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MONODISPERS GOZENEKLiI FORMDA METAL OKSIT MiKROKURELERIN
PEROKSIDAZ BENZERIi AKTIVITELERININ INCELENMESi VE
BiYOSENSOR GELISTIRILMESINDE KULLANIMI
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Temmuz 2020, 60 sayfa

Cok basamakli hidroliz-kondenzasyon yontemi kullanilarak  manyetik,
monodispers ve gozenekli formda silika mikroklreler sentezlenmistir.
Mikrokurelerin  ylzeyi SiO2> ile kaplanmistir (SiO.@MagSiO2). Altin
nanopartikiller (Au NP) Turkevich metodu ile sentezlenmis ve SiO.@MagSiO>
mikroklreler Gzerine immobilize edilmistir. Ardindan glukoz oksidaz (GOx),
SiO.@MagSiO2 mikrokureler Uzerine immobilize edilmis Au NP'e baglanmistir.
Brunauer-Emmett-Teller (BET) , Taramali elektron mikroskobu (SEM), Fourier
doénusumli kizilétesi spektroskopisi (FTIR), Gegirimli elektron mikroskobu (TEM),
Titresimli 6rnek manyetometrisi analizi (VSM), ve X-ray fotoelektron
spektroskopisi (XPS) ve X-lsini Kirinim Analizi (XRD) analiz ydntemleri
kullanilarak GOx@Au@SiO.@MagSiO2 mikrokurelerin 6zellikleri belirlenmistir.
GOX@AuU@SIiO,@MagSiO, mikrokureler kullanilarak glikozun tek basamakl

tayininde oksidasyonla uretilen H2O,, ilave edilen sentetik substrat 3,3',5,5'-



tetrametilbenzidin  (TMB) ile GOx @Au@SiO@MagSiO> mikrokurelerin
peroksidaz benzeri aktivitesi ile reaksiyona girmistir. Mikrokurelerin peroksidaz
benzeri  aktivitesi farkhh pH, substrat derisimlerinde incelenmigtir.
GOX@AuU@SiO,@MagSiO, mikrokurelerinin glikoza karsi segiciligi ve stabilitesi
degerlendirilmigtir. Nanozim yapilari i¢in Lineweaver-Burk ve Michaelis Menten
(MM) Lineweaver-Burk grafikleri gizilerek Km ve rm degerleri hesaplanmistir.
GOX@AuU@SIO@MagSiO, ve Au@SiO@MagSiO, mikroklreler igin  rm
degerleri sirasiyla 11.1 ve 47.84 yM/dakika olarak hesaplanmistir. Gelistirilen
nanozim ile, on igleme tabi tutulmadan, insan tam-kan ornegindeki glikoz
derigsiminin 2.8-38.9 mM araliginda  dogrudan belilenmesine saglayan

kalibrasyon turetilmigstir.

Anahtar Kelimeler: Glukoz oksidaz, hidrojen peroksit, altin nanopartikll, silika

nanopartikul, manyetik nanopartikul



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PEROXIDASE-LIKE ACTIVITY OF
MONODISPERSE-POROUS METAL OXIDE MICROSPHERES AND
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Master of Science, Department of Chemical Engiineering
Supervisor: Prof. Dr. S. Ali TUNCEL
Co-Supervisor: Dr. Cigdem KiP

Temmuz 2020, 60 sayfa

Magnetic-monodisperse and porous microspheres were synthesized using
hydrolysis and condensation method. The surface of microspheres was again
covered with SiO: structure. Gold nanoparticles (Au NP) were synthesized by
Turkevich method and immobilized on SiO.@MagSiO2 microspheres. Glucose
oxidase (GOx) was bound to Au NPs immobilized on SiO.@MagSiO2
microspheres. The physical and chemical properties of
GOX@AuU@SIiO,@MagSiO, microspheres were determined by Nitrogen
adsorption-desorption method, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
Scanning electron microscope (SEM), Transmission electron microscopy (TEM),
Vibration sample magnetometry analysis (VSM), X-ray photoelectron

spectroscopy (XPS) and X-Ray Diffraction Analysis (XRD) methods.



In one-pot determination of glucose using peroxidase-like activity of
GOX@AuU@SIiO,@MagSiO. microspheres, the hydrogen peroxide produced by
oxidation induced by immobilized GOx was reacted with the synthetic substrate
3,3',5,5'-tetramethylbenzidine  (TMB). The peroxidase-like activity of
GOX@Au@SiO,@MagSiO2 microspheres was investigated by changing the
substrate concentration and pH. The selectivity against glucose and stability of
GOX@AuU@SIiO,@MagSiO, microspheres were also evaluated. The
measurements were carried out using a UV-Vis spectrophotometer. Km and rm
values were calculated by plotting Lineweaver-Burk and Michaelis Menten
graphs  with the developed nanozymes. The rn values for
GOX@AuU@SIO@MagSiO, and Au@SiO@MagSiO> microspheres were
calculated as 11.1 and 47.84 uM / min, respectively. The calibration curves with
the developed nanozme were obtained for direct determination of glucose

concentration in human whole-blood without any pretreatment.

Keywords: Glucose oxidase, hydrogen peroxide, gold nanoparticles, silica

nanoparticles, magnetic nanoparticles
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1. GIRIS

Diyabet, insulin eksikliginden dolayr vicudun kandaki glikoz seviyesini
dizenleyemedigi veya vicuttaki hicrelerin insuline uygun sekilde yanit
veremedigi metabolik bir hastaliktir. Zamanla, kalbe, kan damarlarina, gozlere,
bobreklere ve sinirlere ciddi zarar verebilir. DUnyada yaklagik 422 milyon diyabet
hastasi vardir ve her yil 1.6 milyon 6lum dogrudan diyabetle iligkilidir [1]. Bu
durum g6z o6nune alindiginda, yeni glikoz dlgcim yontemleri gelistirmek c¢ok

onemlidir.

Ornek 6n iglem gerekliligi, kalibrasyon grafiginin derisim arahigindaki sinirli
absorbans degisimi, kompleks o&rneklerde kullanilan Kkolorimetrik glikoz
sensorlerinin ortak kisittamalaridir. Cogunlukla karmasik orneklerdeki gercek
glikoz seviyesini bulmak icin ylksek seyreltme faktori kullaniimasini

gerekmektedir.

Son yillarda, altin nanopartiktllerin (AuNP), 6zellikle biyomedikal uygulamalarda
kullanilabilecek sekilde peroksidaz aktivitesine sahip olduklari gésterilmistir [2-4].
AuNP’in  biyolojik peroksidaz benzeri aktivitesi, essiz fizikokimyasal ve
optoelektronik 6zelliklerinden dolayr 6énemlidir. Bununla birlikte, AuNP bazli
peroksidaz sistemi, Au-bazli katalizérin inorganik yapisina bagl olarak dogal
biyolojik enzim ile karsilastirildiginda daha distk substrat afinitesine ve secicilige
sahiptir. Bu durum Au NPs bazli peroksidaz nanozimlerin biyomedikal
uygulanabilirligini sinirlandirmaktadir. Bu olumsuzlugu gidermek igin Au NP'in
peroksidaz nanozim olarak katalitik etkinligini arttirmak i¢in ginimizde yogun

calismalar surtdurialmektedir [2-4].

Enzim benzeri Ozelliklere sahip bircok nanomalzemeler (nanozimler) Uzerine
yapilan galismalar, nanomalzemelerin enzim taklitleri olarak kullanimi ile ilgili
zorluklardan birinin segicilik digerinin de 6zgullikleri oldugunu ortaya koymustur
[5-7]. Pek ¢ok nanomalzemenin, igerdigi reaktif gruplar nedeniyle, ortamda
bulunan farkli bilesenlerin spesifik olmayan adsorpsiyonunu kolaylastirabildigi
gOsterilmistir. Bu durum ise katalitik aktivitenin azalmasi veya artmasiyla

sonuglanabilmektedir.



Tez kapsaminda, monodispers gozenekli formda glikoz oksidaz baglh ve Au Np
iceren monodispers, manyetik silika (GOX@Au@SiO>@MagSiO2) mikrokureler
sentezlenmigstir. Glikoz, hidrojen peroksit (H-O2) uretmek igin glukoz oksidaz
enzimi tarafindan oksitlenmistir. H2O., ortamdaki glikoz ile orantili olarak
uretilmigtir. GOX@AuU@ SiO@MagSiO2) mikrokurelerin peroksidaz aktivitesi ile
subsrat olarak 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB) kullanilarak insan tam kan

orneginde tek basamakli glikoz tayini gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler ve Siniflandiriimasi

Enzimler, canli organizmalarda biyokimyasal reaksiyonlari hizlandiran biyolojik
katalizorlerdir (biyokatalizor). Tatlandirici ajanlarin dretiminde, antibiyotiklerin
modifikasyonunda, c¢esitli temizlik drunlerinde, klinik, adli ve c¢evresel
uygulamalarda dnemli rolleri olup sik¢a kullaniimaktadir. Yunanca en (igeride) ve
zume (Maya) kelimelerinin birlesiminden meydana gelen 'Enzim’ ilk kez Alman
fizyologu Wilhelm Kuhne tarafindan 1878'de mayanin sekerden alkol Uretme
kabiliyetini tarif etmesiyle kullaniimigtir. On dokuzuncu yuzyilin sonlarinda, birgok
enzimin ekstraksiyonu ve karakterizasyonunda dnemli ilerlemeler kaydedilmistir.
1920'lere kadar enzimler kristallestiriimis ve katalitik aktivitenin protein molekulleri
ile iligkili oldugunu ortaya koymustur. 1980'lerde bazi ribonukleik asit (RNA)
molekullerinin de katalitik etkiler gosterebildigi bulunmustur. Ribozimler olarak
adlandirilan bu RNA'lar, gen ekspresyonunda 6nemli bir rol oynamaktadirlar.
Ayni yillarda, biyokimyacilar katalitik dzelliklere sahip antikorlar Gretmistir. Bu
"abzimler", hem yeni endustriyel katalizérler hem de tedavide kullanilan ajanlar

olarak énemli bir potansiyele sahiptir [8].

Katalizorler olarak enzimler ¢ok dusUk derisimlerde gereklidir ve reaksiyon
sirasinda kendileri tuketilmeden reaksiyonlari hizlandirirlar. Genellikle enzimler,
substrat molekullerinin  Grin molekullerine donugumunu katalizleyebilecek

sekilde tanimlanmaktadir.

Son derece guglu katalizorler olmasinin yani sira enzimler, genellikle tek bir tip
substratin Urlne dénusimini katalize ettikleri igin dikkate deger 6zgullige
sahiptir. Bazi enzimler ise grup 6zgulligu gosterir. Ornegin, alkalin fosfataz, bir
fosfat grubunu cgesitli substratlardan c¢ikarabilir. Diger enzimler mutlak 6zgullik
olarak tanimlanan cok daha yiiksek 6zguilliik gosterirler. Ornegin, glukoz oksidaz,
substrati B-D-glikoz icin mutlak 6zgullik goésterir ve diger monosakkaritlerle
neredeyse hig aktivite gostermez. Bu 6zgulluk, karmagsik bir karisimda belirli bir

substrati dlgen birgok analitik analizde blyutk dnem tagimaktadir [9].



Reaksiyonlar ve onlari katalizleyen enzimler sistematik isimlendirmeye gore 6

grupta toplanmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Enzimlerin siniflandiriimasi

Enzim sinifi Reaksiyon tiiru

Oksidoreduktazlar Oksidasyon/reduksiyon

Transferazlar Atom/grup transfer

Hidrolazlar Hidroliz

Lizazlar Cift bag olusumu

izomerazlar izomerizasyon

Ligazlar Pirofosfat  baglarinin  kopmasina
bagli biyomolekllerin birlesmesi

1-

Oksidorediiktazlar: Oksidorediksiyon reaksiyonlarini katalizleyen tim
enzimler bu enzim grubunda yer almaktadir. Oksitlenen substrat hidrojen

donoru olarak kabul edilir.

Transferazlar: Transferazlar, bir kimyasal grubu bir bilesikten (genellikle
verici olarak kabul edilir) baska bir bilesige (genellikle alici olarak kabul
edilir) aktaran enzimlerdir. iki substrat arasinda H* disindaki gruplarin
transferini katalizler. TiUm biyolojik reaksiyonlar arasinda, bu biyokataliz

sinifi en yaygin olanlardan biridir.

Hidrolazlar: Glikozid, ester, eter, C-C, peptit, asit anhidrit, , C-halojenur
veya P-N baglarinin, hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Bu endustriyel
enzimlerin ¢ogdu, deterjan formilasyonlarindaki ve gida endustrisindeki
proteinleri, karbonhidratlari ve lipidleri ayristirmak icin reaksiyonlarda

kullanihir.



4-

Lizazlar: Bu enzimler C - C, C — O, C — N ve diger baglari hidroliz veya
oksidasyon digindaki yollarla ayirir ve cift baglarin olugturuldugu

reaksiyonlari katalizlemektedir.

izomerazlar: izomerazlar az sayida enzim grubunu temsil etmektedirler
ancak gunumuz endustrisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bir molekul
icindeki geometrik veya yapisal degisiklikleri katalize etmektedir. Ksiloz
izomeraz olarak bilinen bu enzim, yiksek fruktozlu misir surubunun
uretiminde gerekli olan d-glikozun d-fruktoza dontsumunad katalize eder.
Surup, sukrozun yerine gegerek yiyecek ve icecek endustrileri tarafindan

dogal bir tatlandirici olarak kullanilir.

Ligazlar: Ligazlar iki molekul arasinda bir bag olusumunu katalize eden
enzimlerdir. Genetik muhendisliginde veya genetik teshislerde énemli bir
rol oynamaktadir. Bu gruptaki DNA ligazlari olarak bilinen spesifik enzimler

DNA sentezinde C — O baglarinin olusumunu katalize etmektedir [10].

Amino asitler, substratin gergekten baglandigi aktif bolge olarak bilinen kiguk

bir alani iceren belirli bir G¢ boyutlu yapi olusturmak igin katlanan ve bukullen

bir veya daha fazla polipeptit zinciri olusturabilen yapilardir. Bu yapi Sekil 2.1.

de gosterilmistir. Aktif bdlge, az miktarda (10'dan az) bilesen amino asit

icerebilir ve tek tip bir substrat molekuline baglanmay! saglar. Boylece

katalitik aktivitede 6nemli bir 6zgullik gosterir. Substrata baglanan sadece

aktif bolge oldugu igin, protein molekulinun geri kalani, aktif bolgeyi stabilize

etmekte ve bolgenin substrat molekult ile etkilesimi i¢in uygun bir ortam

saglamaktadir. Bu nedenle, aktif bdlge katalitik aktivite kaybi olmadan

proteinin geri kalanindan ayrilamaz [11].



Substrat

Aktif BOIGE eyl

Sekil 2.1. Enzim substrat iligkisi [8]

(a) (b)

VI D e 1 Katalize
edilmemis

Katalize
edilmis

Reaktant Reaktant

Uriin

AKLtIVasyon eNerjiSi m—p

Aktivasyon enerjisi —»

Uriin

Sekil 2.2. Bir enzimin, (a) katalizsiz oldugu ve (b) katalizli reaksiyon oldugu

durumda reaksiyonu baslatmak igcin gereken aktivasyon enerjisini azaltmaya

etkisi [8]

Sekil 2.2’ de gdsterildigi gibi, enzimlerin, gegis durumunun olusmasini enerjisel
olarak kolaylastirarak bir sistemin aktivasyon enerijisini azalttigi disunulmektedir.

Bir enzim katalizoranun varliginda, gegis durumunun olugsumu enerjik olarak



daha elveriglidir, boylece reaksiyonun ilerleyecegi hizi hizlandirir, ancak reaktan

veya urunun enerji seviyelerini temelden degistirmez [8].

2.2. Michaelis Menten Kinetigi

Enzim Kkinetigi, enzim Kkatalizli reaksiyonlarin hizini belirleyen faktorlerin
incelenmesidir. Enzimler hem metabolizmada hem de biyoteknolojide énemli rol
oynamaktadirlar. Michaelis Menten kinetigi, enzim kinetiginin en iyi bilinen
modellerinden biridir. 1913 yilinda, Leonor Michaelis ve Maud Menten ilk 6nce bu
denklemi matematiksel olarak turetmis, bir enzimin Urlin olusturmak igin
substratla reaksiyona girme sekli hakkinda bazi basit varsayimlar oldugunu
gOstermigtir. Turetmelerinin merkezinde, reaksiyonun, bir kez olusturuldugunda,
arana serbest birakmak igin ayrisabilen veya bagka herhangi bir Grin olusumu
olmaksizin ters yonde ayrilabilen bir ES kompleksinin olusturulmasi yoluyla
gerceklestigi yer almaktadir. rmax, doygun substrat derigsiminde sistem tarafindan
elde edilen maksimum hizi temsil etmektedir. Ky, enzim igin en iyi substrati
belirlemede oldukga 6nemli bir kavramdir.Bu kinetik analiz modeline gore, Ku
degeri, nanozimin substrata afinitesi ile ters orantilidir; kiigik Kwmdegeri, yuksek
bir afinite oldugunu ve enzimin doymus hale gelmesi igin az miktarda substrat
gerektirdigini gostermektedir. Bu nedenle, maksimum hiza duslk substrat
derisimlerinde ulasiimaktadir. Yuksek Kv degeri ise, maksimum reaksiyon hizina

ulasmak icin yluksek substrat derigsimlerine duyulan ihtiyaci gdstermektedir [12].

Michaelis Menten denkleminin ¢ikarimi agagidaki basamaklari icermektedir.

Ky k,
E+S — ES—E+P
K

ES kompleksi, substratin (S) enzime (E) baglandidi, reaksiyonun daha uygun
hale getirilecegi durumu temsil etmektedir. Reaksiyon meydana gelir gelmez Grun
(P) enzimden ayrilmaktadir. Reaksiyon sirasinda bir noktada substrat, bir ara
forma ve daha sonra Urline dénusturilmektedir. Bu reaksiyonlarin dinamiklerine

karsilik gelen diferansiyel denklem sistemi:



d[s]

== = —ly [E1[S] + k_4 [ES] (2.)
UES] — 1y TEIS] — (kg + ) [ES) 22
U = KalE1IS] + (ks + k) [ES] @3
8 =k, [ES) (2.4)

Denklikleri ¢ézumlemek ve basit hale getirmek icin bazi varsayimlar
kullanilmigtir. Enzim-substrat kompleksi (d[ES]/dt=0) icin E ve S'nin ES'ye
olusumunun, ES'nin E ve P'ye ayrismasindan ¢ok daha hizli oldugu varsayimi

altinda yari-kararli durum varsayimi:

[E][S]

[ES] = e (2.5)
Michaelis Menten sabiti,

Ky = k_1tks (2.6)

kq
ve toplam enzim derisimi ile beraber ([E]r=[E]+[ES]),
_ [E]T[S]

[ES] = oyt 5] 2.7)
d[P] _ Vmax[S] 2.8)

dt  Ky+[S]

olarak Michaelis Menten denkligi son halini almaktadir [13]

Codu zaman, hiz degerlerini, substrat derisimine karsi dogrudan bir hiz

grafiginden tahmin etmek mimkun degildir. Clinkd maksimum hizi tahmin etmek



icin ¢ok yuksek miktarda substrat derisimi kullanmak gerekebilmektedir.
Lineerlestirme igin Eadie—Hofstee ¢izimi, Lineweaver—Burk grafigi ve Hanes—
Woolf grafigi gibi alternatif grafikler kullaniimaktadir. En yaygin kullanilani ise

Lineweaver — Burk grafigidir [13].

2.3. Nanozimler (Enzim-Mimetik)

Nanozim kavrami, enzim benzeri dzelliklere sahip olan bir nano malzeme sinifini
ifade etmek icin kullaniimaktadir. Dogal bir enzim ile ayni enzimatik kinetikleri ve
katalitik mekanizmayi takip etmektedir. Katalitik aktivite, katalizor 6zuinde enzim
benzeri bir aktivitedir. Boyut, morfoloji ve ylzey gibi tipik nano dlgekli faktorler,
aktivitesini ayarlamak icin Ustun bir strateji saglayan nanozimlerin aktivitesini
onemli dlcude etkilemektedir. Bir nanozim genellikle dogal enzimlere benzer aktif
bdlgelere ve elektron tasima yapilarina sahiptir. Nanozimler, stabilite, dusuk
maliyet ve Uretim kolayhidi gibi bircok agidan insan saghgi i¢in enzim olarak

kullaniimakta ve dogal enzimlerden daha iyi 6zellikler sunmaktadirlar [14].

ilk enzim 1900’ I yillarda James B. Sumner tarafindan kesfedilmistir. Protein
bazli enzimler ¢ok hassastir ve kolayca denattre edilir, bu da sert kosullardaki
ortamlarda daha hizli inaktivasyona neden olur. Ayrica, biyolojik olarak buyuk
Olclde Uretilmesi ve saflastiriimasi icin zor ve maliyetli bir sekilde sentezlenir. Bu
sinirlamalar dogal enzimlerin pratik uygulamalarini buyuk olgude etkilemektedir.
Frances H. Arnold, yeni ve biyolojik olmayan ortamdaki zorlu kosullarla basa
cikmak ve enzimlerin uygunlugunu iyilestirmek i¢in enzimlerin evrimini incelemis
bu sayede 2018'de Nobel Oduli'ni kazanmistir. Enzimdeki aktif alanin
yapisindan ilham alan bilim adamlari, kimyasal organik molekuller kullanarak
enzim kinetigini tasarlamak ve hazirlamak icin bircok strateji gelistirmislerdir. ilk
mimetikler 1960'larda siklodekstrin esas alinarak gelistiriimistir. Enzim aktivitesi

ile birlikte molekuler baskili polimerler de bulunmustur [15].

Nanozimlerin yuksek aktivitesi ve seciciligi, ayarlanabilir aktivitesi, yUksek
stabilitesi ve tekrar kullanilabilirligi de dahil olmak Uzere ustun ozellikleri
nedeniyle, tip, tarim, ¢cevre, gida ve eczacilik, kanser tedavisi gibi birgok alanda

siklikla kullaniimaktadir [16]. Kullanildidi alanlar Sekil 2.3’te verilmistir.
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Sekil 2.3. Nanozimlerin kullanim alanlari

Nanozimler, boyutu birkag ila ylzlerce nanometre arasinda degisen inorganik
veya organik nanomalzemelerden yaplilir. Kristal formu, kafes, dizlem, bosluk
gibi bircok benzersiz nanoyapisal 6zelliklere sahiptirler. Bu 6zellikler, katalitik
aktiviteyi etkilemek igin birgok degigsken saglamaktadir. Nanozimler, bu zengin
yapisal karakteristikleri nedeniyle enzime benzer gesitli fonksiyonlara sahiptir.
Ornegin, demir oksit nanozimler asidik pH altinda peroksidaz benzeri aktivite ve
nétral pH altinda katalaz benzeri aktivite gosterir. Coklu aktiviteler, nanozimlerin

farkli gereksinimler icin kullanilmasina izin vermektedir [17].

2.4. Peroksidaz Benzeri Aktivite

Peroksidaz benzeri aktiviteye sahip nanozimler yaygin olarak uretiimektedir.
Peroksidaz benzeri aktiviteye sahip nanozimler, substratla daha hizli reaksiyona
giren serbest radikaller gibi kisa dmurll reaktif ara maddeler (radikaller) Uretmek
icin peroksit Uzerinde etkili olmaktadir. Peroksidaz benzeri nanozimin aktivitesi

genellikle dogal peroksidazlar igin kullanilan basit standart substratlar kullanilarak
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test edilir. Ornegin, H.0, ve 3,3,5,5-tetrametilbenzidin (TMB) siklikla enzim bagli
immun sorbent analizinde (ELISA) renk olgcumune bagli tayin igin siklikla
kullaniimaktadir. Bu reaksiyonda H203, serbest radikaller tretir ve TMB'yi okside
ederek 652 nm'de karakteristik absorbansi olan mavi bir Grin olusturur. OPD ise
2,3-diaminofenazin’e (DAP) donusurek turuncu urin olusturmaktadir. OPD ve
TMB substratlarinin kimyasal yapisi Sekil 2.4’ te gosterilmektedir. Bu substratlar,
hidrojen peroksit varliginda oksitlendiginde ayirt edilebilir bir renk degisikligi
sergiler [18].

NH,

NH, N, NH,
— (L XX
NH, N

OPD DAP

H,C CH, H,C CH;
HzNNHz —_— H:N ﬁHz
H,C CH, H,C CH,

TMB OX-TMB

Sekil 2.4. OPD ve TMB’nin kimyasal yapisi

Peroksidaz benzeri aktivite ile katalizlenen reaksiyonda, peroksit ve hidrojen
donoru olan iki substrat vardir. Bu nedenle, bunlardan biri igin kinetik analizi
genellikle  digerinin  derisimi  sabitlenerek  gerceklestirilir.  H>O>-TMB
reaksiyonunda, H>Oz igin kinetik analiz doygunluk derisiminde TMB ile yapilir. Bu
yolla reaksiyon, yaban turpu peroksidazi icin gozlendigi sekilde tipik Michaelis-
Menten Kinetigini izler [18].
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2.5. Biyosensorler

Maliyet uygunlugu ve sadeligi nedeniyle, biyosensorler biyomedikal teghis,
cevresel izleme, gida kalitesi testi ve ilag endustrisinde oldukga kullaniimaktadir.
Biyosensor alaninin yarisindan fazlasini olusturan glikoz olgimi yapan
biyosensorler olusturmaktadir. Sensoérlerdeki biyomolekul bilesenleri esas olarak
geri donusumsuz denatlrasyona egilimli proteinlerdir ve daha uzun bir raf émra
icin kararhliklarini arttirmak ve daha saglam sensorler saglamak kritik dnem
tasimaktadir. Cogu biyosensor sadece c¢evre veya fizyolojik kosullar altinda
caligir, ancak agiri pH, yuksek sicaklik veya ylksek iyonik gug gibi zorlu kosullar
altinda hedefleri tespit etmek olduk¢a zordur. Cunku fizyolojik olmayan kosullar
proteinleri hizla denatire edebilmektedir [19]. Nanozimler ise fizyolojik olmayan

kosullarda kullaniima konusunda umut vaat etmektedir [20].

Enzimler son derece yuksek katalitik aktiviteye sahiptir. Enzimler sinyal Gretimi
ve amplifikasyonu igin olduk¢a hassas ve popdulerdir. Enzim etiketlerini
kullanmanin en popduler formati enzime bagli immunosorban testidir (ELISA). 4
farkh ELISA turi Sekil 2.5’te gdsteriimektedir. Direkt tahlilde, enzim birincil
antikora konjuge edilirken, dolayli veya sandvig tahlilde, enzim ikincil bir antikora

baglanmaktadir [21]

Direkt indirekt Sandvig Kompetitif
R R of
h-d | = b1
b bl el e bl b B bl i

bl Antijen E"E Antikor ‘ Etiket

Sekil 2.5. Farkli ELISA tiirleri [22]
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2.6. Glikoz Tayini

Glikoz, CeH120s molekuler formuline sahip basit sekerdir. Karbonhidrat
kategorisinde yer alan monosakkarittir [23]. Esas olarak fotosentez sirasinda
bitkiler ve algler tarafindan meydana gelmektedir [24]. Enerji metabolizmasinda
glikoz, tum organizmalarda en 6nemli enerji kaynagidir. Metabolizma i¢in glikoz
kismen polimer olarak, bitkilerde nigsasta ve amilopektin olarak ve hayvanlarda

glikojen olarak depolanir.

Diyabet, vicudun insulin eksikliginden ya da vucuttaki hicrelerin insiline dizgun
yanit verememesinden dolayl kandaki glikoz seviyelerinin duzenlenemedigi
metabolik bir hastaliktir. Zamanla kan damarlarinda, bdbreklerde, gozlerde,
kalpte ve sinirlerde ciddi hasara yol agmaktadir. Diyabetli insanlar igin, insulin de
dahil olmak Uzere tedaviye erisim, hayatta kalmak igin kritik éneme sahiptir.
Dunya ¢apinda yaklasik 422 milyon diyabet hastasi vardir ve her yil 1.6 milyon
O0lum dogrudan diyabetle iligskilendiriimektedir [1]. Bu durum g6z ©Onlnde
bulunduruldugunda glikoz tayini i¢in farkli ve yeni yontemlerin gelistiriimesi
oldukga 6nemlidir. Kolorimetrik biyosensarler, disuk maliyeti, basitligi ve pratikligi
nedeniyle dikkat ¢cekmektedir. Son zamanlarda, peroksidaz benzeri aktiviteye
sahip nanomalzemeler bulunmustur ve bu nanomalzemeler kullanilarak glukoz
oksidaz varliginda olgim yapan glikoz biyosensoérlerinin elde edilmesinde
ilerlemeler kaydedilmigtir. Dogal yaban turpu peroksidazi (HRP) ile
karsilastirildiginda, nanomalzemeler yapi tasarimi ve bilesiminde esneklik
sergilemekle beraber, kolay ayirma, depolama, yuksek kararlilik, basit hazirlama

ve ayarlanabilir katalitik aktiviteye sahiptir [25].

Soy metaller veya manyetik demir oksit nanopargaciklari tasiyan hibrid
nanozimler, renk veya floresan Olcimine dayali yéntemler ile karmasik
orneklerde glikoz tayini igin yaygin olarak kullaniimaktadir [26-34]. Glikozun
kolorimetrik tayini icin gelistirilen nanozimlerin ¢odu, glukoz oksidaz (GOX)
kullanilarak  glikozun hidrojen peroksit tarafindan Uretilen enzimatik
oksidasyonunun saptanmasina dayanilarak tasarlanmistir. Bu nedenle, H20O>
olusumu saglayan serbest GOx yoluyla glikozun enzimatik ayrismasi ve olusan
H202'nin nanozimin peroksidaz benzeri aktivitesi ile renk 6lgumune dayal olarak

belirlenmesini iceren iki asamali bir protokol birgok calismada izlenmistir.
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[26,30,32-34]. Ik olarak Wei ve arkadaslari tarafindan 2008'de glikozun renk
OlcimUne dayali tespiti igin peroksidaz olarak Fe3zOs manyetik nanopartikiller
kullanilmigtir [25].

Akilll nanomalzemelerin peroksidaz benzeri aktivitesinin gelistiriimesi ve renk

Olcimune dayal glikoz biyosensor olusturulmasinda kullanimi Sekil 2.6 ‘da
verilmigtir [25].
2009 2011
Peroksidaz mimik olarak Peroksidaz mimik
Karbon nanomalzemeler olarak Metal oksit
(SWNTSs) nanomalzemeler
(CuO NPs)
2000 2010 N 2011 2012 014
2007 Peroksidaz mimik Peroksidaz mimik Peroksidaz Peroksidaz mimik olarak Peroksidaz mimik olarak
Peroksidaz olarak ) olarak Metal mimik olarak Metal oksit Metal sulfit
mimik olarak Nanokompozitler nanomalzemeler Ferromanyetik nanomalzemeler (CeO, nanomalzemeler (MoS,
Ferromanyetik (FesO; MNPs) (AuNPs) NPs (CoFe,0,) | NPs, Cos0, NPs) NSs,)
NPs (Fe;0,)
A
2008 2010 2012 2012 2013 20‘14 i ‘
Glikozun Glikozun Glikozun Glikozun Glikozun lequ_up kolorimetrik
kolorimetrik tayini kolorimetrik tayini | kolorimetrik tayini kolorimetrik kolorimetrik taywln\ igin Mosz_
igin Fes0, icin GO’nun igin CDs’nin tayini igin tayini igin NS |€€le] pe_qusmaz
MNP’IeJnr: peroksidaz peroksidaz GO/Fe;0, fullereninperoksi benzeri aktivitesi
peroksidaz benzeri aktivitesi benzeri aktivitesi MNPs’lerin daz benzeri
benzeri aktivitesi peroksidaz aktivitesi
benzeri aktivitesi
2010 2011
. 2012
Glikozun Glikozun ; . )
; : y . Glikozun kolorimetrik 2014
.k‘?"’gm‘;}gﬁ tayini :“i"n"gg:}:"; fayini | o vini igin CuO, Ce0, Glikozun kolorimetrik
i¢in AU NFlerin Gin -4 NPs.Co,0, NP'lerin tayini igin MoS,
peroksidaz peroksidaz - } ni :
b aktivitesi benzeri aktivitesi peroksidaz benzeri NS'lerin peroksidaz
enzer aklivitesi aktivitesi benzeri aktivitesi

A Peroksidaz mimik ilk bulunusu

Manyetik nanomalzemeler

Metal nanomalzemeler

Karbon nanomalzemeler

Metal oksit nanomalzemeler

Nanokompozitler
Metal silfit nanomalzemeler

V Glikozun kolorimetrik tayini igin peroksidaz benzeri aktivitenin bulunusu

Sekil 2.6. Akilli nanomalzemelerin peroksidaz benzeri aktiviteleri ve kolorimetrik
glikoz biyosensorlerindeki ileri uygulamalari

Diger bir tayin yontemi olan elektrokimyasal sensorler, enzimsiz glikoz tayin
yontemi olarak siklikla kullaniimaktadir [35-40]. Elektrokimyasal sensorler ile
duyarl glikoz tayini icin sellloz filtre kagidi Uzerinde elektrokimyasal yolla
biriktilen nikel/kobalt sulfir nanoparcacik bazli yapilar, mezogbzenekli silika
nanoparcaciklari tzerine tutturulmus Ni-Co alasimli nano yapilar ve Ni-Co/Fez04
bazli nanokompozit yapilar sentezlenmistir [35-37]. Kimyasal olarak modifiye

edilmis gb6zenekli grafen bazli elektrokimyasal biyosensoérler, nikel hidroksit ile
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dekore edimis U¢ boyutlu esnek poliuretan singer ve glikoz
elektrooksidasyonuna yoénelik Co* agisindan zengin Cu.O@ZIF-67 bazli

elektrokimyasal sensorler de glikoz tayini i¢in onerilmistir [38-40].

Son yillarda, hem peroksidaz benzeri aktiviteye sahip nanozim, hem de
nanozime bagli glikoz oksidasyon yetenegine sahip enzim (glukoz oksidaz,
GOx) kullanillarak glikozun tek basamakli tayini Uzerine ¢alismalar
gergeklestiriimigtir. GOx immobilize ¢ok fonksiyonlu janus hematit-silika
nanopartikuller, GOx entegre metal-organik yapilar, GOx bagli grafen oksit/MnO:
nanozimler ve ZnFe>Os-karbon nanotip-GOx nanokompozitler, biyolojik
ortamlarda glikozun tek basamakta tayinine izin veren yapilardir [31,41-44]. Diger
yandan, GOx bagh yapay peroksidaz aktivitesine sahip hemin-peptid
nanogicekler, yuksek duyarlikla 5-2000 uM derisim araliginda glikoz tayinine izin
vermigtir. Bdylece, genis bir derisim araliginda glikozun tek basamakta

saptanmasina izin veren renk olgimune dayall biyosensor elde edilmigtir [45].

Mevcut nanozimlerin kalibrasyon grafiklerinde kullanilan glikoz derisim araliginin
ust siniri genellikle saglikli ve diyabetik bireylerden elde edilen tam kan araliginda
bulunan glikoz seviyelerinden (3-40 mM) ¢ok daha dusuktur. Bir bagka deyimle,
bu kalibrasyon grafiklerindeki Ust sinir gogunlukla 500 uM'den daha azdir [41, 42,
43, 46-50]. Bu nedenle kandaki glikoz seviyesinin tayini icin degeri 100-1000
araliginda degdisen seyreltme faktoérleri kullaniimaktadir [41,42,43, 46-50].

Enzimler gunumizde kandaki glikozu belirlemek igin yaygin olarak
kullaniimaktadir. Bu yontemler yuksek 6zgullige sahip, hizli ve etkili sonuglar
vermektedir. Kandaki glikozu dlgmek igin yaygin olarak kullanilan U¢ ana enzim

tlrG vardir: glukoz oksidaz, hekzokinaz, ve glikoz dehidrojenaz [51].

2.6.1. Glukoz Oksidaz Yontemi

Glukoz oksidaz igeren yontem, oldukga yaygin olarak kullanilan yéntemlerden
biridir. Bu yontem, enzim, glukoz oksidaz ve peroksidaz kullanimini
birlestirmektedir. Yontem Sekil 2.7’ de veriilmektedir [52].

GOD
Glikoz + H,0 — Glukonik asit + H,0,
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POD
2H,0, + Fenol + 4 amino — Antipirin — Kinonim + 4H,0

Sekil 2.7. Glukoz oksidaz yontemi

Yéntem 2 basamaktan meydana gelmektedir. ilk basamakta , drnekteki glikoz,
hidrojen peroksit (H202) tretmek igin glukoz oksidaz enzimi tarafindan oksitlenir.
H20,, ortamdaki glikoz derisimi ile orantili olarak olusturulur. Olusturulan H>O2,
kinonimin Uretmek igin fenol ve 4 amino-antipirin ile reaksiyona girmeye devam
eder. Kinonimin lotus pembesi renge sahiptir ve renk yogunlugu glikoz derigimi
ile orantilidir. Yontemde 540 nm'de absorbans Olgulerek glikoz tayini yapilir [53].

Bu yontemin avantaji hizli sonug vermesi ve disuk maliyetli olmasidir.

2.6.2. Heksokinaz Yontemi

Hexokinase yontemi, ginimuzde otomatik analizor sistemlerinde kullanilan en
yaygin yontem olarak bilinmektedir. Heksokinaz enziminin glikoza karsi yuksek
segciciligi vardir ve diger karbonhidratlardan etkilenmemektedir [54]. Prosedur
Sekil 2.8.’deki gibidir.

Heksokinaz

Glikoz + ATP ——— Glukonik — 6 — Fosfat + ADP

G6PD
Glikoz — 6 — Fosfat + NADP* — 6 — Fosfoglukonat + NADPH + H*

Sekil 2.8. Heksokinaz yontemi

ilk asamada, hekzokinaz reaktifi ile glikoz fosforilasyonu yoluyla glikoz-6-fosfat,
uretilir. ikinci asamada G6PD, NADPH (retmek igin glikoz-6-fosfat
oksidasyonunu katalizler. Glikoz derisimi, NADPH'nin optik yogunlugundaki

artigla orantilidir ve 340 nm'de olgultr [54].

16



Bu yontem yuksek 6zgullugu nedeniyle ginimuzde en yaygin yontem olarak
bilinmektedir ve sonuglar diger faktorlerden daha az etkilenmektedir. Bununla

birlikte, bu yontemin dezavantaji yuksek kimyasal maliyettir [54]

2.6.3. Glikoz Dehidrojenaz Yontemi (GDH)

Seker olcim cihazlarinda glikoz dehidrojenaz yontemi (GDH) kullaniimaktadir.

Yontem Sekil 2.9’ da goruldugu gibi tek basamakta calisir.

GDH
B — D — Glikoz + NAD* — D — Glukono — A — lakton + NADH + H*
Sekil 2.9. Glikoz dehidrojenaz yontemi
Bu ydontemde dogrulugu arttirmak amaciyla a-glikoz’dan B-glikoza dénisum igin
mutarotaz eklenir. Ayrica GDH, maltoz, galaktoz veya ksiloz gibi diger sekerlerle

de reaksiyona girer. Ortamda bu sekerler varken dogru sonuglar alinamayabilir
[55].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda monodispers gozenekli formda, FezOs nanopartikillerin
immobilize edildigi SiO> mikrokureler sentezlenmigstir. Mikrokureler, hidroliz
kondenzasyon protokoll uygulanarak SiO: ile kaplanmigtir. Au nanopartikuller
(Au NP) manyetik ve gbzenekli-monodispers formdaki SiO.@MagSiO:
mikrokurelere baglanmistir (Au@SiO.@MagSiO2 mikrokureler). GOx, herhangi
bir aktivasyon protokolt kullaniilmadan manyetik mikrokureler Gzerine Au NP
uzerinden immobilize edilmistir (GOX@Au@SiO.@MagSiO, mikrokureler).
Tayinde peroksidaz substrati olarak TMB kullaniimistir. Boylece peroksidaz
aktivitesinde glikoz derigsimine bagl olarak olusan degisim segilen peroksidaz
substratt olan TMB ’nin vermis oldugu reaksiyon ile gorunur bdlgede
spektrofotometrik olarak izlenmistir. Tampon ortami ve insan tam kaninda glikoz
tayini gerceklestiriimistir. GOX@Au@SiO.@MagSiO2 mikrokurelerin 6zellikleri
SEM,BET,VSM,XRD,XPS,TEM ve EDX kullanilarak incelenmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Kloroaurik asit tetrahidrat (HAuCls.4H20), trisodyum sitrat, glisidil metakrilat
(GMA), etilen dimetakrilat (EDMA), metakrilik asit (MAA), tetraetoksisilan (TEOS)
amonyak gozeltisi (a/a %25), izopropil alkol (izo-PrOH), tetraetoksisilan (TEOS),
3-aminopropiltrietoksisilan (APTES) ve tetrabutilamonyum iyodir (TBA) Sigma-
Aldrich Chem Co. ABD ’den temin edilmistir. Glikoz, maltoz, laktoz, fruktoz,
fenilalanin, askorbik asit ve glukoz oksidaz (GOx) (katalog No: G6125, Tip Il,>
15.000 birim / g kati) elde edildi. 3,3', 5,5'-tetrametilbenzidin (TMB), hidrojen
peroksit (a/a %50) ve insan kani (BCR634), glukoz oksidaz (Aspergillus niger'den
elde edilmis) Sigma-Aldrich'ten tedarik edilmistir. Peroksidaz benzeri aktivite ve
glikoz tayin deneyleri, Direct-Q3, Millipore, ABD'den elde edilen 18 MQcm'lik bir

direncle damitilmis deiyonize su (DDI) kullanilarak gergeklestirilmistir.
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3.2. Monodispers-Gozenekli Formda SiO,@MagSiO, Mikrokurelerin Sentezi

3.2.1. GMA Polimerinin Sentezi

Monodispers gozenekli yapida poli(glisidil metakrilat), poli(GMA) partikuller,
glisidil metakrilat, GMA monomeri kullanilarak dispersiyon polimerizasyonu
yontemiyle sentezlenmigtir. Cam reaktoérde, 0.45 g polivinilpirolidon K-30 (PVP K-
30), 30 mL saf etanol igerisinde sonikatdr yardimiyla dagitilmistir. Daha sonra
ortama baslatici olarak 0.24 g AIBN ve 3 mL GMA eklenerek ultrasonik su
banyosu yardimiyla (Elma LC 30, Germany) ¢bzunmesi saglanmistir. Reaktor,
¢alkalamali su banyosuna (Memmert, Germany) sabitlenerek 70°C’de 24 saat
boyunca, 120 cpm ¢alkalama hizinda karistiriimistir. Reaksiyon sonrasi, reaktor
¢alkalamali su banyosundan alinarak oda sicakliginda sodutulmustur. Polimer
siraslyla 3 defa etanol ve 1 defa DDI su ile yikanmistir. Yikama islemi
santrifijleme-dekantasyon yontemi kullanilarak yapilmistir. Yikama isleminin
ardindan, polimer 5 mL su igerisinde dagitilmigtir. Dagitilan polimer ¢ozeltisi
icerisinden 250 uL hacminde ¢ozelti alinarak, 24 saat boyunca 70°C sicaklikta
kurutulmustur. Gravimetrik yontem kullanilarak partikilin kati igerigi

belirlenmistir.

3.2.2. Monodispers Gozenekli Formda Poli(metakrilik asit-co-

etilendimetakrilat) Mikrokiirelerin Sentezi

Poli(metakrilik asit-co-etilen dimetakrilat), poli(MAA-co-EDMA) mikrokureler
poli(GMA) lateks mikrokUrelerin ¢ikis materyali olarak kullanildidi, cok basamakl

mikrosuspansiyon polimerizasyonu teknigi ile sentezlenmistir.

Sentez icin dncelikle 50 mL DDI su igerisine, 0,125 g sodium dodesil sulfat (SDS)
eklenmis, ultrasonik su banyosu yardimiyla ¢ozunmesi saglanmistir. Ardindan
buz banyosu igerisindeki ortama 3,5 mL gozenek olusturucu 6zellige sahip etil
benzen (EB) eklenerek elde edilen ¢bzelti 4 dakika boyunca sonikasyon (200 W)
islemine tabi tutulmustur. Bu islemin ardindan ortama poli(GMA) mikrokureler
(0.3 g) eklenmis ve dagilmalari igin ortam tekrar 8 dakika boyunca sonikasyon
islemine tabi tutulmustur. Elde edilen emulsiyon, gozenek yapici solventin ¢ikis

lateksi tarafindan tamamen absorpsiyonu igin oda sicakhginda, 24 saat boyunca
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manyetik karistirici (IKA RO 10, Aimanya) kullanilarak karigtinilmigtir. Boylece

polimer mikrokurelerin solvent ile sismesi saglanmistir.

0,125 g SDS, 50 mL DDI su icerisinde ultrasonik su banyosu yardimiyla
¢6zulmus, ¢ozelti icerisine, ortama monomer olarak 2 mL MAA, ¢apraz baglayici
olarak 4 mL EDMA ve polimerizasyon baslaticisi olarak 0.25 g BPO eklenip
ortam, 6 dakika boyunca sonikasyona tabi tutulmustur. Ortam ilk basamakta
solvent ile sisme islemine tabi tutulmus poli(GMA) latex Uzerine eklenerek,
emdulsiyon 24 saat oda sicakhginda karistirilmistir. Elde edilen dispersiyon,
sizdirmaz cam polimerizasyon reaktorune aktariimis ve sicaklik kontrolld,
¢alkalamali su banyosunda 120 cpm galkalama hizinda, 24 saat boyunca 80°C'
da karistirilmistir. Reaktor su banyosundan alinip oda sicakliginda sogutulmaya
birakilmistir. Dispersiyon, polimerlesmeyen monomerlerin ve kullanilan solventin
ortamdan uzaklastiriimasi icin santrifujleme-dekantasyon yontemi kullanilarak
siraslyla 2 kez teknik etanol, 2 kez THF, 2 kez teknik etanol ve 2 kez DDI su ile
yikanmistir. Elde edilen poli(MAA-co-EDMA) mikrokureler, 70 °C sicaklikta 24

saat etuvde bekletilerek kurutulmustur.

3.2.3. Monodispers Gozenekli Formda Manyetik Poli(metakrilik asit-co-

etilendimetakrilat) ve MagSiO, Mikrokurelerin Sentezi

Monodispers gozenekli formda manyetik SiO. (MagSiO2) mikrokireler ¢ok
basamakli hidroliz kondenzasyon yontemi ile sentezlenmistir. MAA-co-EDMA
polimeri sentez icin baslangi¢ kalip materyali olarak kullaniimistir. ikili ¢éktlirme
islemi uygulanarak MAA-co-EDMA polimerinin manyetizasyonu saglanmistir.
Erlen icerisine 100 mL distile su ve 0.7g poli(MAA-co-EDMA) mikrokureler
eklenmis ve c¢oOzelti buz banyosu igerisinde 15 dakika boyunca azot altinda
kanistirlmistir. Baska bir sisede 10 ml distile suya 0.54 g demir (Il) klorGr
hekzahidrat ve 0.8 g demir (Il) klortr tetrahidrat eklenip elde edilen ¢ozelti 15
dakika boyunca azotlanan ¢ozelti igerisine ilave edilmigtir. Buz banyosunda 15
dakika daha azotlanan ¢ozelti buz banyosundan c¢ikarilmis ve oda sicakligina
getirilip oksijenin ortamdan uzaklagsmasi igin vakumlanmistir. Bu sayede Fe*? ve
Fe*® iyonlarinin  poli(MAA-co-EDMA) mikrokireler Uzerine daha yi

adsorplanmasi saglanmistir. Elde edilen ¢ozelti yag banyosuna alinarak sicaklik
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85°C ‘ye yukseltilmistir. Ortamin karigsmasi igin mekanik karigtirici kullaniimistir.
Poli(MAA-co-EDMA) mikrokureler icerisine adsorpsiyonu saglanan demir
tuzlarinin indirgenmesi igin ¢ozeltinin sicakligi 80°C’ye getirildikten sonra ortama
25 mL derisik amonyak eklenmistir. Demir tuzlan indirgenerek FeszO4
nanopartikillere  donusturilmus, karisimin  renginin - siyaha  dondugu
gOzlemlenmistir. Amonyak ilavesinden sonra sicakligin tekrardan 80°C’ye
gelmesi beklenmis ve 1 saat boyunca karistiriimig, ardindan yag banyosundan
cikarilip oda sicakhiginda sogumaya birakilmistir. Mikrokureler 3 kez DDI su ile
yikanmigtir. Yikama igleminin ardindan elde edilen  poli(MAA-co-EDMA)
mikrokureler su ortaminda dagitilip 70 °C sicaklikta 24 saat etivde bekletilerek
kurutulmustur. SiO2 mikrokUrelerin sentezinde kullanilan ydntem uygulanarak
MagSiO2 mikrokurelerinin sentezi gergeklestiriimistir. Yikama islemi sirasinda

santrifij yerine miknatis kullanilmistir.

3.2.4. SiO,@MagSiO, Mikrokiirelerinin Sentezi

50 mL saf isopropanol’e 5 mL DDI su eklenerek hazirlanan ¢ozeltiye 0.25 g TBAI
eklenmis c¢ozinmesi igin ultrasonikatorde 2 dakika boyunca tutulmustur.
Ardindan ortama sirasiyla 0.25 mL amonyum hidroksit (NaHsOH), 0.4 ¢
poli(MAA-co-EDMA) eklenmis, tekrar ultrasonikator yardimiyla ¢ézinme
saglanmigtir. Dispersiyon, 1 saat mekanik karistirici kullanilarak karistirilmigtir.
Karismakta olan ortama 2 mL TEOS, 2 mL saf Iso-PrOH iceren %50’lik TEOS
¢cozeltisi damla damla eklenmistir. Elde edilen ¢ozelti 1siticili manyetik
karistiricida 40°C‘da 24 saat boyunca manyetik olarak karistirilarak silika-polimer
kompozit mikrokureler elde edilmigtir. Dispersiyon, miknatis kullanilarak Ustteki
sivi atilacak sekilde sirasiyla 2 kez teknik Iso-PrOH, 2 kez DDI su ile yikanmistir.

Daha sonra partiklller 70 °C sicaklikta 24 saat etlivde bekletilerek kurutulmustur.

3.2.5. Si0O,@MagSiO; Mikrokiirelerinin HCI ile Turevlendirilmesi

3,38 ml derisik HCI son hacim 25 mL olacak sekilde DDI ile seyreltilmistir.
Hazirlanan ¢ozelti kapali Pyrex® cam reaktoérine aktariimistir. Ultrasonikasyon
islemi uygulandiktan sonra ortama 0.1 g SiO-@MagSiO2 mikrokureler eklenip
ortam, yeniden ultrasonikasyon iglemine tabi tutulmustur. Dispersiyon agzi

kapatilarak, ¢alkalamali su banyosuna (Memmert, Germany) sabitlenmistir. 120
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rpm ¢alkalama hizinda 80°C’de 6 saat boyunca ortam karistiriimistir. Sonrasinda
dispersiyon DDI su ile 3 defa miknatis yardimiyla yuzeyde kalan sivi atilarak
yikanmigtir. Hidroksil grubu igeren SiO.@MagSiO> mikrokureler 60° de 24 saat

boyunca etlvde kurutulmustur.

3.2.6. SiO,@MagSiO; Mikrokirelerinin APTES (3-aminopropiltrietoksisilan)

ile Tureviendirilmesi

Monodispers gozenekli formdaki SiO.@MagSiO2> mikrokurelere amin
baglanmasi amaciyla, kapali Pyrex® cam reaktoru igerisine 0,3 mL trietilamin, 3
mL APTES ve 20 mL Iso-PrOH iceren ¢ozelti eklenmis ve ortam 5 dakika
boyunca ultrasonikasyona maruz birakilmistir. 0.4 g SiO.@MagSiO>
mikrokureler hazirlanan ¢ozelti icerisinde ultrasonikator yardimiyla dagitiimigtir.
AQgzi sikica kapatilan cam reaktor gcalkalamali su banyosu igerisine sabitlenmis
ve 24 saat boyunca 80°C’de galkalama islemine tabi tutulmustur. MikrokUreler 2
defa Iso-ProH ve 2 defa DDI su ile miknatis yardimiyla manyetik ayirma yontemi
kullanilarak yikanmistir. MikrokUreler su igerisinde dagitilarak gravimetrik analize

tabi tutulmustur.

3.2.7. Si0O,@MagSiO, Mikrokiireler Uzerine Au Nanopartikiil (Au NP)

Baglanmasi

Au NP sentezi Turkevich yontemine goére yapilmistir [56]. HAuCl4 ¢ozeltisi (60
mg, 144 mL), 350 rpm'de manyetik karistirma altinda kaynayincaya kadar yag
banyosu igerisinde isitilmistir. Trisodyum sitrat c¢ozeltisi (5 mL, a/a% 4.0)
¢ozeltinin icine eklenmis ve kaynama 15 dakika boyunca surdurdlmustir.
Trisodyum sitrat ¢ozeltisinin eklenmesinden sonra c¢ozeltinin renginin koyu
kirmiziya donltstigu gozlemlenmistir. Bu doénlsim Au iyonlarinin sitrat ile
indirgendigini gostermistir. Dispersiyon 350 rpom'de karistirilarak oda sicakligina
sogutulmustur. Au NP iceren dispersiyona oda sicakliinda APTES badli
SiO.@MagSiO2 mikrokureler (0.3 g) eklenmistir. Ortam, Au NP’in APTES bagl
SiO.@MagSiO2 mikroklrelerine baglanmasi igin oda sicakliginda 6 saat
manyetik karistirici yardimiyla karnistinimistir. Au NP bagh SiO.@MagSiO:
(Au@SiO.@MagSiO2) mikrokireler, miknatis yardimiyla manyetik ayirma

yontemi uygulanarak DDI 3 kere yikanmistir.
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3.2.8. Au@SiO,@MagSiO- Mikrokiireler Uzerine GOx immobilizasyonu

Au@SiO>@MagSiO> mikrokureler (150 mg) kapali bir falkon tupte GOx (20 mg /
mL) iceren pH 7.0 (1.5 mL, 100 mM) fosfat tamponu icinde 1 dakika
vortekslenerek dagitilmigtir. Dispersiyon 100 rpm'de, oda sicakliginda ve
karanlikta rotator yardimiyla 24 saat boyunca karistinimistir. GOx baglanmis
Au@SiO,@MagSiO, mikrokureler (GOx @Au@SiO@MagSiO2) miknatis ile

manyetik ayrim yapilarak U¢ kez DDI su ile yikanmistir.

3.3. GOx@Au@SiO2@MagSiO2 Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

3.3.1. Brunauer-Emmett-Teller (BET) ile Gézenek Boyutu ve Yuzey Alani

Olgiimii

Azot adsorpsiyonu ile GOX@Au@SiO.@MagSiO. mikrokurelerin ylzey alanini
ve go6zenek boyutunu hesaplamak igin Brunauer-Emmett-Teller (BET)
(Quantochrome, Nova 2200e, ABD) cihazi kullaniimistir. Bunun igin 0.1 g
GOX@AuU@SIiO@MagSiO,  mikrokureler, 70°C'ye ayarlanmis  etlvde
kurutulmustur. BET hucresine ilave edilen 6rnek, nemin 6 saat azotla ¢ikarildigi
bir vakum odasina vyerlestiriimistir. Vakumdan sonra o&l¢gim bdlmesine
yerlestirilen 6rnek azot adsorpsiyon-desorpsiyonu islemine tabi tutulmustur.
Adsorplanmis ve desorplanmis azot hacmi sayesinde gdézenek boyutu ve ylzey

alani elde edilmistir.

3.3.2.Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

GOX@AuU@SiO,@MagSiO, mikrokurelerin ylizey morfolojisi, ortalama boyut ve
boyut dagiliminin belirlenmesi icin taramali elektron mikroskobu (Scanning
Electron Microscope, SEM, JEOL, JEM1200EX, Japonya) kullaniimistir. Ornekler

1 glin boyunca 70°C'ye ayarlanmis etlivde kurumaya birakilmistir.

3.3.3. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Gegirimli  Elektron  Mikroskobu kullanilarak GOX@Au@SiO,@MagSiO>

mikrokurelerinin ylzeyi incelenmistir. Analiz Konya Selguk Universite’sinde
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(TEM, JEOL JEM-2100, U.S.A) gerceklestiriimigtir. Goruntude mikrokurelerin

cakismamasi icin ornek (1/1000) oraninda seyreltilmigtir.

3.3.4. Titresimli Ornek Manyetometrisi Analizi

Titresimli 6rnek manyetometrisi ile GOXx@Au@SiO.@MagSiO, mikrokurelerin
manyetizasyon davranisi incelenmistir. Analiz Hacettepe Universitesi Fizik
Muhendisligi Bolumi’'nde (Cryogenic Limited, PPM System, Ingiltere)
gerceklestiriimigtir.

3.3.5. Fourier Donusiimli Kizilotesi Spektroskopisi

Fourier Donusimlu KizilGtesi Spektroskopisi kullanilarak
GOX@Au@SiO@MagSiO2 mikrokurelerin fonksiyonel gruplari tayin edilmigtir.

Mikrokureler 1 gun boyunca 70°C'ye ayarlanmig etivde kurutulmustur.

3.3.6. X-Ray Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

Mikrokurelerin ylzey atomik bilesenlerinin belilenmesi icin XPS (Thermo
Scientific, K-Alpha, A.B.D.) kullaniimigtir. Bu yontem, malzemenin yuzeyine X-
Isinlari génderme ve elektronlari kirmak igin X-isinlarinin enerjisini kontrol etme
ilkesine dayanmaktadir. Malzemenin yluzeyine gonderilen X-1ginlari atomlar veya
molekuller tarafindan emildiginde, elektronlar kopmaktadir. Kinetik enerjinin
Olgumu, yuzey elemanlari ve malzemenin igerikleri hakkinda bilgi saglamaktadir
[57].

3.3.7. X-Isini Kirinim Analizi (XRD)

GOX@AuU@SIiO,@ MagSiO2 mikrokUrelerinin kimyasal yapilarini incelemek igin
XRD (Ultima IV X-ray diffractometer, Rigaku Ultima 1V, Japan) kullanilmistir.

Mikrokureler 1 gin boyunca 70°C'ye ayarlanmig etivde kurutulmustur.

3.4. GOX@Au@SiO,@MagSiO, Mikrokirelerinin Peroksidaz-Mimetik
Aktivitesi

pH’in, mikrokUrelerin peroksidaz aktivitesi Uzerindeki etkisini arastirmak igin pH
3-7 araliginda deneyler yapilmigtir. pH 3,4,5 ve 6 i¢in 100 mM sitrat tamponu
kullaniirken pH 7 icin 100 mM fosfat tamponu hazirlanmistir. Mikrokureler,

miknatisla ayirma yontemi kullanilarak belirlenen pH degerindeki tampon
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coOzeltisi ile yikanmigtir. Mikrokureler (20 mg) belirli bir pH'da (pH 3-7) TMB
¢ozeltisi (200 pM, 1.25 mL) icinde dagitilmistir. Dispersiyona H>O» ¢ozeltisi
(a/a,% 50, 2 uL) ilave edilmis ve reaksiyon, 20 dakika boyunca 37°C'de karanlikta
su banyosu icinde 100 cpm c¢alkalama hizinda sdrdardimustar.
GOX@Au@SiO@MagSiO2 mikrokureler, miknatis kullanilarak manyetik ayirma
yoluyla dispersiyondan toplanmistir. Stpernatantin absorbansi 652 nm'de UV-

Vis spektrofotometresinde (Thermo Scientific, ABD) dl¢guimustar.

Baslangi¢c TMB derisimi 25-250 uM arasinda degistirilerek Au@SiO.@MagSiO»
ve GOX@Au@SiO.@MagSiO2 mikrokurelerin peroksidaz aktivitesi Uzerindeki
etkisi pH 5.0'de (100 mM sitrat tamponu) arastiriimistir. Baslangi¢c TMB tlketim
hizi (—=rrme, UM TMB / dak) hesaplanmigtir.

3.5. Tek Basamakh Tayin Protokolinde GOx@Au@SiO,@MagSiO,

Mikrokureler Kullanilarak Tampon Ortaminda Glikoz Tayini

GOX@AuU@SIiO@MagSiO2> mikrokureler, pH:5.0 100 mM sitrat tamponuyla
miknatisla ayirma yontemi kullanilarak Ustteki sivi atilacak sekilde 3 defa
yikanmisgtir. Mikrokureler (20 mg), 0.08-6.4 mg / mL araliginda farkli derigsimlerde
glikoz igeren pH 5.0 sitrat tamponu (1.25 mL) igerisinde dagitiimistir. Cam siseye
aktarilan dispersiyon oksijen giriginin engellenmemesi igin agzi acik sekilde
calkalayici su banyosuna sabitlenerek sicaklik 37°C’ye yukseltiimigtir. 1 saat
boyunca karanlikta karistirimistir. 1 saat karismanin ardindan pH 5.0 sitrat
tamponu icerisinde hazirlanan TMB ¢odzeltisi (400 pM, 1.25 mL) ortama
eklenmistir. Son dispersiyondaki TMB derisimi 200 uM olarak elde edilmistir.
Kolorimetrik reaksiyon, karanlikta 100 cpm ¢alkalama hizinda 37 ° C'de 20 dakika
surdurtlmustir. GOX@AuU@SiO.@MagSiO2 mikrokureleri, miknatis kullanilarak
manyetik ayirma yoluyla dispersiyondan toplanmistir. Sipernatanin absorbansi

652 nm'de UV-Vis spektrofotometresinde okunmustur.

3.6. GOX@AuU@SiO,@MagSiO, Mikrokurelerin Bagil Peroksidaz Benzeri

Aktivitesinin Serbest Peroksidaza Gore Belirlenmesi

GOX@AuU@SIiO,@MagSiO, mikrokurelerin  peroksidaz benzeri aktivitesini
incelemek, peroksidaz-TMB reaksiyonu, GOX@AuU@SIiO@MagSiO»

mikrokureler yerine serbest HRP kullanilarak gerceklestiriimistir. Bu amacla
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GOX@AuU@SiO@MagSiO2 mikrokureler, miknatisla manyetik ayirma yontemi
kullanilarak birkag kere 100 mM pH 5.0 sitrat tamponu ile yikanmistir.
Mikrokureler (20 mg), 0.4-6.4 mg / mL'lik araliginda farkli derigsimlerde glikoz
iceren 1.25 mL sitrat tamponu (pH 5.0,100 mM) icerisinde dagitilmistir.
Dispersiyon, 37°C' de 1 saat boyunca calkalamali su banysunda karanlik
ortamda karistiriimistir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
GOX@AuU@SIiO,@MagSiO, mikrokureler, miknatis kullanilarak sulu ortamdan
ayrilmistir. pH 5.0’de sitrat tamponu igerisinde hazirlanan TMB ¢o6zeltisi (400 uM,
1.25 mL) ve HRP ¢ozeltisi (5 mg / mL) sulu ¢ozeltiye ilave edilmistir. Kolorimetrik
reaksiyon, karanlik ortamda 100 cpm'lik bir calkalama hizi ile calkalama
banyosunda , 37 ° C'de 20 dakika boyunca surdurdlmastir. Cozeltinin

absorbansi, 440 nm'de UV-Vis spektrofotometresinde dlgulmustur.

3.7. Peroksidaz Benzeri Aktiviteye Sahip Serbest GOx ve
Au@SiO,@MagSiO, Mikrokiireleri iceren iki Asamali Protokol Kullanilarak
Glikoz Tayini

100 mM, pH 5 sitrat tamponu (1.25 mL) igerisinde hazirlanan glikoz ¢dzeltisine,
serbest GOx (20 mg Au@SiO.@MagSiO> mikrokureleri Uzerine immobilize
edilen miktara esdeger olan 0.48 mg) ilave edilmistir. Cozelti, 37 ° C'de 1 saat
boyunca,serbest glukoz oksidazin glikozun ile oksidasyonu sayesinde H>O:
Uretimesi icin karanlikta c¢alkalamali su banyosunda karistiriimistir. Tayin
ortamina,1.25 mL, 100 mM pH 5.0 sitrat tamponu igerisinde hazirlanan TMB
cozeltisi (400 uM) ve Au@SiO.@MagSiO, mikrokureleri (20 mg) eklenmigtir.
Kolorimetrik reaksiyon, karanlikta 100 cpm calkalama hizinda c¢alkalamali su
banyosu icerisinde ile 37 ° C'de 20 dakika strdurilmustir. Au@SiO.@MagSiO:
mikrokureleri, miknatis kullanilarak manyetik ayirma yoluyla dispersiyondan
ayrilmistir. Elde edilen ¢ozeltinin  absorbansi 652 nm'de UV-Vis

spektrofotometresinde dl¢tiimustar.

3.8. GOX@AuU@SiO,@MagSiO, Mikrokilireler ile Kandaki Glikoz Seviyesinin

Belirlenmesi

0.015-4.71 mg / mL arasinda farkli derisimlerde glikoz iceren pH 5.0'da (40 uL)
100 mM sitrat tamponu ile hazirlanan glikoz stok ¢ozeltilerine belirli bir hacimde

kan (10 pL) ilave edilmigtir. Boylece, 50 uL hacminde, 10 uL tam kan ve 0.5-7.0
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mg glikoz /mL kan derisim arahidinda glikoz iceren ornek ¢ozeltileri, elde
edilmistir. Bu ornekler, kolorimetrik yanitin glikoz derisimi (mg glikoz / mL kan) ile
degisiminin verildigi bir kalibrasyon grafiginin turetiimesi igin kullanilmigtir. Ek
olarak, kalibrasyon grafiklerinin turetilmesi, 20/30 ve 23/27 pL/pL tam kan/sitrat
tamponu hacim oranlari ile hazirlanan 6rnek ¢ozeltileri kullanilarak da yapilmistir.
Belirli bir kan hacmi fraksiyonu ile hazirlanan kan-sitrat tamponu karisimina,
GOX@AuU@SiO,@MagSiO, mikrokureleri (10 mg) igceren 200 uL, pH 5.0, 100 mM
sitrat tamponu ilave edilmistir. Dispersiyon, 37 ° C'de 30 dakika sureyle karanlikta
calkalamali su banyosu kullanilarak karistiriimigtir. pH 5.0'da sitrat tamponu
icerisinde hazirlanan TMB ¢odzeltisi (400 uM, 250 uL) elde edilen dispersiyona
ilave edilmistir. Kolorimetrik reaksiyon, karanlikta 100 cpm g¢alkalama hizinda
37°C'de 20 dakika surduriimustir. GOX@AuU@SiO>@MagSiO. mikrokureleri,
miknatis kullanilarak manyetik ayirma yoluyla dispersiyondan toplanmistir.
Siupernatant 0.45 um Millex® PTFE siringa filtresinden (Sigma-Aldrich)
gegirildikten sonra absorbans 630 nm'de UV-Vis spektrofotometresinde

okunmustur.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda GOx@Au@SiO.@MagSiO- mikrokurelerin sentez protokolu ve
etki mekanizmasi, karakterizasyon sonuglari, farkli reaksiyon kosullarindaki
peroksidaz benzeri aktivite 6lgim sonuglari, glikozun tampon ortaminda ve insan

kaninda kolorimetrik tayininde kullaniimasina ait deney sonuglari incelenmistir.

4.1. GOX@AuU@SiO,@MagSiO, Mikrokiirelerin Sentez Protokolli Ve Etki

Mekanizmasi

GOX@AuU@SIiO,@MagSiO2 mikrokureleri igin kullanilan sentez protokollinin

sematik gosterimi Sekil 4.1 'de verilmistir.

OH (APTES)

on T— |

Si0,@MagsSio, APTES ba'?(ll Sl(ipzl@MagSiOZ
MmiIKrokKureier

SH
NH, |

SISTEI

GO @Au@SiO,@MagSio,
mikrokiireler

Sekil 4.1. GOX@Au@SiO@MagSiO, mikrokureleri icin sentez protokolinin

sematik gosterimi [58]

ik olarak, monodispers gézenekli formda, FesO4 nanopartikiillerinin immobilize
edildigi silika mikrokureler sentezlenmistir [59]. Tez kapsaminda, manyetik silika
mikrokurelerin Uzerine immobilize edilmis altin nanopartikillere (Au NP) bagh
peroksidaz benzeri aktivite amacglanmistir. Bu nedenle mikrokureler, hidroliz
kondenzasyon protokoll uygulanarak SiO: ile kaplanmigtir [60]. Bdylece, sulu

ortamdaki sentetik substratin, SiO> mikroklrelerine immobilize edilmis FesOa
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NP'leri ile olasi etkilesimi onlenmistir. Silika kapli manyetik silika mikrokureler

SiO.@MagSiO:2 olarak adlandinimigtir. APTES, silanizasyon reaksiyonu yoluyla

SiO.@MagSiO2 mikrokurelerine kovalent olarak baglanmistir. Sitrat iyonlariyla
indirgenmis olan Au NP'ler, amino ve sitrat gruplar arasindaki etkilesim
sayesinde SiO.@MagSiO. mikrokurelere baglanmistir (Au@SiO.@MagSiOy).
Son olarak, GOx enzimi Au@SiO-@MagSiO» mikrokurelerine baglanmistir.

Tez kapsaminda, insan kaninda tek basamakli glikoz tayini gerceklestirmek icin
¢ift enzimatik aktiviteye sahip manyetik nanozim sentezlenmistir.
Au@SiO,@MagSiO> mikrokureler, silika ile kaplanmigs manyetik silika
mikrokureler Uzerine immobilize edilen Au NP sayesinde peroksidaz benzeri
aktiviteye sahip manyetik nanozim olarak islev gérmustur. Sentezin ikinci
asamasinda, GOx, SiO.@MagSiO2 mikrokureleri Uzerine immobilize edilmis Au
NP'lere baglanmistir. Peroksidaz benzeri aktivite gosteren ve ylzeylerinde
immobilize GOx tagiyan nanozimler kullanilarak benzer bir tek basamakli glikoz
belirleme protokolu gelistiriimigtir. [61, 62-65]. Bununla birlikte, benzer GOx
entegre nanozimlerin sentezinde, GOx'un nanozime baglanmasi igin gogunlukla
karmasik aktivasyon protokolleri izlenmistir. Ornegin, GOX'un gok fonksiyonlu
janus hematit silika nanopartikillere kovalent baglanmasi igin silanizasyon ve
glutaraldehit aktivasyonu uygulanmistir. [63]. Suda ¢6zundr karbodiimid
aktivasyonu, GOx-entegre metal-organik hibritleri, GOx-konjuge grafen oksit /
MnO2 ve ZnFe204-karbon nanotup nanozimlerin sentezi igin uygulanmis ve tek

basamakli glikoz tayini i¢in 6énerilmistir. [62, 64, 65].

Diger yontemlerden farkh olarak tez kapsaminda, Au @SiO.@MagSiO;
mikroklrelerine GOx baglanmasi igin kolay ve basit bir protokol izlenmistir. Bu
amagcla, benzersiz yapisal 6zelligi olan GOx'un molekuler yapisinda bulunan
sistein kalintilarinin tiyol grubu ilk kez degerlendiriimistir [66]. Aspergillus
niger'den elde edilen GOx, 3 sistein kalintisi ve N'ye bagl glikosilasyon icin 8
potansiyel bolge icermektedir. [66]. GOx'un Au NP'lere baglanmasi i¢in herhangi
bir aktivasyon protokolt kullaniimamis, dogrudan GOxun yapisindaki tiyol
grubunun, Au NP ile etkilesimi kullanilmist. Baglanma islemi pH 7.0’da fosfat
tamponu icinde GOx ve Au@SiO@MagSiO2 mikrokurelerinin karistiriimasiyla
gergeklestiriimistir. Au @ SiO2 MagSiO2 mikrokurelere baglanan GOx miktari,

nanozimin manyetik olarak ayriimasindan sonra supernatantin ilk ve son
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absorbansi UV-Vis spektrofotometresinde 278 nm’de Olcllerek 24 mg GOx / g
mikrokure olarak belirlenmistir. Ote yandan ayni kosullar altinda, SiO.@MagSiO:

mikroklrelerine adsorplanan GOx miktari ise 7.8 mg GOx / g MagSiO: olarak
belirlenmistir. Bu durum,  GOx'un nanozim uzerine baglandidini, yani sistein
kalintilarinin SiO.@MagSiO2 mikrokureleri Uzerindeki Au NP'lerle etkilesiminin

baskin oldugu gostermistir.

GOX@Au@SiO@MagSiO2 mikrokureleri kullanilarak glikozun tek basamakli
tayininde, glikoz, 6nce Au@SiO.@MagSiO. mikrokureler Uzerine immobilize
edilmis GOx tarafindan oksitlenmistir. Oksidasyonla uretilen H2O, ilave edilen
sentetik substrat (TMB) ile GOx @ Au @SiO@ MagSiO2 mikrokurelerin
peroksidaz benzeri aktivitesi ile reaksiyona girmistir. Glikoz oksidasyonu ile
uretilen H.O2 miktari ile orantili olan oksitlenmis TMB olusumundan kaynaklanan
renk olusumu, nanozimin manyetik olarak ayrilmasindan sonra 652 nm'de

absorbans alinarak ol¢uimustar.

4.2. GOX@AuU@SiO,@MagSiO, Mikrokulerinin Karakterizasyonu

GOX@AuU@SIiO,@MagSiO2 mikrokurelerinin  SEM goéruntuleri Sekil 4.2 'de

verilmigtir.
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Sekil 4.2. GOX@AuU@SiO.@MagSiO, mikrokurelerin SEM fotograflari. Blyutme:
(A) 2.000X, (B) 15.000X, (C) 30.000X, (D) 50.000X [58].

Mikrokureler dar bir boyut dagiliminda sentezlenmis, ancak mikemmel klresel
formda olmadiklari gdézlemlenmigtir. Demir tuzlarinin ikili ¢oOktirmesi
uygulanmaksizin ayni protokol ile elde edilen monodispers gozenekli SiO:
mikroklreler mikemmel kiresel formda ve stinger benzeri gézeneklilige sahip
oldukga pirlzsiz bir ylzeye sahiptir [67]. Bu nedenle, GOX@Au@SiO@
MagSiO2 mikrokirelerinin purizli ylizeyi, SiO, tabakasi ile kaplanmis FezO4
NP'in/agregatlarinin ve mikrokurelere bagli Au NP'in /agregatlarinin varhidina
atfedilmistir. (Sekil 4.2B-4.2D).
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Sekil 4.3. (A) Fe304 NP'leri iceren MagSiO2, (B) SiO.@MagSiO:, (C) APTES
bagh SiO.@MagSiO2, (D) ve (E) Au@SiO.@MagSiO2> mikrokurelerin
TEM goruntuleri [58]

Manyetik nanozim sentezinde kullanilan kompozit mikrokurelerin morfolojisini
incelemek icin MagSiO;, SiO.@MagSiO;, APTES@SiO@MagSiO2, Au
@SiO.@MagSiO2 mikrokurelerinin, TEM fotograflan Sekil 4.3 'te verilmigtir.
MagSiO2 mikrokurelerin ylzeyinde agirlikli olarak FesO4 NP iceren yaklasik 150
nm kalinhdinda koyu renkli bir katman gézlenmistir (Sekil 4.3A). Acik gri bir
katman seklinde goézlenen SiO.@MagSiO2> mikroklrelerin Gzerindeki SiO>
kaplamanin kalinliginin yaklasik 300 nm oldugu gértlmustir (Sekil 4.3B). Ayni
bdlge APTES@SiO-@MagSiO. mikrokurelerin yluzeyinde de goruntulenmigtir
(Sekil 4.3C). APTES@SiO@MagSiO> mikroklrelere baglanan Au NP,
Au@SiO,@MagSiO2 mikroklrelerin ylzeyinde koyu gri noktalar seklinde
goruntilenmigtir. Au @ MagSiO- mikrokurelerinin tim pargacik yapisini gosteren
TEM fotografi da Sekil 4.3E'de verilmistir.
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Sekil 4.4. GOX@Au@SiO,@MagSiO> mikrokurelerinin  (A) Yuzey XPS
spektrumu (B) Si2p taramasi, (C) O1s taramasi, (D) C1s taramasi,
(E)Fe2p taramasi, (F) N1s taramasi ve (G) Au4f taramasi [58]

GOX@AuU@SiO,@MagSiO, mikrokurelerin yuzey 6zelliklerinin belirlenebilmesi
icin X-1s1n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) analizi yapilmistir. Elde edilen
dekonvollsyon (ters evrisim) ¢ekirdek seviyesi spektrumlari ve ylzey spektrumu
ve Sekil 4.4 'de verilmektedir. Sentezlenmis nanozim ve tiim ara Utrunler igin, XPS
ile belirlenen ylzey atomik bilesimleri de Cizelge 4.1 'de verilmigtir.
Dekonvolisyonda 103.7 eV'de keskin pike ek olarak GOX@Au@SiO.@MagSiO;
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mikrokureleri ile Si2p taramasi igin ¢ekirdek duzeyinde spektrum, bagli APTES
nedeniyle Si-C'ye ait kuiguk bir pik 102 eV' de elde edilmistir.

Cizelge 4.1. FesO4NP

iceren

APTES@SiO@MagSiOo,
GOX@AuU@SIiO@MagSiO, mikrokurelerinin XPS ile belirlenmis
yuzey atomik bilesimleri [58]

MagSiO,
Au@SiO@

SiO.@MagSiOz,
MagSiO2

ve

Mikrokiire Cls Ol1s Si2p Felp Nis Aundf
MagSiO2 10.10 58.93 290.04 1.93 - -
S102@MagSi02 17.25 55.34 27.41 - - -
APTES@Si02@MagSi02 14.36 56.11 27.98 - 1.55 -
Au@Si102@MagSi02 39.30 36.42 17.03 - 2.00 5.24
GOX@Au@SiO:@MagSiOn 29.26 39.66 19.82 - 6.40 4.86
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Sekil 4.5. (A) SiO,@MagSiOa, (B) APTES@SiO.@MagSiOo, ©
Au@SiO,@MagSiO ve (D) GOX@AU@SIO,@MagSiO2

mikrokurelerinin FTIR spektrumlari [58]
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SiO.@MagSiO, mikrokirelerinin FTIR spektrumunda, 950 cm'deki pik, Si-
OH'nin asimetrik titresimine, 795 ve 1050 cm'deki pikler, Si-O'nun simetrik ve
asimetrik titregimlerine aittir (Sekil 4.5A). Ayni spektrumda —OH gerilmesinden
dolayi 3441 cm™* de genis bir pik ve silanol gruplarinin -OH biikiilmesinden dolayi
1632 cm 'de kiguk bir pik goézlenmistir (Sekil 4.5A) [68]. Tim bu bantlar
APTES@SiO.@MagSiO2, Au@MagSiO, ve GOx@Au@MagSiO> mikrokurelerin
FTIR spektrumlarinda bant siddetlerinde olusan ufak degisiklikler ile elde
edilmistir (Sekil 4.5B, 4.5C ve 4.5D). Bu durumun temel nedeni, -3440 cm'de -
OH , -NH ve 1630 cm™*' de —OH ve —NH’a ait bantlarin st Uste gelmesidir. [68-
69].

Sekil 4.6. (A),(B) Cok basamakl sol-gel kaliplama yontemi ile polimetakrilat
mikrokureleri ~ kullanilmadan  sentezlenen Fe3Os NP ve
(C),(D)Turkevich yontemi kullanilarak sentezlenen Au NP TEM
fotograflari [58]

FesO04 NP, " ¢ok basamakli sol-gel kaliplama yontemi" nde kullanilan kosullar ile,

polimetakrilat mikrokurelerin yoklugunda sentezlenmistir [59]. FezOs NP'in ve
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Turkevich metoduna gore sentezlenen Au NP'in TEM fotograflar Sekil 4.6 'da
verilmektedir. Ortalama boyutu 24 nm olan FezO4 NP dar bir boyut dagilimi ile
elde edilmistir (Sekil 4.6A ve 4.6B).Ortalama boyutu 16 nm olan Au NP'in boyut
dagilimi biraz daha genistir (Sekil 4.6C ve 4.6D).

4.2.1 Monodispers ve Gozenekli Formdaki GOx@Au@SiO,@MagSiO,

Mikrokurelerinin Gozenek Boyutu ve Yuzey Alani Analizleri

GOX@AuU@SIiO,@ MagSiO. mikrokurelerinin gbzenek boyutu dagilim egrisi ve

go6zeneklilik 6zellikleri sirasiyla Sekil 4.7 ve Cizelge 4.2. verilmistir.

0.07
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Sekil 4.7. Azot adsorpsiyon-desorpsiyon yontemi ile elde edilen
GOX@AuU@SIiO,@ MagSiO, mikrokurelerinin gézenek boyutu
dagihm egrisi  [58]
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Cizelge 4.2. GOx@Au@MagSiO, mikrokurelerinin yuzey ve gozenek ozellikleri

[58]
Dn CVv Ortalama Gozenek Hacmi Ozgiil
. 3 e
(um) (%) Gozenek (cm>/g) Yuzey Alani
Boyutu (nm) (m2g)
6.5 4.1 38.56 0.05 12.3

Dn:Ortalama partikil boyutu, CV: boyut dagilimi igin degisim katsayisi

Ortalama partikil boyutu ve boyut dagilimi i¢in degisim katsayisi sirasiyla 6.5 ym
ve % 4.1 olarak hesaplanmistir. Mikrokurelerin gézenek hacmi ve 6zgul yuzey
alani, ¢cok basamakli hidroliz kondenzasyon yontemiyle elde edilen gézenekli
SiO2 mikrokurelere gore olduk¢a dusuktir. Bunun muhtemel nedeni silika
mikroklrelerin gb6zeneklerinin, FesOs NP ve SiO. tabakasi tarafindan

doldurulmasidir.

4.2.2.Titresimli Ornek Manyetometri Olgiimii

Titresimli  6rnek manyetometrisi ile elde edilen GOx@Au@MagSiO2
mikroklrelerin manyetizasyon davranisi ve manyetizasyon doygunluk egrisi Sekil
4.8 'de verilmisti. GOx@Au@MagSiO2> mikrokirelerinin  doygunluk
manyetizasyon degeri 13.1 emu/g olarak bulunmus, sUpermanyetik 6zellige

sahip olduklari gosterilmistir.
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Tesla

Sekil 4.8. Titresimli ornek manyetometrisi ile elde edilen

GOX@AuU@SiO,@MagSiO, mikrokurelerin manyetizasyon egrisi [58]

4.2.3. X-Isini Kinnnim Analizi
X-1s1n1 kirinimi analizi ile GOx@Au@SiO2@MagSiO2 mikrokilrelerinin kimyasal

yaplilari incelenmigtir. Elde edilen sonuclar Sekil 4.9 ‘da gdsterilmistir.

M Sio,
®Fe;0,

Au

Siddet (cps)

20 40 60 80
20 (derece)
Sekil 4.9. GOX@AuU@SIiO,@MagSiO, mikrokurelerinin X-isini kirinim analizi

[58]
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SiO.@MagSiO2 Uzerine Au NP immobilize edilmesi sonucunda elde edilen
mikrokurelerde beklenildigi Uzere SiO2, FesOs4 ve Au pikleri gozlemlenmistir.
SiO2’'ye ait pik 22° de gorulirken FezOs ve Au fazlarina ait pikler ise, 30-80°

araliginda agik¢a goralmustar.

4.3. GOX@AU@SIO,@MagSiO, Mikrokirelerinin Degisen pH Kosullarinda
Peroksidaz Benzeri Aktivitesi Olgiimleri
18
16
14
12
10
8

TMB Tiiketim Hizi (pM/min)

o N BB O

Sekil 4.10. GOX@Au@ SiO@MagSiO2 mikrokurelerin farkh pH kosullarinda

peroksidaz benzeri aktivitesi [58]

GOX@AuU@SiO,@MagSiO, mikrokurelerin peroksidaz benzeri aktivitesinin pH
ile degisimi Sekil 4.10 'da verilmektedir. Burada peroksidaz benzeri aktivite,
sadece SiO.@MagSiO2 mikrokureleri Uzerine immobilize edilmis Au NP'den
kaynaklanmaktadir. Ayni calismalar SiO.@MagSiO2> mikrokureler ile de
gerceklestiriimis ve incelenen pH araliginda aktivite gozlenmemistir. Beklendigi
gibi, peroksidaz benzeri aktivite, Au NP ve TMB iceren enzim-benzeri reaksiyon

sistemlerinde de gdézlendigi gibi artan pH ile azalmistir [45-48]. Sekil 4.10'da
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gOzlemlenen davranis ve serbest GOx i¢in tedarikgi tarafindan 6nerilen pH degeri
dikkate alindiginda, GOx@Au@SiO.@MagSiO2> mikrokurelerin peroksidaz
benzeri aktivitesinin incelenip Michaelis-Menten grafigi elde edilmesi i¢in en

uygun deger olarak pH 5.0 segilmistir [69].

4.4. GOX@Au@SiO,@MagSiO, Mikrokurelerinin Degisen Substrat Derigimi
(TMB) igin Peroksidaz Benzeri Aktivitesi Olgiimleri

GOX@AuU@SIO@MagSiO, ve Au@SiO@MagSiO> mikrokUrelerin aktivite
davranigini anlamak igin sabit pH degerinde (pH:5.0) farkh TMB derisimleri
kullanilarak yapilan peroksidaz benzeri aktivite galismalarindan elde edilen
Michaelis Menten grafikleri Sekil 4.11 'da verilmistir. Sonuglar 652 nm de UV-Vis
spektrofotometresinde absorbans dlcimu ile elde edilmistir. Artan TMB
derisimiyle c¢ozeltilerdeki mavi renk koyulasmis ve daha ylksek absorbans

degerleri dlgulmagtar.

25
. * GOX@Au@SiO,@MagsSio,
4
S 20 | 4 Au@SiO,@MagSio,
=
= r,,=47.84 pM/dak
N15 K,,=248.7 uM
= R2= 0.9841
:g 10 | r,=11.1 uM/dak
S K,=208.2 pM
= R2=0.9283
m 5
=
-

0 50 100 150 200 250
TMB derigimi (uM)

Sekil 4.11. Au@SiO,@MagSiO, ve GOX@AuU@SiO.@MagSiO, mikrokurelerin
Michaelis Menten grafikleri [58]
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Au@SiO,@MagSiO> mikrokureler icin rm degeri 47.84 pM/dakika iken
GOX@AuU@SIiO,@MagSiO> mikrokureleri icin 11.1 pM/dakika’dir. Yani GOx'un
Au@SiO@MagSiO. mikrokurelere baglanmasi, maksimum TMB tuketim
hizinda 4.3 kat azalmayla sonuglanmistir. pH 5.0' de katyonik olarak yuklenmis
enzim-mimetik bolgelerin (SiO.@MagSiO2 mikrokurelerine immobilize edilmis Au
NP) TMB molekdlleri ile etkilesiminin daha yuksek oldugu ve Au NP'in ylzeyi
Uzerine immobilize edilmig GOx tarafindan olugturulan fiziksel bariyer nedeniyle
GOX@AuU@SIiO@MagSiO, partikallerin  TMB molekdlleri ile daha dusuk
etkilesim gosterdigi gozlemlenmigtir. Dusuk Km degerleri ise ylksek afinitenin

gOstergesidir.

Sekil 412 ve 4.13de GOX@Au@SiO@MagSiO., ve Au@SiO.@MagSiO2
mikrokurelerine ait Lineweaver Burk grafikleri sirasiyla verilmistir. Grafikler
“1/TMB derigimi” ve “1/TMB Tuketim Hiz” arasinda dogrusal iligki oldugunu
gostermektedir. Korelasyon katsayisi(R?) degerlerinin yiiksek olmasi da bunun
kanitidir.

0.3
@

N 025 |
Eg 02}
o 2 o ®  y=1872x+0.0899
52015 | R? = 0.9768
m3 g4
== |
=
< 0.05 }

0 Il 'l 'l

0.003 0.005 0.007 0.009
1/TMB Derisimi (1/uM)

Sekil 4.12. GOX@AuU@SiO.@MagSiO, mikrokurelerin Lineweaver Burk grafigi
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Sekil 4.13. Au@SiO@MagSiO, mikrokurelerin Lineweaver Burk grafigi

4.5. GOX@Au@SiO,@MagSiO, Mikrokiireleri ile Glikoz Tayini

GOX@AuU@SIiO@MagSiO, mikrokureleri ile glikoz tayini mekanizmasinin
sematik gosterimi Sekil 4.14 'de verilmistir. D-glukoz, Au@SiO.@MagSiO2
mikrokureler Gzerine immobilize edilmis GOx tarafindan D-glukono-1,5-lakton ve
H202'ye donusturdlmastir. Renk tayini igin GOx kullanimi, ¢esitli biyomolekuller
iceren tam kan gibi karmasik bir ornekteki glikoza dogru segicilik saglamaktadir.
H202, GOx'un glikoza 6zgulligu nedeniyle karmagik numunede bulunan glikoz
miktariyla orantili bir miktarda Uretilmigtir. Renk donUsumu saglayan substrat,
3,3',5,5' tetrametilbenzidin (TMB) daha sonra glikozun oksidasyonu ile H20:
iceren ortama ilave edilmistir. Mavi renkli Grin olan oksitlenmis TMB (oks-TMB),
TMB ile H20:2 arasindaki reaksiyon yoluyla
GOX@AuU@SiO,@MagSiO.mikrokurelerinin peroksidaz benzeri aktivitesi ile elde
edilmigtir. Boylece, glikoz derisimi ile orantili olan H2O- derigimine bagli olarak bir
renk yaniti elde edilmigtir. Bu yanit, nanozimin manyetik olarak ayrilmasindan
sonra bir UV-Vis spektrofotometresinde 652 nm'de absorbans alinarak sayisal

degere donusturulmagtur.
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Sekil 4.14. GOx@Au@SiO@MagSiO. mikrokureleri ile glikoz tayini

mekanizmasinin sematik gosterimi [58]

Au NP sentezlenen nanozimde ikili isleve sahiptir. ik olarak, manyetik nanozimin
peroksidaz benzeri aktivitesi, SiO.@MagSiO. mikrokureler Gzerine immobilize
edilen Au NP ile elde edilmistir. ikinci olarak Au NP, GOx'un sistein kismindaki
tiyol gruplarinin  Au atomlari ile dogrudan etkilesimi yoluyla GOXx'un
SiO.@MagSiO2 mikrokureler Uzerine immobilizasyonu igin bir arayuz olarak

kullanilmistir
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GOX@AuU@SIiO@MagSiO2 mikrokurelerinin peroksidaz benzeri aktivitesinin

tampon ortamindaki glikoz derigsimi ile degisimi Sekil 4.15 'te verilmigtir.

2.0 r B GOx@Au@SiO,@MagSio,
A GOX@Au@SiO,@MagSiO,/Serbest HRP
® Serbest GOX/Au@SiO,@MagSiO,

1.5 | A__-A

p—
V4

(/)] /

- /

e 1.0 F 7

o A gFas--8

Q / g

< A @

0.5 -“.,}’

0-0#| 1 1 1 1 1 |
0

1 2 3 4 5 6 7
Glikoz derisimi (mg/mL)

Sekil 4.15. GOX@Au@SiO2@MagSiO2 mikrokurelerin peroksidaz benzeri

aktivitesinin sulu tampon ortamindaki glikoz derigimi ile degisimi [58]

GOX@AuU@SiO,@MagSiO, mikrokurelerinin peroksidaz benzeri aktivitesi, 0.3-
3.2 mg / mL arahiginda artan glikoz derisimi ile dogrusal olarak artmistir. Tampon
ortaminda tek basamakli glikoz tayini igin uygun tayin limiti (limit of detection,
LOD) ve korelasyon katsayisi degerleri elde edilmistir (Cizelge 4.3.).
GOX@AuU@SiO,@MagSiO, mikrokurelerin peroksidaz benzeri aktivitesini ayni
kosullar altinda serbest peroksidaz ile kargilastirmak igin, glikoz oksidasyon

asamasinin tamamlanmasindan sonra GOX@Au@SiO.@MagSiO> mikroklreler
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manyetik olarak uzaklastiriimis ve glikoz tayin ortamina serbest peroksidaz ilave
edilmistir.  Glikozun GOXx@Au@SiO.@MagSiO2 mikrokureler tarafindan
baslangi¢ glikoz derisimi ile oksidasyonu nedeniyle olugan H>O> miktarina gore
elde edilen serbest peroksidaz aktivitesinin degisimi, Sekil 4.15 ‘'te
‘GOX@AuU@SIiO@MagSiO, / Serbest HRP”. gdstergesi ile verilmigtir. Ayni
kosullar  altinda  serbest peroksidaz ile elde edilen aktivite,
GOX@AuU@SiO@MagSiO2 mikrokurelerin glikoz tayini icin kullanilan kosullarda

yeterli peroksidaz benzeri aktiviteye sahip oldugunu gostermigtir.

Cizelge 4.3. GOx@Au@SiO@MagSiO2 mikrokurelerin glikoz tayin 6zellikleri ve

kargilasgtirmali formlari.

Tayvin arahig LOD a b R*
mg/mL mg/mL

(mM) (mM)

GOx@Au@SiO@MagSiO: 0.08-3.20 0.12 0.205 0.144 0.998
(0.44-17.78) (0.66)

GOx@Au@SiO@MagSi0a/ 0.40-3.20 0.11 0291 0.443 0.999
Serbest HRP (2.22-17.78) (0.61)

Serbest GOX/Au@ 0.40-3.20 0.13 0.174  0.283 0.997
SiQ,@MagSiO; (2.22-17.78) (0.72)

Kalibrasyon grafigi asagidaki denklemle tanimlanmistir:

A =aCg+ b, A: 652 nm’'deki absorbans, Ce (mg/mL): Tampon ortamindaki glikoz
derisimi, LOD: Algilama limiti

Au@SiO,@MagSiO, mikrokureler ayrica Au@SiO@MagSiO2 mikrokureler
Uzerine immobilize edilmis esit miktarda serbest GOx kullanilarak peroksidaz-
benzeri aktiviteye sahip ajan olarak test edilmistir. Bu amagcla, 0.4-6.4 mg / mL
derisim aralijinda glikoz iceren tampon ¢ozeltilere 0.48 mg serbest GOx ilave
edilmistir. Serbest GOx miktari, tayin ortaminda bulunan Au@SiO@MagSiO2
mikrokureler (20 mg) Uzerine immobilize edilmis miktara esdeger miktar olarak
secilmistir. Ayni kosullar altinda serbest GOx ile glikoz oksidasyonunun
tamamlanmasindan sonra, ortama Au@ SiO@MagSiO, mikrokUreler ilave edilmis
ve elde edilen peroksidaz benzeri aktivite, ortamdaki TMB ile belirlenmistir. Bu

nedenle, glikoz tayini igin, serbest GOx ve peroksidaz-benzeri aktiviteye sahip
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ajan olarak Au@SiIO@MagSiO2 mikrokurelerin eklenmesini igceren iki asamali
protokol denenmistir. Serbest GOx  kullanilarak  yapilan deneyde
Au@SiO@MagSiO> mikrokurelerin peroksidaz benzeri aktivitesinin glikoz
derisimi ile degisimi, Sekil 4.15 'te "Serbest GOx / Au@SiO.@MagSiO, "
gbstergesi ile verilmistir. Iki asamali protokol ile de uygun LOD ve saptama araligi
degerleri elde edilmistir (Cizelge 4.3). iki asamali protokol igin cizilen absorbans-
glikoz derisim grafigi ile tek asamali tayinde GOx@Au@SiO@MagSiO2
mikrokureler ile elde edilen grafigin hemen hemen ayni oldugu gorulmuagtur. Ayni
miktarda serbest ve immobilize edilmis GOx kullanilarak elde edilen benzer
absorbans-glikoz derisim egrileri, immobilize edilmis GOx aktivitesinin serbest
enzimle neredeyse ayni oldugunu gostermistir. Bu sonu¢ GOx igin secilen
immobilizasyon protokolunin (GOx'un sistein kisminin tiyol gruplari yoluyla
immobilize Au NP'e baglanmasi) immobilizasyon sirasinda serbest enzimin
aktivitesinin korunmasina izin veren etkili bir yontem oldugunu gdstermistir. Bu
Ozelligin ayrica, GOx' un asil metal bazli desteklere immobilizasyonu igin de

kullanilabilecek faydali bir ydontem oldugu gosterilmistir.

4.6. Secicilik

GOX@AuU@SiO,@MagSiO2 mikrokurelerinin glikoza karsi segiciligi, ayni kosullar
altinda kontrol olarak farkli sekerler, fenilalanin ve askorbik asit kullanilarak
arastirimis elde edilen grafik Sekil 4.16° de gosterilmistir. Sonuglar, denenmis
analitler arasinda sadece glikoz ile kayda deger bir renk yanitinin elde edildigini
gostermistir. Boylece, GOX@Au@SiO.@MagSiO2 mikrokureler glikoza karsi iyi

bir segcicilik sergilemigtir.
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Bagil Aktivite (%)

Sekil 4.16. GOx @ Au @ MagSiO, mikrokurelerin glikoza segiciligi. Analit
oksidasyonu igin kosullar: Glikoz derigimi: 2 mg / mL, kontrol
ajanlarinin derisimi: 10 mg/mL. GOXx@Au@MagSiO, mikrokureler:
20 mg, pH 5.0'da 100 mM sitrat tamponu. Hacim: 1.25 mL,
karanlik ortam 100 cpm, 37 ° C'de 1 saat. Nanozimin peroksidaz
benzeri aktivitesi ile renk reaksiyonu kosullari: TMB: 200 uM, pH
5.0'da 100 mM sitrat tamponu, Son hacim: 2.5 mL, karanlik ortam
100 cpm, 37 ° C'de 20 dakika [58]

4.7. Kararhhk

GOX@AuU@SiO,@MagSiO, mikroktrelerin tek basamakli glikoz tayinindeki uzun
sureli kararlihgi, 10 guin boyunca glikoz tayin ¢alismalari yapilarak arastiriimistir.
Elde edilen grafik S$ekil 4.17 ’de gosterilmisti. 10 gin boyunca
GOX@AuU@SiO,@MagSiO, mikroktreler, buzdolabinda + 4 ° C'de pH 5.0, 100
mM sitrat tamponu icerisinde saklanmigtir. Sekil 4.17 'da goéruldagu gibi,

GOX@AU@SIO,@MagSiO2 mikrokurelerin  renk yanitt 10 gun boyunca
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neredeyse bozulmadan kalmigtir. Boylece, c¢ift enzimatik aktiviteye
GOX@Au@SiO@MagSiO2 mikrokurelerin kolorimetrik tepkisi, buzdolabinda
uzun sure bekletiimesine ragmen degismemis ve katalitik aktivitelesi, incelenen
sure boyunca korunmustur. Uzun sureli stabilite ¢alismasi ayrica nanozimin
depolanmasi sirasinda manyetik mikrokurelerden hem Au NP'ler hem de GOx

icin dnemli bir bozulma goézlenmedigini gostermigtir.

1 2 4 7 10

Zaman (Giin)

Bagil Aktivite (%)

Sekil 4.17. GOX@AuU@SIiO.@MagSiO; mikrokurelerinin tek basamakli

kolorimetrik glikoz tayinindeki uzun sureli kararliligi [58]

4.8. insan Kanindaki Glikoz Derisiminin GOx@Au@SiO.@MagSiO,

Mikrokiireler ile Dogrudan Belirlenmesi

Onerilen nanozimin peroksidaz benzeri aktivite davranisi, insan kaninin en genis
glikoz derisim araliginda (0.5-7.0 mg / mL veya 2.8-38.9 mM) kayda deger bir
absorbans degisimi ile bir kalibrasyon grafigi olusturmaya izin vermistir. Glikoz
analizleri icin Sigma-Aldrich'ten (BCR 634) alinan insan tam kan Ornegi
kullanilmistir [70]. Orijinal kan 6rnegindeki glikoz derisimi, ticari bir kan sekeri
Olcim cihazi kullanilarak 0.44 mg/mL (2.4 mM) olarak o&lgulmustur.
GOX@AuU@SIiO,@MagSiO,  mikrokareler  icin  kalibrasyon  grafiginin
tlretiimesinde, 0.44 mg/mL glikoz derisimine sahip orijinal kan, farkli derisimlerde
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glikoz iceren pH 5.0 sitrat tamponu ile karistiriimistir. Bu agsamada, orijinal tam
kan, glikoz igceren sitrat tamponu ile 5 kat seyreltiimistir.
GOX@AuU@SIiO@MagSiO> mikrokureleri kullanilarak U¢ farkh kan hacmi

fraksiyonu ile elde edilen kalibrasyon egrileri Sekil 4.17 'de verilmistir.
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Sekil 4.18. GOX@Au@SiO.@MagSiO2 mikrokurelerin Gg¢ farkli kan hacmi

fraksiyonu ile elde edilen kalibrasyon egrileri [58]

Sekil 4.18 'de goéruldugu gibi, 0.20 mL/mL'lik érnek ¢ozeltisinde kan hacmi
fraksiyonu kullanilarak elde edilen kalibrasyon grafigi neredeyse dogrusaldir ve
0.5-7.0 mg / mL kan araliginda glikoz derisiminin belirlenmesi igin uygundur.
Bununla birlikte, 0.40 ve 0.46 mL /mL'lik kan hacmi fraksiyonuyla gerceklestirilen
deneylerigin, grafikte farkh egimli iki lineer bdlge elde edilmistir. Her iki egride, 1
mg/mL (5.6 mM) glikoz derisiminde, farkli egimli diz cizgilerin kesisme noktasi
oldugu gozlenmistir. Kan hacmi fraksiyonu 0.46 mL/mL ile elde edilen egri 0.40

mL/mL kan hacmi fraksiyonu olan egriye goére 0.5-1.0 ve 1.0-7.0 mg/mL
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araliginda daha yuksek egime sahiptir. 0.20 ve 0.46 mL / mL kan hacmi
fraksiyonlar ile elde edilen kalibrasyon grafikleri, kan glikoz derigiminin 0.5-7.0

mg / mL kan (2.8-38.9 mM) araliginda dogrudan belirlenmesi icin kullanilabilir.

Sekil 4.18 'deki tum kalibrasyon grafikleri, “orijinal kan hacmine gore tanimlanan
glikoz derigsimi” kullanilarak cizilmigtir. Baska bir deyisle, Sekil 4.18 ‘'deki
kalibrasyon grafiklerinde veri noktalari olarak kullanilan tim glikoz derigimleri,
seyreltme tamponu hacimleri hari¢ tutularak kullanilan, orijinal kan hacmine gore
hesaplanan glikoz derigimleridir.  Orijinal insan tam kani, glikozun
GOX@Au@SiO,@MagSiO2 mikrokureleri ile oksidasyonundan 6nce 25 kat
seyreltilmistir. Dogrudan kalibrasyon grafiginde kullaniilmaya uygun olan 0.2 ile
1.4 arasinda degisen absorbans degerleri, 25 kat seyreltimis tam kan
kullanilarak 0.5-7.0 mg/mL araliginda kandaki glikoz seviyesinden elde edilmistir.
Bir kan 6rneginin bilinmeyen glikoz seviyesi, herhangi bir seyreltme faktoru
kullanilimadan, sadece GOxX@Au@SiO.@MagSiO, mikrokureleri kullanilarak
uygulanan kolorimetrik protokol ile 630 nm'de absorbans alinarak, Sekil 4.18 'deki

herhangi bir kalibrasyon grafiginden dogrudan okunabilir.

Son zamanlarda sentezlenen bazi nanozimlerin glikoz tayin ézellikleri asagida
Ozetlenmistir.  Bu nanozimler tam kan veya serum gibi kompleks biyolojik
orneklerde glikoz saptamak igin kullanildiginda cesitli sinirlamalar ortaya

cikabilmektedir. Bunlardan bazilari agagida listelenmistir:

1) Tam kanin glikoz tayini icin karmasik bir 6rnek olarak dogrudan
kullanilmasi, goérundr bolgede gerceklestirilien  spektrofotometrik
Olgcumlerde problem yasanmasina neden olabilir. Bu nedenle, biyolojik
ornek olarak yuksek oranda seyreltiimis insan serumu veya buzagi
serumu formlari, genellikle glikozun kolorimetrik tespiti i¢in sentezlenen
nanozimler ile kullaniimaktadir [41-43,46-54].Bununla birlikte, numune 6n
islemi, onerilen sensorun pratik kullanimda uygulanmasini zorlagtiran bir
faktérdir. insan tam kani, GOX@Au@SiO@MagSiO2 mikrokirelerin

varliginda glikozun kolorimetrik tespiti icin dogrudan kullanilmistir.
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2) Ortak biyolojik numunelere gore dusuk Ust saptama sinirlarina sahip olan
nanozimlerle de ¢ok dusuk LOD degerleri elde edilmektedir. [41-46,61]
Bununla birlikte, karmasik bir Ornekteki gercek glikoz derisiminin
hesaplanmasi, duslk bir Ust saptama sinirina sahip olan kalibrasyon
grafigine gore belirlenen glikoz derigiminin yuksek bir seyreltme faktoru ile
carpilmasini igerir. [41,46-50]. Bu durum, gergek glikoz seviyesinde énemili
bir belirsizlige neden olabilir. Nanozim kullanilarak belirlenen glikoz
derigimi ile diger yontemlerle (glukometre veya diger klinik yontemler)
belirlenen derisim arasinda kayda deger sapmalar gorulebilir. [41-46,50].
GOX@AuU@SIiO,@MagSiO. mikrokureleri ile gerceklestirilen kolorimetrik
protokolde, tam bir kan 6rneginin glikoz seviyesi herhangi bir seyreltme

faktoru kullanilmadan dogrudan kalibrasyon egrisinden tayin edilmektedir.

3) Bazi nanozimlerle, kalibrasyon grafiginde kullanilan absorbans degisimi
nispeten daha dardir. [41,46-48,50] Bdyle dar varyasyonlarda, ¢ok dusuk
LOD bulunmasina ragmen, farkl biyolojik érneklerde yapilan dlgimlerin
tutarlihgini  (tekrarlanabilirlik)  korumak  nispeten zor  olabilir.
GOX@AuU@SIiO,@MagSiO, mikrokureleri ile gergeklestirilen deneylerde
ise 0,5-0,7 mg / mL glikoz derisimi araligindaki en dar ve en genis
absorbans araliklari, 0.20 ve 0.46 mL/mL kan hacmi fraksiyonlarinda

sirasiyla 0.20-0.44 ve 0.27-1.44 mg/mL olarak elde edilmistir.

Ornek karisiminda Gg¢ farkli kan hacmi fraksiyonu kullanilarak
GOX@AuU@SIiO,@MagSiO, mikrokureler ile elde edilen LOD degerleri,
dogrusal kalibrasyon grafiklerinin denklem katsayilari ve korelasyon
katsayilari Cizelge 4.4'te verilmistir. 0.5-7.0 mg / mL glikoz derisim aralijinda
0.20 mL/mL kan hacmi fraksiyonu ile elde edilen kalibrasyon grafiginin egimi,
bu aralikta dogru bir tayin gergeklestirmek igin yeterince yuksektir. 0.40 ve
0.46 mL / mL kan hacmi fraksiyonlari ile elde edilen birinci ve ikinci dogrusal
bolgelerinde daha yuksek egimler elde edilmistir. Bu nedenle, daha yuksek
kan hacmi fraksiyonlariigcin 0.20 mL / mL kan hacmi fraksiyonu ile elde edilene
gore daha disik LOD degerleri bulunmustur. GOx@Au@SiO.@MagSiO2
mikrokureleri ile elde edilen kalibrasyon ¢izimlerinin egimleri, duz veya hibrit
nano yapllar seklinde sentezlenen nanozimlerle elde edilenlere gore ¢ok daha

duisiktir.
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Cizelge 4.4. Ug farkh kan hacmi fraksiyonu ile hazirlanan insan tam kan
orneklerinde GOX@Au@SiO.@MagSiO. mikrokurelerin glikoz tayin 6zellikleri.

Kan hacmi Tayin arahg LOD a b R?

fraksiyonu mg/mL mg/mL

mi/mt (mM) (mb)

0.20 0.5-7.0(2.8-38.9)  0.32 0.049 0.2023 0.997
(1.78)

0.40 1.0-7.0(5.6-38.9) 020  0.0985 0.4021 0.997
(1.11)

0.46 0.5-1.0(2.8-5.6)  0.02  0.8785  -0.1437 0.999
(0.11)

0.46 1.0-7.0(5.6-38.9) 030  0.1139 0.6357 0.997
(1.67)

Kalibrasyon grafigi asagidaki denklemle tanimlanmistir:
A =aCg+ b, A: 652 nm’'deki absorbans, Cc (mg/mL): Tampon ortamindaki glikoz
derigimi, LOD: Algilama limiti
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5. SONUGLAR

Dispersiyon polimerizasyon yontemi ile monodispers ve gozenekli formda
poli(GMA) mikrokureleri sentezlenmigtir. Sentezlenen poli(GMA)
mikrokureleri ile Poli(MAA-co-EDMA) elde edilmistir.

Poli(MAA-co-EDMA) manyetizasyonu ile manyetik Poli(MAA-co-EDMA)
mikrokureler elde edilmigtir. MagSiO> mikrokureleri sentezlenerek SiO:ile

kaplanmigtir.

Monodispers ve gozenekli formdaki SiO.@MagSiO2 mikrokurelerinin

yuzeyine Turkevich yontemiyle AUNP immobilize edilmistir.

GOx'un Au NP'lere baglanmasi igin herhangi bir aktivasyon protokolu
kullanilmamig, dogrudan GOx'un yapisindaki tiollerin, Au NP'ler ile
etkilesimi yoluyla gerceklestirilmigtir.

GOX@AuU@SIiO>@MagSiO, mikrokurelerin ylzey alani azot adsorbsiyon

desorbsiyon metodu ile 12 m?/g olarak elde edilmistir.

GOX@AuU@SIiO,@MagSiO, mikrokurelerinin doygunluk manyetizasyon

degeri 13,1 emu/g olarak bulunmustur.

GOX@AuU@SIiO@MagSiO, mikrokurelerin peroksidaz benzeri aktivitesi

TMB kullanilarak incelenmistir.

GOX@AU@SIO,@MagSiO, ve Au@SiO.@MagSiO2 mikrokurelerigin rm
degerleri sirasiyla 11.1 ve 47.84 uM/dakika olarak hesaplanmistir.

On isleme tabi tutulmadan, TMB kullanarak insan kanindaki glikoz
derisiminin (2.8-38.9 mM) dogrudan belirlenmesini saglayan nanozim
sayesinde U¢ farkh kan hacmi fraksiyonunda kalibrasyon egrileri elde

edilmistir.
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