enzimi kullanilacagi deney setine gore farkli konsantrasyonlarda hazirlanmistir. 1,
5, 10, 20 mg/mL konsantrasyonlarindaki enzim ¢dozeltileri hazirlanirken 0,45 pum filtre
kullanilarak filtre edilmis 0,1 M PBS kullanilmistir. Hazirlanan enzim ¢ozeltileri tek seferlik
kullanima uygun hacimlerde eppendorf tiiplerine boliinerek -20 °C’de muhafaza edilmistir. Bu
sayede enzimin siklikla donma-erime ¢evrimine (freeze-thaw cycle) maruz kalmasinin 6niine
gecilmesi amacglanmistir.

Glikoz Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bu tez ¢alismasinda farkli konsantrasyonlarda glikoz kullanilmistir. Bu sebeple 0,1 M
10 mL stok glikoz hazirlanarak kullanilacak konsantrasyonlara seyreltilmistir. Glikoz
¢ozeltisinin hazirlanmasinda 0,45 pm filtre ile 3 kere filtre edilmis 0,1 M PBS kullanilmistir.
Yeni hazirlanmis glikoz ¢ozeltisi mutarotasyon gosterecegi i¢in hazirlanan ¢ozelti 1 giin + 4

°C’de bekledikten sonra kullanilmistir (Silva vd. , 2006).

3.2. Yontem

3.2.1. Elektrot Yiizeyinin Stabilizasyonu

SPE’ler PBS igerisinde hazirlanmis 0.1 M KCl ile 0 — (-2) V araliginda 1 mV potansiyel
adimi ve 20 mV/s tarama hizinda LSV teknigi kullanilarak yiizeyin elektrokimyasal olarak
stabilizasyonu gerg¢eklestirilmistir. Bu c¢alisma kapsamina gerceklestirilen tim deneylerde

elektrotlar ylizeyleri stabilize edilerek kullanilmistir.
3.2.2. GO/Mezogozenekli Malzeme Elektrotlarin Hazirlanmasi

GO/MGM elektrotlar1  hazirlanmas1 agsamasinda GO ve hidrotermal yontemle
sentezlenen (Simsek ve Sahin, 2021) gdzenekli malzemeler kullanilmigtir. MCM-41, GO/MCM-
48, GO/SBA-15 ve GO/SBA-GO/MCM-41, GO/MCM-48, GO/SBA-15 ve GO/SBA-16
dispersiyon ¢ozeltileri kiitlece 1:1, 1:1.5 ve 1:2 oranlarinda saf su icerisinde hazirlanmistir. Elde
edilen ¢ozeltiler, 0,1 M KCl ile LSV teknigi kullanilarak elektrokimyasal olarak temizlenmis
SPE’lere, malzeme yogunlugu 0,15 mg/cm? (Sahin, 2020) olacak sekilde, damlatip kurutularak
kaplanmistir. Damlatip kurutma teknigi yiizey iizerinde tabaka biriktirerek elektrotu modifiye
etmek icin hizli bir tekniktir. Kaplanan elektrot, CV teknigi kullanilarak -0,2 — 0,4 V araliginda
50 mV/s tarama hizinda elektrokimyasal olarak karakterize edilmistir. Karakterizasyon isleminde
0,1 M KCI igerisinde hazirlanmis 2 mM ferri ferro (K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)g) redoks probu

kullanilmistir. GO’nun MGM ile karistirilmasinin performansa etkisini gozlemlemek amaciyla
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yalnizca GO kapl bir elektrot ve hi¢bir malzeme kapli olmayan SPE de test edilmistir. Sekil

3.2.’de GO/MGM elektrotlarinin hazirlanisinin sematik gosterimi verilmistir.

Mezogozenekli Malzeme GO-Mezogézenekli Malzeme
Suspansiyonlari

Elektrokimyasal karakterizasyon Elektrot Modifikasyonu

Sekil 3. 2. SPE/GO/MGM elektrotlarinin hazirlanis1 ve karakterizasyonunun sematik

gosterimi.

3.2.3. GO/MGM Elektrotlarima Glikoz Oksidaz Enzimi Tutuklanmasi

Bir dnceki asamada hazirlanan GO/MGM elektrotlarinin CV teknigi ile analizinden her
malzeme i¢in en iyi performansi veren kiitlece bilesim seg¢ilmistir. Segilen disperse ¢ozeltiler
(1:1.5 GO/SBA-15, 1:1 GO/SBA-16, 1:1 GO/MCM-41, 1:2 GO/MCM-48) 0.1 M KCI ile
elektrokimyasal olarak temizlenmis elektrotlara malzeme yogunlugu 0,15 mg/cm? olacak sekilde
damlatip kurutma teknigi ile kaplanarak 15 dakika ortam sicakliginda bekletilmistir. Elektrotlarin
tizerine 1 pL %0.05 Nafyon-Etanol ¢ozeltisi damlatilarak tekrar 15 dakika ortam sicakliginda
bekletilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (1, 5 ve 10 mg/mL) GOx enzimi 0.1 M fosfat tamponu
(PBS, pH 7.4) igerisinde hazirlanmistir. Hazirlanan elektrotlar tizerinde 1 pL enzim damlatilarak,
+4°C’de 24 saat bekletilerek enzim tutuklama islemi gergeklestirilmistir (Sekil 3.3.). Enzim
tutuklanmasi gergeklestirilen elektrotlar 0.1 M fosfat tamponu (pH:7,4) ile 15 dakika bekletilerek
ortam sicaklifina gelmesi saglanmis, 3 kez tampon ¢ozelti ile yikama yapilarak yiizeye zayif
tutunan enzimlerin elektrottan temizlenmesi islemi yapilmistir. Elektrokimyasal analizler farkli
enzim konsantrasyonlari i¢in ayr1 ayr1 1 mM FcCOOH ile LSV teknigi kullanilarak kontrol (0
mM glikoz) ve 5 mM glikoz i¢in gerceklestirilmistir.
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Mezogdzenekli Malzeme GO-Mezogbzenekli Malzeme Elektrot Modifikasyonu

Siispansiyonlan l

24 saat +4°C
N bzeltisi
GOx Cézeltisi afyon gézeltisi

<—

Nafyon Modifikasyonu

Elektrokimyasal Test
Enzim Modifikasyonu

Sekil 3. 3. SPE/GO/MGM/GOx elektrotlarinin hazirlanigi sematik gdsterimi.

3.2.4. GO/MGM Elektrotlarinda Farkh Glikoz Konsantrasyonlar1 Analizi

Elektrotlar boliim 3.2.3’de anlatilan asamalar gerceklestirilerek hazirlanmis olup, enzim
optimizasyon ¢alismalarinda elde edilen LSV analizleri sonuglarma gore 1 mg/mL GOx
konsantrasyonu kullanilmistir. Elektrotlarin zamana kars1 akim degerleri 0.14 V uygulanarak 0-
120 saniye araliginda CA teknigi ile 0,1.3,5,7 mM glikoz i¢cin 1 mM FcCOOH mediyatorii

kullanilarak belirlenmistir.

3.2.5. GO ve GO/MCM-41 Malzemeleri i¢in Giin ici ve Giinler Arasi Performans

Deneyleri

Calisma kapsaminda gerceklestirilen giim i¢i ve giinler arasi deneyler; boliim 3.2.4°de
1yi performansi gosteren GO/MCM-41 ve GO’nun silika malzeme ile birlesmesinin etkilerini
gormek amaciyla yalmizca GO kaplanan elektrotta gergeklestirilmistir. Stabil hale getirilmis
yiizeye GO ve GO/MCM-41 kaplandiktan sonra yiizeye 9%0,05 Nafyon-Etanol c¢ozeltisi
damlatilmigtir. Optimizasyon sonuglarina gore secilen 1 mg/mL GOx enzimi yiizeye birakilarak

24 saat + 4 °C’de enzim tutuklanmasi gerceklestirilmistir.

Giin i¢i deneyler i¢in hazirlanan elektrotlar ¢ikarildiktan sonra PBS (pH:7,4) ile
yikanarak ortam kosullarina getirildikten sonra 1 saat araliklarla 6 kere 6l¢tim alinmistir. Elektrot
deneyler arasinda 0,1 M PBS icerisinde + 4 °C’de bekletilmistir. Giinler aras1 deneyler 0, 7 ve
14’linci giinlerde 0 mM ve 5 mM glikoz i¢in gergeklestirilmistir. Elektrot giinler arasinda Sekil

3.4.’te gosterilen hiicrede 0,1 M PBS igerisinde + 4 °C’de bekletilmistir.
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Sekil 3. 4. Giin i¢i ve glinler aras1 deneylerde elektrotlarin saklanma hiicresi.

3.2.6. GO/MCM-41/F¢/GOx/Chit Elektrotlarinin Modifikasyonu

0,1 M KCl ile temizlenen elektrot yiizeyi iizerine, malzeme yogunlugu 0,15 mg/cm?
olacak sekildle GO/MCM-41 siispansiyonu damlatarak kaplama yontemiyle kaplanmuistir.
Elektrot 15 dakika bekletildikten sonra yiizeye DMF igerisinde hazirlanmig 75 mM Fc 5,9 pLb
(Kiigtikayar vd. , 2023) kaplanmistir. Elde edilen SPE/GO/MCM-41 elektrotu lizerine 1 uL 20
mg/mL GOx enzimi birakilarak 15 dakika ortam kosullarinda bekledikten sonra 0,1 M asetik
asit icerisinde hazirlanmis %1 g/mL kitosandan 2 pL yilizeye damlatilarak ytizeyde polimer film
olusturulmustur. Sekil 3.5.’de GO/MCM-41/Fc¢/GOx/Chit elektrotlarinin hazirlanmasi sematik
olarak gosterilmistir. Gergeklestirilen deneyler sonucunda enzim performansinin en iyi oldugu
enzim tutuklanma siiresi 4 giin olarak belirlenmistir. Hazirlanan elektrotlar 4 giin + 4 °C’de

enzim tutuklanmasi gergeklestirildikten sonra kullanilmistir.
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Enzim Modifikasyonu

3.2.7. GO/MCM-41/Fc¢/GOx/Chit Elektrotlarimin Performans Analizleri
3.2.7.1. Kalibrasyon Egrisi Elde Edilmesi

Bolim 3.2.6.°da anlatilan sekilde modifiye edilen GO/MCM-41/Fc/GOx/Chit
elektrotlarina 4 giin + 4 °C’de enzim tutuklanmasi gergeklestirilmistir. 4. giin ¢ikarilan elektrot
0,1 M PBS ile 15 dakika bekletilerek ortam sicakligina gelmesi saglandiktan sonra 3 kere
yikama iglemi gerceklestirilmistir. Analiz i¢in hazir hale getirilen elektrotlara 0, 1, 3, 5, 7, 10,
15, 20, 25, 50, 75 ve 100 mM glikoz ¢ozeltilerinden 200 pL koyularak CA teknigi ile test

edilmistir ve 4 tekrar ile kalibrasyon egrisi elde edilmistir.

3.2.7.2. Girisim Etkisinin Belirlenmesi

Calismanin bu boliimiinde hazirlanan biyosensore glikoz 6l¢limii esnasinda girisim
yapabilecek molekiillerin etkisi incelenmistir. Urik asit (UA), askorbik asit (AA) ve insiilin
(Ins) glikoz igeren numunelerde bulunabilecek maddeler olarak se¢ilmistir. Bu amagla 0,15 mM
UA, 0,15 nM Ins, 0.45 uM AA’nin girisim etkileri incelenmistir. Daha sonra bu maddelerle 5
mM glikoz iceren bir karigim olusturulmus ve gelistirilen biyosensoriin bu karisimdaki glikoza

diger bilesiklere gore segiciligi degerlendirilmistir.
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3.2.7.3. Ger¢cek Numune Analizleri

Gelistirilen biyosensoriin gercek numunedeki uygulamasini belirlemek icin 3 farkli
recelin glikoz analizi gergeklestirilmistir. Kullanilan kayisi, ¢ilek ve visne regellerinin temini
ticari olarak iiretim yapan KOSKA firmasindan saglanmistir. Kullanilacak ger¢cek numunelerin
hazirlik asamasinda hassas terazi ile tartilan 10 g recel 0.1 M PBS ile 100 mL’ye tamamlanarak
seyreltilmistir. 0,1 g/mL regel ¢ozeltisi 15 dakika manyetik karistiricida karigtirildiktan sonra 6
dakika 4000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda kati-sivi fazi ayrilan
¢Ozeltinin s1v1 fazindan alinan numuneler 0,45 pm filtreden gegirilmistir. Kayisi, ¢ilek ve visne
recelleri i¢cin ayni islemler tekrarlanarak stok ¢ozeltiler elde edilmistir. Biyosensoriin gergek

numunedeki glikozu belirleme analizleri kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmstir.
3.2.7.4. Raf Omrii ve Tekrar Uretilebilirlik Analizleri

Biyosensoriin raf omriinii belirlemek amaciyla 4°C’de saklanan elektrotlarin dlgiimleri
0, 6, 13 ve 27°nci giinlerde CA teknigi kullanilarak 5 ve 10 mM glikoz ile alinmistir. Raf dmrii
deneyleri 4 kez tekrar edilmistir ve yilizde degisimler hesaplanmistir (n=4). Biyosensdriin tekrar
tiretilebilirligini incelemek amaciyla; ayni deney kosullarinda hazirlanan on farkli elektrot ile
kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Elde edilen akim degerlerindeki RSD sapmalar

hesaplanarak biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi degerlendirilmistir.
3.2.8. Insiilin Tayini I¢cin Aptasensor Gelistirilmesi
3.2.8.1. Au Kaplama ve Aptamer Tutuklanmasi

Calismanin bu boliimiinde DRP X110 elektrotlar kullanilmistir. Elektrotlarin {izerine
Au kaplanmasi elektrodepozisyon yontemi ile gerceklestirilmistir. 0,1 M KCl ile elektrokimyasal
olarak temizlenen elektrotlar kurutulduktan sonra, 0,1 M KCI igerisinde hazirlanmig 1 mM
HAuCly ¢ozeltisi kullanilarak CV teknigi ile Au kaplama islemi ger¢eklestirilmistir. Au kaplanan
elektrotlar 0,1 M PBS ile yikanip kurutulduktan sonra 0,1 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7.4)
igerisinde hazirlanmis 10 uM derisimde SH- (CH2)s — GGT GGT GGG GGG GGT TGG TAG
GGT GTC TTC- AttoMB: sekansina sahip MB aptameri (MB) ylizeye modifiye edilmistir.
Aptamer yiizeye koyularak bekletilmis, fosfat tampon ¢o6zeltisi ile yikama yapildiktan sonra 1
mM merkaptohekzanol (MCH) kullanilarak Au yiizeyi insiilinin Au ile etkilesime gegcmemesi
icin bloklanmistir. Aptasensor gelistirilmesi ¢alismasindaki tiim deneyler 23 + 1 °C’de

gergeklestirilmistir.

29



rgl(lumaurik Asit Cozeltisi (‘\ ?e.l\f[l} aptamer

Au elektrodepozisyon

¢ D

Jaweydy g

L R Y

SPE/Au/Aptamer

Sekil 3. 6. SPE/Au/MB Aptamer elektrotlarinin hazirlanma semasi.

Sekil 3.6. SPE/Au/MB Aptamer elektrotlarinin hazirlanmasini sematik olarak
gostermektedir. Calismanin bu asamasinda aptamer, MCH ve insiilin inkiibasyon siirelerinin
optimizasyonu iki adimdan olusmaktadir. Merkezi karma tasarim olarak bilinen tepki ylizeyi
yontemi kullanilmistir. Birinci adimda aptamer ve MCH inkiibasyon siirelerinin elektrot
performansina etkisi incelenmistir. Ikinci adimda insiilin inkiibasyon siiresi ile beraber toplam
aptasensOr performansi optimize edilmistir. Aptamer, MCH ve insiilin inkiibasyon siireleri

Design Expert 12 programi ve cevap yiizeyi yontemi ile optimize edilmistir.
3.2.8.2. Aptamer ve MCH Siirelerinin Optimizasyonu

[k adimda literatiirdeki aptamer immobilizasyon ¢alismalarindaki verilere dayanilarak
zaman parametreleri; aptamer i¢in 30-240 dakika, MCH i¢in 15-90 dakika ve Ins i¢in de 5-90
dakika olacak sekilde secilmistir. Once insiilinin olmadigi, daha sonra insiilinin oldugu
durumda SWV analizi yapilmis, iki deney sonucunda alinan pik akim degerlerinin arasindaki
fark deneysel cevap olarak kullanilmistir. Bu akim degerlerinin degisiminde aptamer, MCH ve
insiilin inkiibasyon siirelerinin etkisi incelenerek hatayr minimize ederken, akim degerini
maksimize eden siireler bulunmustur. Tablo 3.1’de sistemin aptamer ve MCH i¢in vermis

oldugu inkiibasyon siireleri gosterilmektedir.
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Tablo 3.1. Aptamer ve MCH inkiibasyon siirelerinin elektrot performansina etkisinin

belirlenmesi i¢in Design Expert programi tarafindan belirlenen deneyler.

Deney No Aptamer Inkiibasyon Siiresi MCH Inkiibasyon Siiresi
(dak) (dak)
1 135 52.5
2 240 90
3 30 90
4 135 52.5
> 135 15
6 135 52.5
7 240 15
i 30 15
9 135 52.5
10 240 90
11 30 00
12 135 52.5
13 135 90
14 30 s
15 240 15
16 135 52.5
17 30 52,5
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3.2.8.3. Insiilin Siiresinin Optimizasyonu

Boliim 3.2.9.2°de aptamer ve MCH inkiibasyon siirelerine ek olarak ikinci asamada

insiilin inkiibasyon siiresi optimize edilmistir. Bolim 3.2.9.1°de agiklanan sekilde hazirlanan

SPE/Au/APT elektrotlar1 0,1 M PBS c¢ozeltisi ile yikanarak insiilin inkiibasyonu i¢in hazir hale

getirilmistir.

Tablo 3. 2. Insiilin inkiibasyon siireleri optimizasyonu i¢in Design Expert programi tarafindan

belirlenen deneyler.

Deney No Aptamer Inkiibasyon Siiresi MCH Inkiibasyon Siiresi (dak) insiilin inkiibasyon Siiresi
(dak) (dak)

1 135 52,5 475
2 240 90 90
3 30 90 90
4 135 52,5 47,5
5 135 15 47,5
6 135 52,5 90
7 240 15 5
8 30 15 47,5
9 135 52,5 5
10 240 90 475
11 30 90 5
12 135 52,5 5
13 135 90 475
14 30 15 475
15 240 15 90
16 135 52,5 90
17 30 52,5 415
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3.2.9. SPE/Au/Apt/Ins Elektrotlarinin Performans Analizleri
3.2.9.1. Kalibrasyon Egrisinin Elde Edilmesi

Stabil hale getirildikten sonra altin kaplanan ve yiizeye aptamer modifiye edildikten
sonra elde edilen SPE/Au/Apt elektrotlar1 optimize edilen siireler dogrultusunda SWV teknigi ile
ilk olarak insiilin inkiibe edilmeden 6nce 0.1 M PBS igerisinde test edilmistir. Daha sonra 25 dk
boyunca farkli miktarlarda insiilin (25 pM, 50 pM, 100 pM ve 150 pM) inkiibe edilerek
SPE/Au/Apta/Ins elektrodu elde edilmistir. Elektrot 0.1 M PBS (pH 7.4) kullanilarak 3 kere
yikanmistir. SPE/Au/Apta/Ins elektrotlart 0.1 M PBS icerisinde SWV teknigi kullanilarak test
edilmistir. Aptasensor cevabi olarak insiilin inkiibe edilmeden Onceki ve sonraki iki durum

arasindaki akim degisimi alinmistir. (n=3)
3.2.9.2. Raf omrii Analizleri

Raf 6mrii deneyleri i¢in hazirlanan SPE-Au/Apta/lns elektrotlar sifir degeri alindiktan
sonra 10 giin boyunca +4 °C’de saklanmistir. 10 giin sonunda 50 pM insiilinle test edilerek

referans degere gore akim farki degerindeki degisim yiizde olarak hesaplanmistir. (n=3)
3.2.9.3. Girisim Etkisinin Belirlenmesi

Bu nedenle hazirlanan aptasensore potansiyel girisim yapacak 4 farkli madde insiilinle
optimize edilen siire boyunca inkiibe edilmis ve akim degerindeki farklar incelenmistir.
Streptavidin, glikoz, trombin ve {irik asit konsantrasyonlari sirastyla 1,5 mM, 50 pM, 0,5 uM ve
0,15 mM olarak belirlenmistir. Bu degerler 3 kat1 seyreltilmis kan icerisinde ortalama bulunacak

degerler ve streptavidin i¢in instilinle es deger olacak sekilde belirlenmistir.

Glikozun kanda yliksek konsantrasyonda bulunmasi, streptavidin protein modelinin
insiilinle benzer boyuta sahip olmasi, trombinin kan 6rnegi alimi esnasinda potansiyel bir girigim
olarak ortaya ¢ikabilecek olmasi ve daha dnce insiilin i¢in tercih edilmemis ancak yiiksek girigim
potansiyeline sahip oldugunun tespit edilmesi sebebiyle iirik asit bu ¢alismada girisim yapan

maddeler olarak se¢ilmistir.

Deneyler kalibrasyon g¢alismalarina benzer olarak gerceklestirilmis, ilk olarak SPE-
Au/Apta/lns elektrotlar insiilin yokken test edilmis ve daha sonra 50 pM insiilin ile ayn1 anda

farkli miktarlarda girisim yapmas1 muhtemel maddeyle inkiibe edilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR

4.1. GO/MGM Elektrotlarimin Karakterizasyonu

Ik olarak MGM’ler kullanilarak hazirlanan farkli elektrotlarin elektrokimyasal
performanslar1 CV teknigi kullanilarak incelenmistir. Bu kapsamda Bo6liim 3.2.2°de anlatildigi
sekilde modifiye edilen GO/MGM elektrotlar1 2 mM KisFe(CN)e/KsFe(CN)s redoks probu
icerisinde 50 mV/s tarama hizinda test edilmistir. Sekil 4.1°de verilen voltomogramlarda higbir
malzeme kaplanmamis elektrot (BE), GO kaplanmis elektrot ve GO/MGM kaplanan elektrottan

alian akim degerleri karsilagtirilmistir.

40 — & 40}

02 00 02 04
Potansiyel (V vs Ag/Ag*)

02 00 02 04
Potansiyel (V vs Ag/Ag")

(®) D)

of =2 o =2
RES e
g 0 g 0
%_20. %-20-

-40} -40}

02 00 02 04
Potansiyel (V vs Ag/Ag")

02 00 0z 04
Potansiyel (V vs Ag/Ag")
Sekil 4. 1. (A) SBA-15 (B) SBA-16 (C) MCM-41 (D) MCM-48 malzemelerinin kiitlece 1:1,
1:1.5, 1:2 oranlarinda GO ile karistirlmasiyla hazirlanan ¢d6zeltilerin SPE iizerine
kaplanmasiyla elde edilen CV egrileri. CV analizleri 0,1 M KCl igerisinde hazirlanmis 2 mM
K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s redoks probu igerisinde 50 mV/s tarama hizinda gerceklestirilmistir.

(n=3).
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GO ile kaplanan elektrotlarda anodik ve katodik pik akim degerlerinin BE’ye kiyasla
artis gosterdigi goriilmiistlir. Bu artis GO'nun iletkenliginin kaplanmamis elektrota gére daha
yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu calisma kapsaminda kullanilan GO, elektriksel
iletkenligi yiiksek %4-10 arasinda kosesi oksitlenmis tiirde secilmistir. Dolayisiyla tamamen
oksitlenmis GO’ya kiyasla daha yiiksek bir elektriksel iletkenlige sahiptir. Diger yandan,
elektriksel olarak yalitkan olmasi beklenen silikanin GO ile karigtirllmasiyla elde edilen
cozeltiler elektrotlara kaplandiginda SPE/GO elektrotuna gore beklenildigi gibi daha diisiik akim
degerleri elde edilmistir. Karigimlarda silika miktarinin artmasinin da daha diisiik akim degerleri

vererek daha kotii elektrokimyasal performans gosterdigi sonucu elde edilmistir.
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Sekil 4. 2. (A) SBA-15 (B) SBA-16 (C) MCM-41 (D) MCM-48 icin Sekil 4.1°de verilen CV

egrilerinden elde edilen anodik-katodik pik akim degerleri ve standart hatalar.
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Elde edilen pik akim degerleri ve standart hata verileri karsilagtirilarak elektrokimyasal
performans bakimindan GO’ya farkli MGM’lerin en az etki ettigi kiitlece bilesimler
belirlenmistir. Belirlenen bilesimler daha sonra enzim optimizasyon ¢alismalarinda
kullanilmistir. Secilen kiitlece bilesimler; 1:1.5 GO/SBA-15, 1:1 GO/SBA-161:1 GO/MCM-
41, 1:2 GO/MCM-48’dir. Diger silika malzemelere kiyasla kiitlece 1:1 GO/MCM-41 modifiye
edilmis elektrotun GO modifiye edilmis elektrota gore azalmayan davranis gosterdigi
goriilmiistiir ve elde edilen bu karigimda silikanin elektrokimyasal performansa olumsuz
etkisinin daha az oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2). MCM-41'in bu ¢alismada kullanilan diger
silika malzemelerine gore nispeten daha biiyiik ylizey alanina ve gdzenek yiikleme kapasitesine
sahip oldugu literatlirde bildirilmistir (Simsek vd. , 2017) ve bu ozelliklerinin daha farkl

performans gostermesine neden olabilecegi degerlendirilmistir.
4.2. GO/MGM Modifiye Edilmis Elektrotlarda Enzim Performansi

Bu béliimde kullanilan enzim tutuklanmis GO/MGM modifiye elektrotlar Boliim
3.2.3.’de anlatildig1 sekilde hazirlanmistir. GO/MGM elektrotlarina 24 saat +4 °C’de GOx
enzimi tutuklanmasi gerceklestirilmistir. Hazirlanan elektrotlar GO/MGM/GOx olarak
isimlendirilmistir. GO/MGM elektrotlari i¢in kullanilacak optimum enzim konsantrasyonunun
belirlenmesi i¢in hazirlanan elektrotlara farkli enzim konsantrasyonlar1 (1, 5 ve 10 mg/mL)
tutuklanmis ve elde edilen LSV egrileri Sekil 4.3°te verilmistir. Deneyler optimize edilen
mezogdzenekli malzeme kiitlece birlesimleri kullanilarak (1:1.5 GO/SBA-15, 1:1 GO/SBA-
161:1 GO/MCM-41, 1:2 GO/MCM-48) 1 mM FcCOOH igerisinde 0 mM ve 5 mM glikoz i¢in
gerceklestirilmistir.

Belirlenmis MGM ile hazirlanan farkli GO/MGM/GOx elektrotlarinin LSV egrilerinden
elde edilen pik akimlarinin farkli enzim konsantrasyonlarina gore degisimi ise Sekil 4.4’de
verilmistir. Cevaplar incelendiginde, 0 mM glikoz ve 5 mM glikoz varliginda gerceklestirilen
deneyler sonucunda tim GO/MGM/GOx elektrotlart icin 1 mg/mL GOx konsantrasyonu
kullanildiginda yiiksek akim ve diisiik hata elde edildigi goriismistir. Enzim
konsantrasyonunun artmasinin elde edilen akim degerlerine fazla etki etmedigi ve bazi
malzemeler icin -Ozellikle de etki ettigi durumlarda- yiiksek standart sapma degerleri elde
edildigi goriilmiistiir. Bunedenle 1 mg/mL GOx konsantrasyonu sonraki deneyler i¢in optimum

enzim konsantrasyonu olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. 3. GO/MGM/GOx modifikasyonlar1 i¢in farkli enzim konsantrasyonlar1 (1, 5, 10
mg/mL GOx) analizleri (20 mV/s) (A) GO (B) GO/SBA-15 (C) GO/SBA-16 (D) GO/MCM-
41 (E) GO/MCM-48 (n=3).
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Sekil 4. 4. (A) GO/SBA-15 (B) GO/SBA-16 (C) GO/MCM-41 (D) GO/MCM-48 kapli

elektrotlarin 1, 5, 10 mg/mL enzim konsantrasyonlar1 pik akim ve standart hata grafikleri.

4.3. Farkh Glikoz Konsantrasyonlar1 Analizi Sonuclari

Secili MGM’ler ile hazirlanan GO/MGM/GOx elektrotlarmin  farkli  glikoz
konsantrasyonlarinda elde edilen zamana karsi akim degisimleri CA yontemi ile incelenmistir
(Sekil 4.5). Uygulanan voltaj GO/MGM/GOx elektrotlarinin Sekil 4.3.’de verilen LSV
sonuglarinda elde edilen anodik pikten 0,14 V olarak belirlenmistir. Sekil 4.5’te ise 1, 3, 5, ve
7 mM glikoz konsantrasyonlar1 kullanilarak elde edilen CA deneyleri ve 120 saniyede elde

edilen akim degerlerinden elde edilen dogrusal kalibrasyon egrileri verilmistir.

Sekil 4.5.°de verilen CA analizleri incelendiginde GO/SBA-15/GOx ve GO/SBA-
16/GOx elektrotlarinin artan glikoz konsantrasyonuna karsi lineer bir cevap artis1 gostermedigi
goriilmiistiir. Elde edilen kalibrasyon egrilerinin egimleri incelendiginde GO ile hazirlanan
elektrotun daha hassas cevap verdigini gostermektedir. GO/MCM-41 ve GO/MCM-48 ise
kendi aralarinda benzer sonuglar gostermekle beraber GO/MCM-48 igin elde edilen verilerin
standart sapma degerlerinin daha yliksek oldugu ve dogrusal egrinin egiminin ise MCM-41’¢
gore yaklasik 2,3 kat daha az oldugu goriilmiistiir. Glikoz konsantrasyonu arttikca artis gésteren
akim degerleri enzimin dogru sekilde tutuklandigim1 ve GOx ile glikozun reaksiyonunun
gerceklestigini gostermektedir. Bu asamada GO ile en benzer sonuglar1 ve en iyi performansi

nedeniyle GO/MCM-41 sensor ¢aligmalar i¢in en uygun malzeme olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. 5. GO/MGM/GOx modifikasyonlari i¢in farkli glikoz konsantrasyonlar1 (1, 3, 5, 7 mM
glikoz) CA analizleri (0.14 V, 120 saniye) ve kalibrasyon egrileri (A) GO (B) GO/SBA-15 (C)
GO/SBA-16 (D) GO/MCM-41 (E) GO/MCM-48 (n=3).

4.4. GO ve GO/MCM-41 Elektrotlar icin Giin I¢i ve Giinler Aras1 Performans

Deneyleri

Giin i¢i ve giinler aras1 deneylerin gergeklestirilmesinde GO/GOx ve diger MCM’lere
kiyasla en iyi performanst gosterdigi belirlenen GO/MCM-41/GOx elektrotu kullanilmistir.
Boliim 3.2.5.°te verilen sekilde hazirlanan elektrotlar giin i¢i deneyler igin birer saat araliklarla
6 analiz ve giinler aras1 deneyler i¢in 1., 7. ve 14. glinlerde 0 mM ve 5 mM glikoz varliginda 1
mM FcCOOH ile LSV teknigi kullanilarak gerceklestirilmistir. Elektrotlar deney aralarinda 0,1

M PBS igerisinde bekletilerek yiizeylerinin kurumamasi saglanmaistir.

(A) (B)
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= L S £ : H
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0 M M i 0 " i "
0 2 4 6 0 7 14
Zaman (saat) Zaman (giin)
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® GOSmM Gle y GO/MCM-41 5 mM Gle

Sekil 4. 6. GO/GOx ve GO/MCM-41/GOx elektrotlart i¢in (A) giin i¢i ve (B) giinler arasi
performans deneyleri.
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Giin i¢i deney sonuglari, her iki elektrodun da benzer bir performans sergiledigini ve
sonuglarin glikoz konsantrasyonundan bagimsiz olarak mevcut yanitta dnemli bir degisiklik

gostermedigini gostermektedir.

Sekil 4.6. ve Tablo 4.1.’de verildigi lizere GO/MCM-41 elektrotunun performansi
giinler aras1 stabilitede GO’ya gore tistiindiir. GO/GOx ve GO/MCM-41/GOx elektrotlarinin
giin i¢i ve giinler aras1 performanslarinin degisimini gosteren RSD’lerinin hesaplanmasiyla elde
edilen Tablo 4.1. incelendiginde GO/GOx elektrotu 5 mM igin giinler aras1 deneylerde alinan
akimda %40,57'lik bir diisiis gosterirken, SPE/GO/MCM-41/GOx i¢in akim degisikligi
yaklasik olarak %13,75’tir. Bunun nedeni, silika bazli GO kompozitinin kaplama ve enzim
stabilitesi i¢cin daha uygun bir ortam saglayabilecegini destekleyen GO/GOx elektrotunun
GO/MCM-41/GOx ile karsilastirildiginda dengesiz davranisi olabilir.

Tablo 4. 1. GO/GOx ve GO/MCM-41/GOx elektrotlarinin giin i¢i ve giinler arasi performans

deneylerinin ylizde degisim degerleri.

Giin i¢i % degisim Giinler aras1 % degisim
Elektrot
0 mM Glikoz 5 mM glikoz 0 mM Glikoz 5 mM glikoz
GO 1,45 10,95 4,83 40,57
GO/MCM-41 7,36 17,32 1,61 13,75

4.5. Silika Kaynakhh Mezogozenekli Malzemelerin Karakterizasyon Sonuclari

Calismanin bu asamasinda MGM’lere ait fiziksel 6zellikleri belirlemek amaciyla FT-

IR, XRD ve SEM analizleri gerceklestirilmistir.

4.5.1. FT-1IR Analizi Sonuc¢lar

FT-IR analizleri Bilecik Seyh Edebali Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarindaki
Perkin Elmer marka IR cihazinda ATR (Attenuated Total Reflectance) teknigi kullanilarak
4000-300cm™ dalga boyu arahiginda gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen FT-IR analiz

sonuclar1 Sekil 4.7.’de verilmistir.
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Sekil 4. 7. Silika kaynaklt MGM’lerin FT-IR analiz sonuglari.

Silika kaynakli MGM’lerin (MCM-48, MCM-41, SBA-16 ve SBA-15) FT-IR analiz
sonuglar1 incelendiginde, silika yapisina ait Si-O-Si baglarina ait bantlar MCM-48 i¢in 1059
cm™! (Huang vd. , 2003; Simsek ve Sahin, 2021), MCM-41 i¢in 1053 cm™ (Nasiriani vd. , 2023;
Villegas vd. , 2017), SBA-16 igin 1065 cm™ (Cao vd. , 2016) ve SBA-15 igin 1064 cm™! dalga
boylarinda tespit edilmistir (Saikia vd. , 2007). MCM-41'in 965 cm™ ve 789 cm™!'deki bantlar1
ise sirastyla -Si-OH ve -Si-O yapisina karsilik gelir (Colilla vd. , 2010). Ayrica, MCM-48 i¢in
2927 cm™! ve 2857 ecm! pikleri, CH(CH,CH>,CH2NH,) yapisinin genlesmesini yansitir (Huang
vd. , 2003). Ozellikle MCM-41 ve MCM-48’deki 1635 cm™ bandinda OH'1 ve -OH gerilmesiyle

yapida bulunan suyun, 3368cm™ civarinda genis bir bant aralig1 gosterir (Bhagiyalakshmi vd. ,
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2010). SBA-15’te 3725 cm™ ve MCM-48’de 3749 cm™! deki pikler ise izole merkez silano (Si—
OH) gruplarinin O—H'in simetrik gerilme titresim moduna aittir (Bhagiyalakshmi vd. , 2010; Mirji
vd. , 2007).

4.5.2. XRD Analizi Sonuglar

XRD analizleri, Bilecik Seyh Edebali Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarindaki
Panalytical Empyrean HT-XRD cihaziyla 26=0°-90° araliginda gergeklestirilmistir.
Sentezlenen silika kaynakli gézenekli malzemelere ait diisiik aci XRD analiz sonuglart Sekil

4.8.’de verilmistir.

Elde edilen XRD sonuglarina gore MCM-41’in Bragg temel piklerinde literatiirle
karsilastirildiginda kaymalar gézlenmesine ragmen d (100), d (110) ve d (200) yansimalarina
ait temel Bragg pikleri elde edilmistir (Anbia ve Moradi, 2009; Veli ve Pinar, 2018). Elde edilen
bu temel Bragg tepe degerleri MCM-41’in diizenli bir altigen yapiya sahip oldugunu
gostermistir (Bhagiyalakshmi vd. , 2010)

XRD analizlerinde MCM-48'e ait 6zellikle d (110) ve d (211) temel ana Bragg pikleri
literatiire uygun olarak elde edilmistir (Anbia ve Moradi, 2009; Li vd. , 2023; Veli ve Pinar,
2018). Diistik a¢il1 XRD analizi, SBA-16 destek malzemesinin ana Bragg zirvesinin d (d110)
20:0.84°de elde edildigini gostermistir (Cao vd. , 2016). SBA-15 i¢in gerceklestirilen XRD
analizi, mezog6zenekli yapinin ana Bragg zirvelerini gosteren d (100) ve d (110) yansimalarinin

gozlemlendigini gostermistir.
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Siddet (a.u)

Sekil 4. 8. MGM’lerin diistik agili1 XRD analizi sonuglari.

4.5.3. SEM Analizi Sonuclari

Modifiye edilen elektrotlara

herhangi

bir

elektrokimyasal

analiz

islemi

gerceklestirilmeden SEM goriintiileri alinmustir. Sekil 4.9.’da SEM analizi sonuglar1 verilmistir.

SEM gorintiileri literatiirle uyumludur.
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Sekil 4. 9. Elektrotlarin SEM analizi sonuglar1 (A) GO (B) GO/MCM-41 (C) MCM-41 (D)
MCM-48 (E) SBA-15 (F) SBA-16.
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Gergeklestirilen SEM analiz sonuglarina gore, MCM-48'e ait kiibik yap1 (Schumacher
vd. , 2000; Simsek ve Sahin, 2019). MCM-41'e ait hekzagonal yap1 (Schumacher vd. , 2000),
SBA-16'ya ait kiiresel yap1 (Veli ve Pinar, 2018) (Cao vd. , 2016) ve SBA-15'e ait bugday zincir
yapilar (Sayari vd. , 2004) dogrulanmistir. Elde edilen sonuglarin literatiirle uyumlu olduklari
gozlenmistir. GO’nun SEM goriintiisii daha once bildirilen 6zelliklerle aynidir (Dikin vd. ,
2007). GO/MCM-41 karisimimin SEM analizi sonucu ufalanmis GO tabakalarinin MCM-41’in
altigen yapisinin etrafina sarildiginmi  gostermektedir. Bdylece MCM-41 parcaciklarinin
elektriksel iletkenlik saglayacak GO ile kaplandig1 gosterilmistir. Bu sonuglar elektrokimyasal

analiz sonuglarinda da dogrulanmistir.
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4.6. GO/MCM-41/Fc¢/GOx/Chit Elektrotlarinin Performans Deney Sonuc¢lari
4.6.1. Kalibrasyon Egrisinin Elde Edilmesi

Hazirlanan elektrotlar test edilecek glikoz konsantrasyonu PBS igerisinde hazirlanarak

120 saniye 0,14 V potansiyel uygulanarak akim cevaplari elde edildi.
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Sekil 4. 10. GO/MCM-41/Fc/GOx/Chit elektrotunun (A) Farkli glikoz konsantrasyonlarinda

alinan zamana kars1 akim grafigi (B) Akim degisimi ile elde edilen Michaelis-Menten grafigi
(C) Kalibrasyon egrisi (D)GO/MCM-41/Fc/GOx/Chit elektrotunun Lineweaver ve Burk

grafigi.

Sekil 4.10 (A) GO/MCM-41/Fc/GOx/Chit elektrotunun zamana karsi akim
voltomogramin1  vermektedir. Glikoz konsantrasyonu arttikga akim dogrusal sekilde

artmaktadir. CA analizlerinden elde edilen akim degisimi gosteren Sekil 4.10 (B)’de 10 mM

47



glikozdan sonra akim cevaplar1 dogrusalliktan sapmaya baglayarak Michelis-Menten kinetigini
vermistir. Regresyondan elde edilen Vmax degeri 30,75 pA, Km degeri 37,08 mM’dir.
Kalibrasyon egrisi 0-10 mM glikoz aralig1 i¢in Sekil 4.10 (C)’de verilmistir. Tespit limiti LOD
0,516 mM hesaplanmistir. Sekil 4.10.(D)'de Lineweaver ve Burk yontemi ile elde edilen
grafikten, Vmax degeri 15,43 pA, K degeri 11,39 mM olarak hesaplanmastir.

Akim (nA)
o N

&
i
1\

Sekil 4. 11. GO/MCM-41/Fc/GOx/Chit elektrotuna girisim maddelerinin etkisi.

GO/MCM-41/Fc/GOx/Chit elektrotu optimize edilen sartlarda hazirlandiktan sonra
girisime neden olabilecek insiilin, iirik asit, askorbik asit maddelerine ve icerisinde 5 mM glikoz
bulunan karisima elektrotun verdigi akim cevaplar1 Sekil 4.11°de verilmistir. Karisim igerisinde
test edilen 5 mM glikoz ve tek basina test edilen 5 mM glikoz akim cevaplari karsilastirildiginda
alinan akim hata degeri araligindadir. Girisim maddelerinden ayr1 ayr1 alinan akim cevaplari ve
karisim igerisinde alinan cevap incelendiginde gelistirilen elektrotun glikoza secici oldugu ve

girisim maddelerinden etkilenmedigi goriilmektedir.
4.6.3. Tekrar Uretilebilirlik Analizleri

Biyosensorlerin farkli zamanlarda ve farkli yerlerde ayni sonuglar iiretmesi, elde edilen

sonuglarin giivenilirligini artirir. Tekrar iiretilebilir biyosensorler, standartlagtirilmis test
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yontemleri ve elde edilen sonuglarin kolayca karsilastirilabilirli§ini saglayarak, sonuglarin

tutarliligina ve giivenilirligine katkida bulunur.

St

— Ortalama

Akim (nA)
|4;
]

OF

0O 2 4 6 8 10
Elektrot sayisi

Sekil 4. 12. Farkli zamanlarda hazirlanan 10 farkli GO/MCM-41/Fc¢/GOx/Chit elektrotunun

akim cevabi.

Sekil 4.12’de SPE/GO/MCM-41/Fc/GOx/Chit elektrotunun farkli zamanlarda
hazirlanmig 10 farkli elektota 5 mM glikoz varliginda verdigi akim cevaplar1 gosterilmektedir.
Elde edilen akim cevaplarindan hesaplanan RSD degeri %5,84 diir. Bu RSD degeri elektrotun

tekrar tiretilebilir oldugunu gostermektedir.
4.6.4. Raf Omrii Analizleri

Biyosensoriin raf omrii, ne kadar uzun siire boyunca giivenilir sonu¢ verdigini
gostermesi agisindan Onemlidir. Raf Omrii boyunca biyosensoriin performansinin tutarlt
kalmasi, sonuglarin giivenilirligini artirir.  Sekil 4.13’te  GO/MCM-41/Fc/GOx/Chit
elektrotlarinin 1., 3., 10. ve 27. giinlerde 5 mM ve 10 mM glikoza kars1 akim cevaplari

verilmistir.
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Sekil 4. 13. GO/MCM-41/Fc¢/GOx/Chit elektrotlarinin 1., 3., 10. ve 27. Giinlerde 5 mM ve 10

mM glikoza verdikleri akim cevaplari.

Farkli GO/MCM-41/Fc/GOx/Chit elektrotlar1 Boliim 3.2.6’da anlatilan sekilde
hazirlandiktan sonra enzim tutuklanmasi i¢in +4 °C’de optimize edilen tutuklanma siiresi olan
4 giin kuru sekilde birakilmistir. 4. Giin sonunda alinan akim 1. giin cevab1 olarak kabul
edilmistir. Ayr1 ayr1 hazirlanan elektrotlar 3, 10 ve 27 giin boyunca muhafaza edilerek 5 mM
ve 10 mM glikoz igin verdikleri akim cevaplart CA analizi ile alinmistir ve 1. Giinlin akim
cevaplartyla karsilagtinnlmistir.  Yapilan karsilagtirilma Tablo 4.2°de verilmistir. Tablo
incelendiginde 5 mM glikoz i¢in 1. giin alinan cevaba kars1 3., 10. ve 27. giin alinan akim
cevaplarindaki degisim %10’un altindadir. 10 mM glikozda farklilik biraz daha artmistir. Bu
da kalibrasyon egrisi géz oniinde bulunduruldugunda elektrotun 10 mM glikozdan sonra doyma

egiliminde olmasi ile agiklanabilir.

Tablo 4. 2. GO/MCM-41/Fc¢/GOx/Chit elektrotunun giinler aras1 performans degisimi.

Giinler RSD 5 mM RSD 10 mM

1-3. giin 6,44 8,20
1-10. giin 9,82 12,29
1-27. giin 5,86 3,95
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4.6.7. Gercek Numune Analizleri

Gergek numune deney sonuglart Tablo 4.3.’te verilmistir. Deneyler gergeklestirilirken

bilinmeyen konsantrasyonda bir re¢el numunesi hazirlanarak olglim alinmis, sonra bu

numuneye 2, 4 ve 6 mM glikoz eklenerek analiz yapilmistir. Hesaplamalarda kalibrasyon egrisi

denkleminden faydalanilarak bilinmeyen 6rnegin konsantrasyonu bulunmustur. Eklenen glikoz

konsantrasyonlarina kars1 biyosensoriin verdigi yanit geri kazanim hesaplamasi ile verilmistir.

Sensoriin geri kazanim degerleri %90’1n lizerinde bulunmustur.

Tablo 4. 3.Visne, diyabetik visne ve diyabetik ¢ilek regeli numuneleri i¢in kalibrasyon

egrisinden elde edilen glikoz konsantrasyonu ve geri kazanim hesaplamalari.

Bulunan Glikoz

Visne Receli Geri Kazamim
(mM)
. (%)
Ornek 5,90
Ornek+2 7,71 97,59
Ornek+4 9,68 97,77
Ornek+6 11,48 96,47
Diyabetik Visne Bulunan Glikoz
Geri Kazanim
Receli (mM)
N (%)
Ornek 5,73
Ornek+2 7,42 95,98
Ornek+4 9,28 95,37
Ornek+6 10,98 93,60
Diyabetik Cilek Bulunan Glikoz
Geri Kazanim
Regeli (mM)
N (%)
Ornek 1,85
Ornek+2 4,61 119,77
Ornek+4 6,47 110,62
Ornek+6 7,71 98,23
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4.7. Elektrot Yiizeyi Stabilizasyonu ve Altin Kaplanmasi

(A) B) o

(1]}
- -300] 2 -a0|
Z s00| 3
S E -80f  15. dongii
= -900; =
200! 20 15 40 05 00 =120} -1. dongu - .
-2.0 1.5 1.0 -0.5 0.0 -1.5 1.0 05 0.0
Potansiyel (V vs Ag/Ag") Potansiyel (V vs Ag/Ag")
(©)
80 — spE
= SPE-KCI
~ 40F __ spe/au
2 o
£
i !
= 40
-80}

02 00 02 04
Potansiyel (V vs Ag/Ag")

Sekil 4. 14. (A) 0,1 M KCl icerisinde gergeklestirilen elektrokimyasal yiizey stabilizasyonu (B)
SPE elektrot iizerine Au kaplanmasini gosteren CV egrileri (0,1 M KCl igerisinde hazirlanmis
HAuCls) (C) 2 mM K3Fe(CN)s/KsFe(CN)gicerisinde SPE’nin KCI ile yiizey temizlenmesi
gerceklestirilmeden 6nceki (mor), KCl ile yiizey temizlendikten sonra (pembe) ve temizlenmis

elektrota Au kaplandiktan sonrasinda (mavi) alinan CV egrileri.

Sekil 4.14. (A)’da ¢alisma kapsaminda tiim deneyler dncesinde gergeklestirilen yiizey
stabilizasyonuna ait LSV analizi verilmistir. -0,8 V (vs Ag/Ag") potansiyelde tipik oksijen
indirgenme reaksiyonu literatiirle uyumlu olarak elde edildigi goriilmektedir (Rowley-Neale

vd. , 2017)

Sekil 4.14. (B)’de ylizeyi stabilize edilmis elektrota 50 mV/s tarama hizinda kaplanan
HAuCly’iin CV egrileri verilmistir. CV incelendiginde 2 farkli katodik indirgenme piki one
¢ikmaktadir. Bunlardan bir tanesi Au**/Au" indirgenmesine ait ~(-0.5 V) civarinda gériinen pik

ve digeri ise Au"/Au® indirgenmesine ait ~(-0.8) V’da baslayan piktir (De Sa vd. , 2011). Bu
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pikler azalan bir egilim gostermektedir bu da ¢ozeltide bulunan Au** iyonlarmimn elektrot
iizerine birikim oldugunu dogrulamaktadir. Sekil 4.15°de verilen SPE’nin altin kaplanmadan

onceki ve sonraki goriintiileri de elektrot yiizeyinde altinin bulundugunu gostermektedir.

L) Metrohm L1 Metrohm
DrepSens DropSens
10 110

Karsit Elektrot
Au Kaplanmis

| Elektrod
Caliyma Elektrodu —> Referans Elektrot Elektrot

Sekil 4. 15. Altin kaplanmis elektrot yiizeyinde gozlenen degisim.

Sekil 4.14. (C)’de ise SPE’nin yiizeyi temizlenmeden 6nceki, temizlendikten sonraki ve
HAuCl4 kaplandiktan sonraki CV egrileri verilmektedir. SPE’ler 0,1 M KCl ile temizlendikten
sonra pik akiminin arttig1 ve yiikseltgenme-indirgenme piklerinin birbirine yaklastig1 ve daha
tersinir davrandig1 goriilmektedir. Yiizeye Au kaplanmasi sonrasi pik voltaji daha negatif bir

degere kaymis fakat tersinir davranisin degismedigi goriilmiistiir.

(A) (B)

Sekil 4. 16. (A) SPE SEM analizi goriintiisti (B) SPE/Au elektrotu SEM analizi goriintiisii.

SEM goriintiilleri  Au  depozisyonun basarili bir sekilde gergeklestirildigi ve
elektrodepozisyon sonrast Au birikiminin nanoparcacik formasyonunda gerceklestigi

goriilmektedir. SPE ve SPE/Au’ya ait SEM goriintiileri literatiirle uyumludur (Amin vd. , 2014;
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Stine, 2019). Ayrica, EDX analizleri sonucu SPE elektrotta kiitlece C oram1 %70,5 £ 5,1 ve
kiitlece O orani %4,2 + 0,9 bulunmustur. SPE/Au elektrotta ise altin parcaciklarin bulundugu
bolgede Au’nun kiitlece orant %98,3 + 6,7 ve O orant %1,7+2,4, Au parcaciklarin nispeten az
oldugu bolgede Au kiitlece %46,6 + 1,0, C kiitlece %52,6 + 4,8 ve O kiitlece %0,8 + 0,4 olarak

bulunmustur.

4.7. En Uygun Aptamer, MCH ve Insiilin Inkiibasyon Siirelerinin Belirlenmesi

Design Expert tarafindan belirlenen deneyler gergeklestirilerek programa girisi yapilmis
ve deney sonuglarmin analizi gerceklestirilmistir. Bu analiz iki adimdan olusmaktadir. ilk
adimda sadece aptamer ve MCH inkiibasyon siirelerinin elektrot performansina etkisi
incelenmistir. Daha sonra bu iligkiye instilin inkiibasyon siiresi de eklenerek toplam aptasensor
performansi optimizasyonu gergeklestirilmistir. Artik analiz ve tahmin edilene karsi gercek
degerler grafikleri, deneysel verilerin modelle iyi bir korelasyonunu gosteren Sekil 4.17. (A) ve

(B)’de goriilmektedir.

(A) (B) Tahmin vs Gercek

o B
S 0.8
S .
- a =
= : £ os
wn .£ E [
= g = /
) L o] /
L 0.4
i - = Du/
(] a = d:
£ -
=) » 0.2 IGTJU
Z n
0
T T T T T 7 I J T T
-3.00 -2.00 -1.00 0,00 1.00 2.00 3.00 4.00 0 02 04 06 0B 1
Gercek

Sekil 4. 17. (A) Design Expert ile hesaplanan artik (residual) analizi (B) Tahmin edilen verilerin

modele olan uygunlugu.

54



(A) (B)

Akim (pA)

150

30 - 2 »
MCH inkiibasyon Aptamer inkiibasyon Insiilin inkiibasyon ¥ “ Aptamer inkiibasyon
(dk) siiresi (dk) siiresi (dk) siiresi (dk)

©

insiilin inkiibasyon MCH inkiibasyon

siiresi (dk) 5T 15 siiresi (dk)
Sekil 4. 18. (A) MCH inkiibasyon siirelerinin MCH inkiibasyon stiresi ile iliskisi
(B) RSM sonuglarina gére Insiilin inkiibasyon siirelerinin aptamer inkiibasyon siiresi ile iliskisi
ve (C) RSM sonuglarina gére Insiilin inkiibasyon siirelerinin MCH inkiibasyon siiresi ile

iligkisi.

Insiilin inkiibasyonu icin RSM kullamldiginda elde edilen akim degisimi optimizasyon
sonuglar1 Sekil 4.18. (A), (B) ve (C)’de verilmistir. Insiilin inkiibasyon siiresi ile MCH
inkiibasyon siiresi iligkisi incelendiginde insiilin i¢in 40 dakikada ile MCH i¢in 60 dakika

civarinda immobilizasyon siirelerinin maksimum sinyal degisimi i¢in uygun oldugu
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goriilmektedir. Bununla birlikte, aralarindaki iliski daha 6nemli olan aptamer ve insiilin
inkiibasyon siirelerinde ise bu kez insiilin inkiibasyonu 40 dakika civarindayken, aptamer
inkiibasyonu i¢in 180 dakika ve iizeri olmasi durumunun akim degisimini maksimize ettigi

goriilmektedir.

90 920

(A) Arzu edilen (B) Akim (pA)

30

MCH inkiibasyon Siiresi (dk)
MCH inkiibasyon Siiresi (dk)

30 60 90 120 150 180 210 240 30 60 90 120 150 180 210 24

Aptamer inkiibasyon Siiresi (dk) Aptamer Inkiibasyon Siiresi (dk)

Sekil 4. 19. RSM tercih edilebilirlik ve model sonuglart.

Optimum degerler belirlenirken, aptamer ve MCH inkiibasyon siireleri sinir degerler
arasinda birakilirken, test siiresini ve modelin 6nerdigi sonucun hatasini minimize edilmesi
amaclanmistir. Bunun temel sebebi, aptamer ve MCH inkiibasyon siireleri sensoriin iiretimiyle
alakaliyken, instilin inkiibasyonu 6l¢lim zamanini dogrudan etkilemektedir. Bu sayede iiretimde
giivenilirligi artirilirken test siiresi disiliriilmiistiir. Bir diger yaklasim tercih edilebilirlik
modelinin de RSM’ye eklenmesidir. Bu durumda hem aptasensor cevabinin maksimize
edilmesi hem de istatistiki olarak tercih edilebilirligi maksimize eden sonucun (d=0.88) elde
edilmesi saglanmistir. Sekil 4.19°da goriildiigii iizere tercih edilebilirlik sonuglar1 dahil
edildiginde RSM sonugclar1 aptamer ve MCH inkiibasyonu i¢in sirastyla 180 ve 60 dakikalik
siirelerin uygun oldugunu ortaya koymustur. RSM yontemi optimizasyon sonuglarina gore
aptamer inkiibasyon siiresi 180 dk, MCH inkiibasyon siiresi 60 dk ve insiilin inkiibasyon siiresi

25 dk olarak belirlenmistir.

SPE/Au/Apta ve insiilin inkiibe edilen SPE/Au/Apta aptasensér model sonuglari
karsilagtirildiginda, aptamer ve MCH ig¢in inkiibasyon siiresi ayni ¢ikarken modellerin istatistiki

degerlendirmeleri bir miktar farkli ¢ikmistir. Bu durum insiilin inkiibasyonunun ardindan
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aptasensOr cevabini etki eden bazi diizensizliklerin sonucu olarak yorumlanabilir. Caligmanin,
aptasensore ait analitik parametrelerin incelendigi basamaklarinda bu durum goze carpmakta

ve tekrarlanabilirligin bir miktar azalmasi ile kendini gostermektedir.

4.8. SPE/Au/Apt/Ins Elektrotlarinin Performans Analizleri

4.8.1. Kalibrasyon Egrisinin Elde Edilmesi

(A) (B)
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Sekil 4. 20. Hazirlanan SPE/Au/Apt ve SPE/Au/Apt/Ins elektrotlarin (A) 25 pM, (B) 50 pM,
(C) 100 pM ve (D) 150 pM insiilin konsantrasyonu i¢in insiilin olmayan duruma gore degisimini

gosteren SWV voltamogramlar1 0,1 M PBS i¢inde.

Sekil 4.20.’de farkli insiilin miktarlar i¢in gergeklestirilen SWV deneylerinden elde
edilen sonuclar gosterilmektedir. Goriildigi iizere (-0.50) — (-0.55) araliginda MB
yukseltgenmesine ait bir pik elde edilmistir ve bu noktada elde edilen pik akim degeri farkl
miktarlarda insiilin eklendiginde bu miktarlarla orantili olarak azalmistir. Bu da ilk durumda

MB probunun aptamerin pozisyonuna bagli olarak Au ylizeyine daha yakin oldugunu, insiilin
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baglanmasi1 sonrasinda ise bu elektron transfer mesafesinin arttigini gostermektedir. Bu
durumda hazirlanan aptasensoriin on-off (acik-kapali) mantigiyla calistigi goriilmektedir.
Ortamda insiilin yokken MB probun elektrot yiizeyine daha yakin konumlandig1 ve elektrotla
arasindaki mesafenin aptamer-insiilin etkilesiminden sonra elektrokimyasal sinyal seklinde

algilanamayacak mesafeye uzaklastigi diistiniilmektedir.

10}
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Sekil 4. 21. SPE/Au/Apt/Ins elektrotu kalibrasyon egrisi.

MB proba ait insiilin olan ve olmayan durumda olusan pik akim degerleri arasindaki
fark alinarak kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Kalibrasyon egrisi elde edilirken deneyler en az
3 numune (N=3) olacak sekilde tekrar edilmis, ortalamalar1 alinarak standart sapma degerleri
hesaplanmistir. Sekil 4.21°de elde edilen kalibrasyon egrisi gosterilmistir. Aptasensor
kalibrasyonu sonrast LOD tekrar edilen veriler arasindan en biiyiik o degeri baz alinarak %95

giiven araliginda 3o olacak sekilde hesaplanmis ve 18, 45 pM olarak bulunmustur.
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4.8.2. Girisim Etkisinin Incelenmesi

Sekil 4.22°de 50 pM insiilin varliginda test edilen ¢esitli maddelerle (streptavidin,
glikoz, trombin, iirik asit) gergeklestirilen girisim deneylerinin sonuglar1 sunulmaktadir. Elde
edilen sonuclara gore, kan igerisindeki miktarlariyla orantili olarak kullanilan veya instilinle
etkilesim potansiyeli olan maddelerin aptasensér cevabini anlamli sekilde etkilemedigi
belirlenmistir. Denemeler neticesinde yalnizca iirik asidin, diger maddelere kiyasla daha yiiksek
bir etkilesim gosterdigi goézlemlenmistir. Mevcut literatiirde {irik asidin, kanda bulunan
askorbik asit ve C-proteini gibi 6nemli bilesenlerle ciddi etkilesimlere girebilecegi belirtilmistir
(Luong vd. , 2021). Bu ¢alismada da literatiire uyumlu olarak {irik asidin, aptasensor cevabini

etkileyebilecek bir madde olarak rol oynayabilecegi tespit edilmistir.

10}

Akim (pA)
(\®) = (=Y o)

Sekil 4. 22. Aptasensor performansina girisim maddelerinin etkisi (instilin: 50 pM, streptavidin:
50 pM, glikoz: 1,5 mM, Trombin: 0,5 uM ve {irik asit: 0,15 mM).
4.8.3. Raf Omrii Analizleri

Gelistirilen aptasensorde yapilan raf omrii deneyleri sonucunda 10 giin sonunda
aptasensoriin 50 pM insiilin i¢in elde edilen cevabinda %8 (4,1 £ 1,1 pA — N=3) degisim oldugu

gOorilmiistiir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez c¢aligmasi kapsaminda ilk asamada silika kaynakli mezogodzenekli destek
malzemelerin, enzim tutuklanmasi i¢in uygunlugu ve elektrokimyasal biyoelektronik
sistemlerdeki performansi incelenmistir. MCM-41, MCM-48, SBA-15 ve SBA-16
mezogozenekli silika malzemelerine GO ile iletkenlik kazandirilmistir. GO ile MGM’ler
kullanilarak kiitlece farkli oranlarda saf su igerisinde (1:1, 1:1.5 ve 1:2; siispansiyonlari
hazirlanmigtir. Elde edilen siispansiyonlarla SPE {izerine kaplama islemleri gergeklestirilmistir.
Modifiye edilmis GO/MGM elektrotlarina GOx enzimi tutuklanarak glikoza kars1 verdigi
yanitlar incelenmistir. GO’ya kiyasla optimum sonucu veren elektrot GO/MCM-41 segilerek
enzimatik biyosensor uygulamalarinda kullanilabilirligi incelenmistir. Mediyatéor GO/MCM-41
malzemesi kaplandiktan sonra kuruyan ylizeye kaplanmistir. Burada GO/MCM-41
malzemesinin ultra saf su igerisinde hazirlanmasi sebebiyle Fc ¢ozelti igerisine dahil edilerek
kullanilmamistir. Hazirlanan elektrot yiizeyine enzim kaplandiktan sonra kitosan ile polimer
film olusturulmustur. Elde edilen GO/MCM-41/Fc/GOx/Chit elektrotunun LOD degeri 0,516
mM olarak hesaplanmigtir. Hesaplanan LOD degeri gelistirilen biyosensoriin olduk¢a hassas
tespit yapabilecegini gostermektedir. Tekrar iiretilebilirligi 5 mM glikoz konsantrasyonuna on
farkli zamanda vermis oldugu yanitin bagil standart hatasi %35,84 olarak bulunmustur.
Gelistirilen elektrotun 3. giin verdigi yanitin 1. giine kars1 standart bagil hatas1 %6,44, 7. giin
icin %9,82 ve 27. giin i¢in %5,86 olarak bulunmustur. Biyosensoriin seciciligi ise potansiyel
girisim yapabilecek iirik asit, askorbik asit ve insiilin gibi maddelerin cevaba etkisi ile

degerlendirilmistir. Bu maddelerin cevaba anlamli bir etki etmedigi sonucuna varilmstir.

Bu calismada diyabet hastalar1 i¢in biiylikk 6neme sahip insiilinin kanda bulunan
miktarlarini test edebilecek elektrokimyasal bir aptsensér gelistirilmistir. Insiilin icin literatiirde
rapor edilmis olan aptamer kullanilarak karbon ve Au yiizeye tutuklanabilecek ve on-off 6l¢tim
saglayabilecek problarla modifiye edilmis aptamerler belirlenmistir. Bu belirlenen aptamerler
oncelikle karbon ylizeye tutuklanarak aptasensor hazirlanilmaya c¢alisilmig fakat capraz
baglanma reaksiyonunda aptamerler iizerinde fazla sayida bulunan serbest amino gruplarinin
modifikasyonu olumsuz etkilemesi sonucu bu yontemden verimli bir sonug elde edilememistir.
Bu sebeple elektrot yiizeyi Au ile kaplanmis ve tiyol modifiye edilmis aptamerler Au yiizeyine
tutuklanarak aptasensor basariyla gelistirilmistir. Aptasensoriin gelistirilme asamasinda 6nemli
rol oynayan aptamer, MCH ve insiilin inkiibasyon siireleri Design Expert 12 programi
kullanilarak optimize edilmis ve minimum hata ve test siliresini verecek modifikasyon siireleri

sirastyla 180 dk, 60 dk ve 25 dk olarak secilmistir. Belirlenen optimum kosullarda hazirlanan
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aptasensor i¢in farkli insiilin konsantrasyonlarinda kalibrasyon egrisi elde edilmistir. T-testi
sonucunda elde edilen verilere gore kalibrasyon egrisinin anlamli oldugu sonucuna varilmaistir.
Gelistirilen aptasensoriin lineer ¢alisma araligi 25 — 150 pM ve LOD degeri 18,45 pM %095
gliven araliginda 3o olacak seklinde hesaplanarak olarak bulunmustur. Bu aralik ve LOD
degerleri literatiirde verilen insiilinin kandaki miktarini (yaklasik 150 pM) tayin edebilmek i¢in
yeterli olmaktadir (Yagati vd. , 2016). Ayrica, gelistirilen aptasensoriin en diisiikk RSD sapma
degeri ve yiizde hassasiyeti %9,5 ve %6,4 olarak bulunmustur. Aptasensoriin analitik
performans parametreleri proje 6nerisinde belirtilen hedef degerleri karsilamaktadir. Son olarak
gelistirilen aptasensor icin girisim ve raf omrii deneyleri gergeklestirilmistir. Elde edilen
sonuclara gore aptasensor i¢in belirlenen girisimlerden anlamli veya 6nlenmesi zor bir etki
goriilmemistir. Raf dmrii deneyleri sonucunda ise 10 giin sonunda aptasensor cevabinda %8
degisim oldugu goriilmiistiir. Girisim ve raf 6mrii deneylerinden elde edilen verilere gore de

proje onerisinde belirlenen hedefler karsilanmistir.

Sonug olarak bu tez caligmasi kapsaminda hassas insiilin tayini i¢in elektrokimyasal
sinyal ag-kapa aptasensor gelistirilmesi ve mezogdzenekli silika malzemelere iletkenlik
kazandirilarak biyoelektronik uygulamalarda kullanilabilirligi degerlendirilerek hassas bir
enzimatik biyosensor gelistirilmesi basariyla tamamlanmis ve ileriye yonelik umut verici
sonuglar elde edilmistir. Gelistirilen aptasensoriin gergek uygulamalarda ne kadar etkili
oldugunu gostermek icin ¢alisma yapilmasi gerekmektedir. Bu amagcla, gelecek caligsmalarda
klinik 6rneklerde insiilin tespiti i¢in kullanilabilirligini test etmeyi, gida analizinde
kullanilabilirligini degerlendirmeyi ve uzun siireli raf 6mrii ¢caligmalar1 yapilabilir. Calisma
kapsaminda gelistirilen sensorlerin hassasiyetini, segiciligini, kararliligint ve tekrar
iretilebilirligini gelistirmek, modifikasyon siiresini ve maliyetini azaltmak i¢in farkli problar,
mediyatdrler, polimer filmler ve nanomalzemeler kullanarak farkli modifikasyon yontemleri

optimize edilebilir.
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