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OZET

ACIL HOMOSERIN LAKTON MOLEKULLERININ ELEKTROKIMYASAL
METOD iLE ALGILANMASI

Son yillarda bakteriler tarafindan kazanilan antibiyotik direnci, ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde etkinligi azaltmakta, tedavi siiresini uzatarak maddi ve manevi
kayiplara sebep olmaktadir. Arastirmalar antibiyotik direncinin olusmasinda en 6nemli
faktorlerden birinin biyofilm tabakasi oldugunu gostermistir. Bakterilerde antibiyotige
direngli biyofilm formunun olusumunda salt ¢cogunlugu algilama (Quorum Sensing-QS)
sistemi rol oynamaktadir. QS, mikroorganizmalar arasinda hiicreler arasi iletigimi
saglayan haberlesme sistemidir. Gram negatif bakterilerin kullandigi QS sinyal
molekiilleri Agil Homoserin Laktonlar (AHL) dir. Bakterilerin sebep oldugu biyofilmin,
viriilans faktor tretiminin ve sporulasyonun onceden tespit edilebilmesi i¢cin AHL
molekiillerinin algilanmasina yonelik hizli, pratik, ekonomik teknikler gelistirme ihtiyaci
dogmustur. Bu calismada AHL’lerin tespitini saglayacak elektrokimyasal biyosensor
yapimi amaglanmistir. Belirtilen ama¢ dogrultusunda algilayici olarak elektrokatalitik
ozellige sahip olan metaloftalosiyaninlerden TEMPO-ZnPc, non periferal MnPc, TiPc ve
PANI-N3-MnPc  kullanilmistir.  Kurulan elektrokimyasal —sistemde, elektrotlarin
metaloftalosiyaninlerle modifikasyonunda klik elektrokimya, elektropolimerizasyon ve
damlatip kaplama teknikleri kullanilmistir. Modifiye edilen elektrotlarla gesitli AHL
molekiillerinin titrasyonu sonucu elektrokimyasal sistemdeki degisimler incelenmistir.
Elektrokimyasal analizler sonucunda TiPc ve n-MnPc modifiye elektrotlarla AHL
molekiillerinin titrasyonu sonucunda elektrokimyasal sistemde onemli bir degisim
gdzlenmemistir. TEMPO-ZnPc modifiye elektrotunun 3 oxo Ci2 HSL’yi 2.32x10°® -
39.90x10°® mol dm=konsantrasyon araliginda, PANI-N3-MnPc modifiye elektrotunun ise
12.50x10° —300.00x10° mol dm™ konsantrasyon araliginda tespit ettigi belirlenmistir.
PANI-N3-MnPc modifiye elektrotla Cs HSL ve Cio HSL molekiilleri icin de
elektrokimyasal sistemde degisimler gozlenmistir. Elde edilen veriler AHL’lerin
metaloftalosiyaninler kullanilarak elektrokimyasal sistemde hizli bir sekilde
saptanabilecegini gostermistir. Calismadan elde edilen sonuglarin, QS kaynakli biyofilm,
viriilans, sporulasyon gibi biyolojik aktivitelerin saptanma ¢alismalarina yardimei olacagi

diistiniilmektedir.



ABSTRACT

DETECTION OF ACYL HOMOSERINE LACTONE MOLECULES VIA
ELECTROCHEMICAL METHOD

In recent years, antibiotic resistance acquired by bacteria, reduces effectiveness in
the treatment of various diseases and prolongs the duration of treatment, causing material
and spiritual loss. Research has shown that one of the most important factors in the
formation of antibiotic resistance is biofilm forms. Quorum sensing (QS) system plays a
role in the formation of the antibiotic-resistant biofilm form in bacteria. QS is a
communication system that provides intercellular communication among
microorganisms. The QS signaling molecules used by Gram negative bacteria are Acyl
Homoserine Lactones (AHL). The need for rapid, practical, economical techniques for
the detection of AHL molecules has led to the pre-detection of harmful activities such as
biofilm, virulence factor production and sporulation caused by bacteria. In this study, it
is aimed to make an electrochemical biosensor to detect AHLsS. From
metallophthalocyanines which have electrocatalytic properties, TEMPO-ZnPc,
nonperipheral MnPc, TiPc and PANI-N3-MnPc were used as as a sensor for the purpose
stated. In the established electrochemical system, click electrochemistry,
electropolymerization and dip coating techniques have been used in the modification of
electrodes with metalophthalocyanines. The changes in the electrochemical system were
investigated resulting from the titration of various AHL molecules with modified
electrodes. As a result of electrochemical analysis, no significant change was observed in
the electrochemical system as a result of titration of AHL molecules with TiPc and n-
MnPc modified electrodes. In the TEMPO-ZnPc modification electrode, the
concentration of 3-0x0-Ci2-HSL was in the range of 2.32x10® to 39.90x10°® mol dm™
and in the PANI-N3-MnPc modification electrode in the concentration range of 12.50x10"
6-300.00x10° moles dm. Changes were also observed in the electrochemical system for
the Cg-HSL and C10-HSL molecules with the PANI-N3-MnPc modified electrode. The
obtained data show that AHLs can be detected rapidly in the electrochemical system using
metalophthalocyanines. It is expected that the results obtained from the study can be
helpful for the detection of QS related biological activities such as biofilms, virulence and

sporulation.



SEMBOLLER /SYMBOLS

Pc : Ftalosiyanin

TiPc : Titanyum ftalosiyanin
MnPc : Mangan ftalosiyanin
ml - Mililitre

I . Litre

ng : Mikrogram

ul : Mikrolitre

M : Mikromolar

mg : Miligram

nm : Nanometre

mm : Milimetre

cm :Santimetre

Ag*t : Glimiig iyonu

TiO2 : Titanyum dioksit
dm? : Desimetrekiip

ZnPc : Cinko (II) ftalosiyanin

TEMPO :2,2,6,6- tetrametil-1 piperidiniloksi

AgCl : Glimiis kloriir
Pt : Platin

LiClO4 : Lityum perklorat
H20 : Su

3 oxo Ci2 : N-(3oxo-dodecanoyl)-L- Homoserin Lakton
HSL

Cs HSL : N-Biitiril-DL-Homoserin Lakton
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Cs HSL : N-Hekzanoil-DL- Homoserin Lakton

Cs HSL : N-Oktanoil-DL- Homoserin Lakton
C1o HSL : N-Dekanoil-DL- Homoserin Lakton
Epa : Anodik pik potansiyeli (mV)

Epk : Katodik pik potansiyeli (mV)

Ipa : Anodik pik akimi (nA)

Ipk : Katodik pik akimi (pA)

AEp : Pik potansiyeli (mV)

| : Akim (pA)

A : Elektrot alani (cm?)

D : Difiizyon katsayis1

F : Faraday sabiti

n : Redoks sirasinda transfer edilen elektron sayisi
T : Zaman

V : Potansiyel tarama orani (V/s)

Z : Empedans

f :Frekans

C : Konsantrasyon

m : Egim

M : Metal
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KISALTMALAR / ABBREVIATIONS

AHL : A¢il Homoserin Lakton
CA : Kronoamperometri
CEC : Klik elektrokimya

Cv : Dontiistimlii Voltametri
DCM : Diklorometan

DMSO : Dimetilsiilfoksit

E : Potansiyel

EIS : Elektrokimyasal empedans spektroskopisi
GCE : Camsi karbon elektrot

N3 - Azit grubu

ITO : Indiyum kalay oksit

PBS : Fosfat tampon ¢ozeltisi

MPc : Metaloftalosiyanin

SWV : Kare dalga voltametrisi

SCE :Doymus kalomel elektrot

n-MnPc  : Non-periferal tetra substitiient Mangan (I11) ftalosiyanin
TBAP : Tetrabiitilamonyum perklorat

PANI : Polianilin

PANIi-N3 : 4-azidoanilin

QS : Salt gogunluk algilama (Quorum sensing)
Al . Otoindiiktor

CDC : Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi
Gfp :Yesil floresan protein
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BOLUM 1
1. GIRIS / INTRODUCTION

Gegmisten gliniimiize bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik ve diger
kemoterapoétiklerin kullanildigr bilinmektedir. Bununla beraber antibiyotiklerin bilingsiz
kullanimlar1 bakterilerin bu ajanlara karsi diren¢ gelistirmesine sebep olmaktadir.
Antibiyotik direnci bir mikroorganizmanin antibiyotiklerin etkilerine karsi durabilme
yetenegidir. Bakterilerde antibiyotik direncinin gelismesiyle enfeksiyonlarin tedavisinde
antibiyotiklerin etkinligini kaybetmesi ve ikincil enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasi ibi
olumsuzluklar meydana gelmektedir. Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi’ne (CDC)
gore Amerika’da her yil yaklagik 2.000.000 insan antibiyotik direngli patojen
bakterilerden dolayr ciddi enfeksiyonlara yakalanmaktadir. Antibiyotik direncli
enfeksiyonlar sonucunda sadece Amerika’da yilda yaklasik 23.000 insan hayatini
kaybetmektedir [1]. Yapilan arastirmalar bakterilerin bu antibiyotik direncini
kazanmasinda biyofilm olusturma, plazmit aktarimi, bakteri hiicre duvar1 adaptasyonlari
gibi etkenlerin sebep oldugunu gostermistir [2]. Antibiyotik direncinin olusmasina neden
olan etkenlerden biyofilm tabakasinin ayni zamanda mikroorganizmalarin kendilerini
dezenfektanlar, ultraviyole 1sinlari, pH, sicaklik, enzimler gibi tehditlerden korunmasini
sagladig1 da literatiirde yer almaktadir. Biyofilm tabakasi insanlarda enfeksiyonlarin
stirekliliginde ve hastaliklarin bulasiciliginda nemli rol oynamaktadir [3,4]. Arastirmalar
sonucunda bakterilerde antibiyotik direncini saglayan biyofilm tabakasinin meydana
gelmesinde en 6nemli etkenlerden birinin salt gogunlugu algilama (Quorum sensing -QS,)
sistemi regiilasyonu oldugu ortaya ¢ikmustir [5]. QS regiilasyonun mikroorganizmalar
arasinda salgilanan kiigiik sinyal molekiilleri ile saglandigi bilinmektedir [6]. Agcil
homoserin laktonlar (AHL) Gram negatif bakterilerin kendi aralarinda iletisim igin
kullandig1 QS sinyal molekiilleridir. AHL sinyal molekiillerinin miktarinin artmasiyla QS
sistemi regililasyonunun arttig1, buna bagl olarak ¢esitli viriilans faktorlerin salgilanmasi,
biyofilm formasyonu, konak canli iizerinde patojenite olusturma gibi zararl bakteriyel
faaliyetlerin baslatildig1 bilinmektedir. QS regiilasyonu sayesinde bakteriler tarafindan
kazanilan bu oOzellikler, bakteri kaynakli hastaliklarin tedavi siiresini uzatmakta,
kullanilan ilaglarin etkisini azaltmaktadir. Bu durum hastalarin tedavi siiresince maddi ve

manevi kayiplara ugramasina sebep olmaktadir. Zararli bakteriyel faaliyetleri 6nleme



yolunda ilk asama olarak, AHL molekiillerinin varligimi tespit edecek yontemler

gelistirme ihtiyaci ortaya ¢ikmaktadir.

Giliniimlizde bu molekiilleri tespit etme ve miktarin1 belirleme asamasinda
biyosensorler devreye girmektedir. Bu amaca uygun bir biyosensorle, AHL
molekiillerinin salgilanma asamasinda tespitinin yapilmasi miimkiin olacak ve bakteri
kaynakli zararli fizyolojik faaliyetlere karsi gerekli miidahalenin erken sathada
yapilabilmesi icin yol agilacaktir. Giliniimiizde AHL molekiillerinin algilanmasi igin
yapilan optik biyosensor ¢aligmalari, bakteri kiiltiirlerinin, floresan boyalarin, enzimlerin
ve substratlarin kullanimi gibi zaman alan ve maliyetli islemleri icermektedir.
Elektrokimyasal biyosensorler ise minyatiirlesmeye uygun, es zamanli sonug verme ve
yiiksek hassasiyet gosterme gibi 6zelliklerinden dolayr son yillarda 6ne c¢ikmaktadir.
Elektrokimyasal yontemler redoks aktif bilesikler kullanilarak elektrot sisteminde
molekiillerin dogrudan veya dolayli olarak saptanmasina dayanmaktadir [7].
Metaloftalosiyaninler, sensor ve biyosensor liretiminde siklikla kullanilan ve ¢ogu bilesik
icin 6nemli katalitik aktivite gosteren komplekslerdir. Elektrot modifikasyon teknikleri

elektrotun elektrokataliz 6zelligini etkilemektedir.

Bu  bilgiler 1s18iInda  AHL molekiillerini  saptamaya yonelik yapilan
elektrokimyasal biyosensor ¢alismasiyla QS mekanizmasina bagli olarak ortaya ¢ikan
virtilans faktorler salgilama, antibiyotige direngli biyofilm tabakasi meydana getirme gibi
zararll fizyolojik faaliyetlerin heniiz olusum asamasinda iken tespit edilebilmesinin

ileride bu alanda yapilacak ¢aligmalara 151k tutacagi ongoriilmektedir.
1.1. Salt Cogunluk Algilama (Quorum Sensing-QS) Mekanizmasi

Quorum sensing (QS), mikroorganizmalar arasinda hiicreler arasi iletisimi
saglayan haberlesme sistemi olarak bilinmektedir [8,9]. Qs sistemi ilk olarak 1973
yilinda biyoliiminesans deniz bakterisi Vibrio fischeri’de kesfedilmistir. Bu sistemle ilgili
caligmalarin artmasiyla birlikte gram negatif ve gram pozitif bakterilerin kendi i¢lerinde,
birbirleri ve konak canli arasinda farkli sinyal molekiilleriyle saglandigi belirlenmistir

[10-12].

Bir ortamda bulunan bakteri miktar1 ¢ogaldikga iirettikleri sinyal molekiilleri de

artmaktadir. Bu iiretilen sinyal molekiillerinin yogunlugu belli bir esik degerini astig



anda bakterilerin gen ekspresyonu uygun olarak diizenlenmekte ve bakteriler biyofilm
olusturarak bulundugu konak canlida patojenite gostermektedir [8,13]. Ayni zamanda QS
mekanizmasi ile olusturulan biyofilm formunun, mikroorganizmalarin kendilerini
dezenfektanlar, ultraviyole 1sinlar, pH, sicaklik, enzimler ve antibiyotikler gibi tehditlere

kars1 korumasini da sagladigi literatiirde bilinmektedir [14].

Bakterilerin salgilanan sinyal molekiillerine cevap verebilmeleri igin QS sistemi,
tanima/diizenleme proteinlerinden olugmaktadir. Bu ikili sistem sinyal molekiillerine
baglanmayr ve gen eckspresyonlarinin diizenlenmesini, bununla beraber sinyal
molekiillerinin sentezini de gerceklestirmektedir. ikili sistem temelde efektor ve reseptor
olmak {izere iki bilesenden olusan bir sistemdir [15]. Bu iki bilesen otoindiikleyici
proteinlerin saptanmasi i¢in iiretilen proteinlerin fosforilasyon ve defosforilasyon
basamaklarininin diizenlenmesine dayalidir. QS molekiilleri membrani1 gegirgen hale

getirir ve hem intraseliilar hem de ekstraseliilar ortami indiiklerler [16,17].

QS sisteminin saglanmasinda Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerde farkli
haberlesme yolaklar1 ve sinyal molekiilleri gorev yapmaktadir. Bununla birlikte farkli
QS sistemleri biitiin bakterilerde benzer gorevlerin yapilmasindan sorumlu gen
ekspresyonlarin1  diizenlemektedir.  Pseudomonas  aeruginosa, Agrobacterium
tumefaciens gibi Gram negatif bakteriler kendi aralarinda iletisim i¢in Agil homoserin
lakton (AHL) denilen sinyal molekiillerini iretirken, Streptococcus pneumoniae,
Chromobacterium violaceum gibi Gram pozitif bakteriler iletisim i¢in oto indiikleyici
peptidleri (Al-2) tretmektedir [18,19]. Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler tiirler
arasi iletisim i¢in sinyal molekiilii olarak otoindiikleyici-2’leri kullanmaktadirlar [20]
[21]. Ayrica Pseudomonas kinolon sinyal molekiillerinin (PQS) kesfiyle QS sinyal
molekiillerinin yalnizca bu gruplarla smirlanmadigr  goriilmistir.  AHL  sinyal
molekiillerinin miktariin artmasiyla QS sistemi regiilasyonunun arttig1 buna bagl olarak
zararl1 bakteriyel faaliyetlerin baslatildigi bilinmektedir. Gram negatif bakterilerin
urettiklert AHL sinyal molekiilleri belli bir yogunluga ulastiginda AHL’ ler reseptor
proteinlere  baglanmakta ve bakterilere ait QS genlerinin  ekspresyonlari
diizenlenmektedir[9,22,23].

QS regililasyonu sayesinde bakteriler tarafindan kazanilan viriilans faktor

salgilama, patojenite meydana getirme ve antibiyotige direngli biyofilm olusturma gibi



zararl Ozellikler, bakteri kaynakli hastaliklarin tedavi siiresini uzatmakta, kullanilan
ilaglarin etkisini azaltmaktadir [24,3,1]. Bunun yami sira QS molekiilleri iireten
bakterilerin gidalar {izerinde biyofilm olusturarak ve cesitli toksinler salgilayarak besin
zehirlenmelerine sebep oldugu literatiirde yer almaktadir [25] . Belirtilen sebeplerden
dolay1 bakteriyel hastaliklarin kontrolinde ve mekanizmalarinin anlagilmasinda QS

molekiillerinin algilanmasi biiyiik 6nem teskil etmektedir.
1.2. Cesitli Acil Homoserin Lakton (AHL) Molekiilleri ve Ozellikleri

AHL’ler icerdikleri karbon zincirine gore uzun ve kisa zincirli AHLler olarak iki
gruba ayrilmaktadir. 4 ile 8 arasi karbon i¢ceren AHL’ler kisa zincirli, 8§ ile 14 arasinda
karbon igceren AHL’ler uzun zincirli olarak bilinmektedir. AHL molekiilleri farkli
formlarda olmakla beraber oksidasyonu 3. karbon pozisyonundan gergeklesmektedir.
Homoserin lakton halkasi tiim AHL molekiillerinde sabittir ve laktona amid baglari ile
baglanir [26]. Bu sinyal molekiilleri, bakterilere bulunduklar1 canli tizerinde elastinaz,
ramnolipid, piyosiyanin, ¢esitli eksotoksinler gibi cesitli viriilans faktorler salgilama
ozelligi kazandirmaktadir. Kazandiklar1 bu 6zellikler sayesinde bakteriler bulunduklar
konak canlida patojenite meydana getirmektedir. Salgilanan viriilans faktorlerden
elastinazin, damarlarin yapisinda bulunan elastini parg¢aladigi, ramnolipidin bakterilerin
antibiyotige direncli biyofilm formuna doniigmesine ve motilitelerinin saglanmasinda rol
aldig1 literatiirde yer almaktadir [27]. Baska bir virlilans faktér olan piyosiyanin

pigmentinin tiretimiyle bakteriler, konak canlida proteolitik aktivite baglamaktadir.

AHL’ler bakteri tiirlerine 6zgii spesifik 6zellik gostermektedir (Tablo 1.1). P.
aeruginosa 3 oxo Ci» HSL ve Cs HSL iiretirken, V. fischeri 3 oxo Cs HSL, A.
tumefaciens 3 oxo Cg HSL, Burkholderia spp. tiirleri Cg HSL, Aeromonas spp. tiirleri Cs
HSL ve Ce¢ HSL iiretmektedir. AHL otoindiikleyicilerinin tiirler arasi sinyalleri de
etkiledigi bilinmektedir [28-30].



Tablo 1.1. Cesitli AHL molekiilleri ve tireten bakteri tiirleri
MOLEKUL ISMi URETEN BAKTERI

C4 HSL Pseudomonas aeruginosa,
Aeromonas spp.
Ce HSL Chromobacterium violaceum,
Aeromonas spp., Erwinia caratovora
Cs HSL Burkholderia mallei, B. cepacia,
Aeromonas spp., Klebsiella

pneumoniae, Serratia marcescens

C1oHSL Burkholderia cepacia, Serratia
liquefaciens
3 oxo C12 HSL Pseudomonas aeruginosa, B. cepacia

1.2.1. 3 oxo C12 HSL molekiilii

P. aeruginosa bakterisinin lasl/lasR ve rhll/rhIR olmak iizere iki adet QS regiilasyon
sistemi bulunmaktadir [31,32]. Bakteri popiilasyon yogunlugu esik degerine ulagtiginda
lasl/lasR sisteminde, lasl tarafindan 3 oxo Ci2 HSL sinyal molekiilii tiretilip LasR’ye
baglanmakta ve olusan yapi bir¢cok genin regiilasyonunu saglamaktadir. lasl/lasR
sisteminin elastaz ve ekzotoksin A sentezini sagladigi literatiirde belirtilmistir[33]. Baska
bir viriilans faktor olan piyosiyanin pigmentinin liretimiyle bakteriler tarafindan konak
canlida proteolitik aktivitenin baglatildigi bilinmektedir [34]. Diger bir viriilans faktor
olan elastinaz ise akcigerlerin yapisinda bulunan elastini parcayarak solunum
hastaliklarina sebep olmaktadir. Yapilan ¢alismalar P. aeruginosa’nin QS sistemini
kullanarak kistik fibroz (CF) hastalarinin akcigerlerinde biyofilm olusumunu ve
olgunlagsmasin1 sagladigin1 gostermistir [35]. CF hastalarinin akcigerlerinde kolonize
halde gozlenen P. aeruginosa antibiyotige direngli biyofilm formu olusturmakta ve
tedaviyi zorlastirmaktadir. CF otozomal ressesif genetik bir hastaliktir ve basta akcigerler
olmak iizere pankreas ve bagirsak sistemini de etkilemektedir. Gelisimde yavaslama,
akciger ve siniis enfeksiyonlari, nefes almada zorluk sik goriilen semptomlarindandir. P.
aeruginosa, AHL molekiilii iiretimine bagl olarak {iriner sistem enfeksiyonlarina,

solunum yolu hastaliklarina, yumusak doku enfeksiyonlarina, gastrointestinal



enfeksiyonlara ve immiin sistemi baskilanmis hastalarda sistemik enfeksiyonlar gibi
birgok hastaliga sebep olmaktadir [36-38]. Burcholderia cepacia ve P. aeruginosa
bakterilerinin QS regiilasyonu sonucu AHL iireterek beraber CF hastalarinin

akcigerlerinde kolonize oldugu literatiirde yer almaktadir [39].

Ayrica P. aeruginosa varliginda S. aureus gibi Gram pozitif bakterilerle hiicre-
hiicre iletisimi saglandigi ve buna bagli olarak yaralarin iyilesme zamaninin uzadigi
bilinmektedir. Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi’ne (CDC) gére ABD’de her yil
yaklasik 51.000 P. aeruginosa enfeksiyonu ger¢eklesmektedir. P. aeruginosa’nin
gelistirdigi antibiyotik direnci ile hastanelerde tedavi gormekte olan hastalarin tedavi

slireglerinin uzamasina sebep oldugu literatiirde yer almaktadir [40][41].
1.2.2. C4 HSL ve Ce HSL molekiilleri

Aeromonas tiirlerinde de ¢esitli viriilans faktorlerin salgilanmasinda ve biyofilm
olusumunda QS sisteminin rol aldigi bilinmektedir. A. hydrophila ve A. salmonicida
tirleri AhyR/AsaR QS sistemine sahip olup ¢esitli AHL molekiilleri salgilamaktadir.
Gida kaynakli Aeromonas tiirlerinin C4 HSL ve C¢ HSL molekiillerini iireterek biyofilm
meydana getirdigi yapilan ¢alismalarda belirtilmistir [22]. Aeromonas tiirlerinin QS
reglilasyonuna bagli olarak cam, plastik yiizeyler ve gesitli sebzeler tizerinde biyofilm
olusturdugu buna bagl olarak gidalarda kontaminasyonlara sebep oldugu bilinmektedir
[25].

Bir bitki patojeni olan Erwinia caratovora nin P. aeruginosa’daki luxl/luxR QS
sisteminin homologu olan Expl/ExpR ve Carl/CarR diizenleyici QS sistemlerine sahip
oldugu ve bu sistemlerin regiilasyonuyla Ce HSL firettigi calismalar sonucu ortaya
cikmistir [42]. Bu molekiiliin konsantrasyonuna bagli olarak cesitli viriilans faktorlerin
ve eksoenzimlerin salgilandig bilinmektedir. Bu faktorler bitki dokularinin bozulmasina

sebep olmaktadir.

P. aeruginosa’da rhll/rhIR QS sisteminde rhll tarafindan {iretilen C4 HSL rhIR’ye
baglanmakta ve bu yapi ramnolipid sentezini diizenlemektedir. Sentezlenen ramnolipid,
bakterilerin antibiyotige direngli biyofilm formuna doniismesinde ve motilitelerinin

saglanmasinda rol almaktadir.



1.2.3. Cg HSL molekiilii

Burkholderia cepacia’nin salgladigi Cg HSL molekiilii konsantrasyonuna bagl
olarak Burkholderia cepacia kompleksinin (Bcc) olusturuldugu ve bu kompleksin CF
hastalarinda hayati tehdit eden akciger enfeksiyonlarina sebep olmaktadir [39]. Yapilan
arastirmalar bu bakteri tiiriiniin Cepl/CepR QS sistemine sahip oldugunu, bu sistemin
diizenlenmesiyle Cg HSL {iretilerek antibiyotige direngli biyofilm formu olusturdugunu

gOstermistir [43].

Yersinia tirlerinin YpsR/l and YtbR/lI QS sistemine sahip olup, bu sistemin
regiilasyonuyla Cg HSL iiretmektedir. Cg HSL konsantrasyonuna bagli olarak Yersini
tirleri motilite, bakteriyel kiimelesme, biyofilm olusumu gibi patojenik Ozellikler

kazanlimaktadir.

Klebsiella pneumonia, Cg HSL {iretimiyle immiin sistemi baskilanmis hastalarda
enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Ozellikle yogun balgam iiretimi, inflamasyon, hiicre
oliimleri ve hemoroji ile seyreden akcigerlerde kalici hasarlar yarattig: literatiirde yer
almaktadir[12]. Serratia tiirlinde AHL iretimine bagli olarak salgilanan viriilans
faktorler, insanda nozokomiyal ve iiriner sistem enfeksiyonlarina sebep olmaktadir. S.
liquefaciens ve S. marcescens tiirlerinde QS sistemi olarak Spnl/R mekanizmasi
bulunmaktadir. Bu sistemin bakteri popiilasyon yogunlugu esik degerine ulastiginda Cs
HSL diretiminin basladigi ve bu bakteri tiirlerinin flagella olusumunda, bazi
biyosiirfaktantlarin ve niikleazlarin iretiminde rol aldigi yapilan caligmalarla

gosterilmistir [44,45].
1.2.4 AHL saptama yontemleri

Bakteri kaynakli hastaliklarda QS sisteminin roliiniin arastirilmasi i¢in biyolojik
orneklerde QS sinyal molekiillerinin saptanmasina yonelik arastirmalar biiylik 6nem
kazanmistir. Sinyal molekiillerinin saptanmasi i¢in HPLC, gaz kromatografisi gibi ¢esitli
fizikokimyasal metotlar tasarlanmistir [46]. Fakat bu metotlar ¢ok miktarda Grnege
ithtiya¢ duyulmasi, fazla vakit almasi ve pahali cihazlarin kullanimi gibi dezavantajlari
icermektedir. Bu yontemler disinda QS sinyal molekiillerini saptamaya yonelik bakteriyel

hiicre bazli biyosensorler bulunmaktadir[47]. Bu biyosensorlerde ise diisiik saptama
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hassasiyeti, ek substrat ilave ihtiyaci, reporter bakteri suslarinin belirli sicaklikta yasama

ihtiyaci gibi dezavantajlar bulunmaktadir [30] (Tablo 1.2).

Tablo 1.2. QS sinyal molekiillerini saptamada kullanilan bakteriyel hiicre bazl
biyosensorler ve kullanilan reporter proteinler [48] .

Gen Protein Saptama Dezavantajlar
Metodu
lux Bakteriyel Biyoliiminesans Oksijen gerektirmesi, 181
lusiferaz kararsizlig1
luc lusiferaz Biyoliiminesans [lave substrat gerektirmesi,

Oksijen gerektirmesi

gfp Yesil floresan Floresans Diisiik hassasiyet, genis
proteini absorbsiyon spektrasi
lacz B-Galaktosidaz ~ Biyoliiminesans [lave substrat gerektirmesi
enzimi Floresans
Kolorimetre
Elektrokimya

1.3. Biyosensorler

Biyolojik analitleri (algilanacak molekiil) algilayan sensorlere “biyosensor”
denilmektedir[49]. Biyosensorlerin gelisimi 1962 yilinda Leland C. Clark ve Lyons
tarafindan glukoz saptanmasi ic¢in yapilan enzim elektrot ile baslamistir [50]. Bu
calismadan sonra fizik, kimya, biyoloji gibi farkli alanlardaki bilim insanlar1 birlikte
cesitli biyosensorler gelistirmislerdir. Biyosensorler, genelde analit ile etkilesime giren
biyoaktif bir bilesen, bu etkilesim sonucu ortaya ¢ikan sinyal iletimi ve bu olaylarin bir

6l¢iim sistemiyle kombinasyonundan olusmaktadir (Sekil 1.1)



BIYOAKTIF : —_—
TABAKA

(RESEPTOR)

DONUSTURUCU

Sekil 1.1. Bir biyosensoriin sematik gosterimi

Bir biyosensor reseptor (algilayict molekiil) ve doniistiiriicii olmak tizere iki
kistmdan meydana gelmektedir. Reseptér kismini, segici olarak analitle etkilesime
girebilen molekiiller olustururken, doniistiiriicti kismini reseptoriin analiti fark ettigi anda
tirettigi kimyasal veya fiziksel sinyalleri sayisal verilere ¢eviren yapilar olusturmaktadir.
Biyosensor dizayninda kullanilan reseptor molekiil analite 6zgii olmali ve analit disindaki
baska molekiillere baglanmamalidir. Biyosensor yapiminda istenilen analite gore
enzimler, antibadiler, aptamerler, vb. biyoaktif maddeler reseptér molekiil olarak
kullanilmaktadir [51]. Reseptor ve analitin ana prensibi ise anahtar-Kilit uyumudur.
Anahtar-kilit iligkisi ortamda birbiriyle eslesebilen iki veya daha fazla molekiiler yapinin
belli bir biyolojik islevi yerine getirmeleri {izerine disiiniilmiis bir ilke olarak
tanimlanmaktadir. Bu iliski Emil Fischer tarafindan enzim ve substratlar arasinda
gerceklesen spesifite nedeniyle bir kuram olarak tanimlanmistir. Bu kuramin daha agik
bir ifadesini Daniel E. Koshland ,“eldiven igindeki el” ya da “Induced-Fit” kurami ile
proteinlerin yapisinda bulunan atomlarin, uzaysal diizenlenmesi oldugunu ortaya
koymustur. Bu kuram, enzim ve substratlar arasindaki uyumun molekiiller arasindaki

baglar icin de gecerli oldugunu aciklamistir. Molekiil ciftlerinin yapilari, tamligi,



bicimleri ve elektrik  yiikleri molekiillerin  etkilesimlerinin  &zelliklerini
kosullandirabilmektedir. Nitelikli bir biyosensorde yiiksek duyarlilik, yiiksek segicilik,
Ol¢timde kararlilik, belirli bir 6lgtim araligi, uzun 6miirliilik ve tekrarlanabilirlik aranan
en Onemli parametrelerdir [52]. Biyosensorler, dizayninda kullanilan donistiiriicti
cesitlerine gore Optik biyosensdrler, Elektrokimyasal biyosensorler, Kiitle bazli

biyosensorler ve Kalorimetrik biyosensorler olarak siniflandirilmaktadir [53,54].

Optik biyosensorlerde, iletici kisim olarak optik lifler {izerine uygun bir
biyomolekiiliin immobilizasyonu yapilmaktadir. Bu biyosensoriin 0Olgiim prensibi
fizikokimyasal degisimdir. Isik yansimasi veya yayimi sonucunda sinyaller meydana
gelir ve olusan sinyaller optik aygitlarla o6l¢iiliir. Optik biyosensorler; floresan bazli,

biyoliiminesans bazli ve kolorimetrik bazli olarak iice ayrilmaktadir.

Kalorimetrik biyosensorler, enzimatik bir reaksiyondaki entalpi degisiminden
yararlanilarak substrat konsantrasyonunun belirlendigi biyosensorlerdir. Kiitle bazli
biyosensorlerde ise enzim molekiillerine substratlarin baglanmasindan dolayr meydana
gelen kiitle degisimlerinin, 6l¢iimii baz alinarak madde miktarina ulasilmaktadir. Kiitle
bazli biyosensorler; Piezolelektrik bazli ve Manyetik bazli biyosensorler olarak ikiye

ayrilmaktadir.

Elektrokimyasal biyosensorler, molekiillerin elektrokimyasal 6zelliklerinden
yararlanarak yapilan biyosensorlerdir [49]. Bir karsilastirma elektrotu ve uygun bir
calisma elektrotu ile olusturulan bir elektrokimyasal sistemde dlgiilen gerilim veya akim

degerleri yardimiyla analitin nicel tayini yapilmaktadir.
1.4. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal sensorler, elektrokimyasal bilgileri analitik sinyallere doniistiiren
cihazlardir. Elektrokimyasal sensor kimyasal tanima sistemi ve doniistiiriicli olmak tizere
iki temel bilesenden meydana gelmektedir. Dontistiiriicii kismi, kimyasal cevaplari
Olctilebilir sinyallere doniistiirmede kullanilan modern analitik aletlerdir. Bu iki parca
calisma elektrodunu olusturmaktadir. Referans elektrot ve karsit elektrot da elektriksel
olgtimlerde kullanilmaktadir. Kimyasal tanima sisteminde, kullanilan analitin biyolojik

bir molekiil oldugu sensorler “biyosensor” adimi almaktadir [55]. Elektrokimyasal
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biyosensorler kimyasal ya da biyolojik etkilesim sirasinda olusan elektron transferi veya

elektron tiretimine yanit vermektedir.

Biyosensor calismalarinda, elektrokimyasal yontem, redoks aktif bilesikler
kullanilarak elektrot sisteminde molekiillerin dogrudan veya dolayli olarak saptanmasina
dayanmaktadir [56,57]. Elektrotlarla algilanan bakterilerin metabolik reaksiyonlarindaki
degisimler potansiyostat yardimiyla bilgisayar sisteminde sayisal verilere ¢evrilmektedir.
Elektrokimyasal ¢alismalarda camsi karbon elektrot (GCE), indiyum kalay oksit (ITO)
gibi elektrotlar kullanilmaktadir. Elektrokimyasal sensor ¢alismalarinda karbon elektrot
kullanim1 mekanik dayaniklilik ve suyun elektrolizinin engellemesi gibi avantajlar
saglamaktadir [58]. Karbon bazli elektrotlar; camsi karbon (GC), polikristal bor kapl
elmas (Pbdd), karbon nanotiipleri gibi ¢esitlere ayrilmaktadir.

Elektrokimyasal biyosensor ¢alismalarinda potansiyel, akim, zaman gibi
parametrelerden yararlanir. Bu parametrelerden hangileri kullaniliyorsa elektrokimyasal
teknikler ona gore adlandirilmaktadir. Ornegin potansiyel-akim parametresini iceren
elektrokimyasal teknik voltametri adimi alirken, zaman- akim paraametresini iceren

teknik kronoamperometri adin1 almaktadir.

Elektrokimyasal biyosensorler iletim ve dlglim sistemlerine gore; amperometrik

bazli, potansiyometrik bazli ve yari iletken esasli olmak iizere tige ayrilmaktadir [58].
1.5. Amperometrik ve Potansiyometrik Yontemler

Amperometrik ve potansiyometrik yontemler materyallerin karakteristiklerinin
belirlenmesinde, bir analitin kalitatif veya kantitatif analizinde siklikla kullanilan
elektrokimyasal tekniklerdendir. Akim, voltaj ve zaman gibi parametreler kullanilarak

Olclim esasina dayanmaktadirlar.
1.5.1. Amperometrik yontemler

Amperometrik bazli biyosensorlerde belli bir potansiyeldeki akim siddeti 6l¢timii
esas alinmaktadir. S6z konusu akim yogunlugu, ¢alisma elektrotunda yiikseltgenen ya da
indirgenen elektroaktif maddelerin konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak

tanimlanmaktadir. Bu akim derisim ile iliskilendirilmektedir.
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1.5.2. Potansiyometrik yontemler

Potansiyometrik esasli biyosensorlerde akimin sifira yaklastigi sartlar altinda, bir
calisma elektrotu ile referans elektrot arasindaki potansiyel degisimleri olgiilmektedir
[59]. Potansiyel degisimi, referans elektrota kiyasla ¢alisma elektrotu iizerinde olgiilen
yiike bagli olarak meydana gelir. Calisma elektrotu potansiyelinin saptanmasi dogrudan
analit konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilir. Potansiyometrik diizenekler basit

ve ucuz olmalar1 sebebiyle biyosensor ¢caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir.

Voltametri bir calisma elektrotunun polarize oldugu sartlarda uygulanan
potansiyelin bir parametreyi Ol¢mesinden faydalanarak analit hakkinda bilgi elde
etmemizi saglayan elektro analitik metotlara verilen genel isimdir [60]. Analitin akimda
meydana getirdigi degisimlerle redoks siireclerine bagli olusan elektron transferleri
Olglilmektedir. Voltametri, Cekoslovak kimyaci Jaroslav Heyrovsky tarafindan 1920
yilinda bulunan polarografi teknigine dayanarak gelistirilmistir. Voltametri yontemi
elektrokimyasal sistemde, ¢alisma elektrotuyla referans elektrot arasinda farkli
potansiyeller uygulanarak ortaya ¢ikan akimin, ¢alisma elektrotu ile karsit elektrotu
arasmdan dlgiilmesine dayamr. Ug elektrottan birisi zamanla potansiyeli degistirilen
calisma elektrotudur. Calisma elektrotu olarak ¢esitli karbon elektrotlar, altin, platin gibi
redoks aktif 6zellik gostermeyen metaller kullanilmaktadir. Bu elektrotlarin her birinin
calisma potansiyel araligi farklidir. Ayn1 zamanda bu ¢alisma araligi deneyde kullanilan
¢Oziicii tiriine ve farkli pH degerlerine bagh olarak degisebilmektedir. Elektrokimyasal
caligmalarda su, diklorometan, dimetil siilfoksit, asetonitril gibi ¢oziciiler

kullanilmaktadir.

Voltametride referans elektrot olarak metal-metal iyonunu igeren tuzdan olusan
elektrotlar kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan referans elektrotlar kalomel elektrot ve
Ag/AgCl elektrottur. Referans elektrotlar kiiclik akimlardan etkilenmezler. Bu elektrottan
anodik akim gecirildiginde metal yiikseltgenerek ¢ok miktardaki kloriir ile ¢okelir.
Boylece elektrot yiizeyinde derisim Sabitlenir ve potansiyel akimdan bagimsiz hale gelir.
Katodik akim gecirildiginde metal iyonlar1 indirgenmeye baslar, elektrot yiizeyindeki
cokelti ayrisir, ayn1 konsantrasyonda metal iyonu olusur, sonugta potansiyel sabit kalir.
Iki elektrotlu sistemde elektrotun polarize olmasi igin sistemden yiiksek akim gecirmek

gerekebilir. Yine sistemde kullanilan ¢ozeltinin direnci yliksek oldugundan elektrot
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polarize olmayabilir ve belirli bir noktadan sonra pikler kaybolur. Bu sorunlart gidermek
i¢in sistemde tgiincii bir elektroda ihtiyag¢ vardir. Akim ¢aligma elektrotu ile yardime1
elektrot arasindan gegirilir, calisma elektrotunun potansiyeli karsilastirma elektrotuna
kars1 sifir akim altinda saptanir. Sistemde yardimci elektrot olarak tungsten veya platin
tel kullanilmaktadir. Bunlarin yiizey alani ¢aligma elektrotu alaninin 50 katindan fazla

olmalidir.

Voltametrik teknikler farmasotik analizlerde, klinik calismalarda, biyolojik
orneklerde maddelerin elektrokimyasal 6zelliginden yararlanarak kalitatif ve kantitatif
analizler yapmamizi saglayan, spektrofotometrik ve kromatografik yontemlere gore ¢ok
daha ucuz olmasi sebebiyle siklikla kullanilan tekniklerdir. Voltametrik tekniklerin
ozellikle kan degerleri, metabolitler ve kimyasal maddelerin 6l¢iimiinde ¢ok kullanigh
oldugu bilinmektedir. Voltametrik tekniklerden doniisiimlii voltametri ve kare dalga

voltametri kullanilan en 6nemli tekniklerdir.
1.5.2.1. Doniisiimlii voltametri teknigi (CV)

Doniistimli Voltametri (CV) teknigi elektro aktif tiir iceren durgun ¢ozeltideki bir
elektroda baslangi¢ potansiyeli (E1) ile son uygulanan potansiyel (E2) arasinda tarama
yapildiktan sonra ayni veya farkli bir tarama hiziyla tekrar ters yonde tarama yapilmasi
esasina dayanmaktadir. Baslangi¢ ve bitis potansiyeli ayn1 ya da farkli olabilmektedir.
Ileri ve geri tarama islemi incelenen elektrokimyasal dzellife gore istenilen sayida
yapilabilmektedir. Bu teknikte potansiyel zamanla dogrusal olarak degistirilmektedir.
Uygulanan potansiyelin zamanla degismesi tarama hizi olarak adlandirilmaktadir.
Dontisiimli voltamogramda Anodik pik potansiyeli (Epa), Katodik pik potansiyeli (Epk),
Anodik pik akimi (Ipa), Katodik pik akimi (lpk) en 6nemli parametrelerdir (Sekil 1.2)
Elektrota potansiyel taramasi uygulandiginda potansiyel, standart indirgenme
potansiyeline yaklagmakta ve elektrot yiizeyindeki madde indirgenmeye baslamaktadir.
Potansiyelin negatif degerlere yaklagsmasi maddenin indirgenme hizinin artmasina buna

bagli olarak akim degerinin artmasina sebep olur.
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AKIm

Indirgenme hizi arttikca ¢ozeltiden elektrot yiizeyine difiizyonla madde gegisi
gerceklesir. Elektrot yilizeyindeki diflizyon tabakasi kalinlastikca elektrottan akim gecisi
zorlasir ve akim azalir. Potansiyel taramasinda, redoks tepkimelerinde meydana gelen
akim Ol¢iiliip akim potansiyel egrisi olusturulur. Bu egriye “dongiisel voltamogram”
denilmektedir. Dontisiimlii voltametri teknigi adsorbsiyon, difiizyon olaylarinin olup
olmadigimi tespit etmede, elektrot ylizeyinde kimyasal reaksiyon varligini belirlemede,
kimyasal reaksiyon varliginda bu reaksiyonun doéniisiimlii olup olmadigimi saptamada
siklikla kullanilmaktadir. Dontistimlii voltametrede uygulanan ileri ve geri tarama pikleri
yardimiyla Dbilesiklerin redoks Ozelliklerinin  karakterizasyonu ve reaksiyon

mekanizmalariin anlasilmasi saglanmaktadir.
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Sekil 1.2. Yan tersinir bir reaksiyonun doniigiimlii voltamogrami (A), Farkli tarama

hizlarinda alinan doniistimlii voltamogram (B).

Doniigiimlii voltametride madde, ileri yonde yapilan taramada indirgenmisse
katodik pik (Epk) olugsmakta ve geri yondeki taramasinda bu indirgenmis maddenin
elektrotta tekrar yiikseltgenmesinden kaynakli anodik pik (Epa) gozlenmektedir. CV
tekniginde tersinir, yar1 tersinir ve tersinmez reaksiyonlarla karsilagilmaktadir. Bir redoks
tepkimesinde indirgenen veya yiikseltgenen elektrot iizerinde hizli elektron aligverisi
meydana geliyorsa bu redoks ¢ifti tersinirdir. Randles-Sevcik esitligine gore 25 °C’de

tersinir redoks ¢ifti i¢in pik akimi tanimlanmastir.

I, = 2,69.105 n®? A C D Y22
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Esitlikte;

v; tarama hizi,

Iy; Pik akimi

n; redoks tepkimesinde transfer edilen elektron sayisi
A; elektrot alan1

C; analit konsantrasyonu

D; difiizyon katsayisidir.

Esitlikte de goriildiigli gibi tersinir tepkimelerde akim, derisimle ve tarama hizinin
karekokii ile dogru oranthidir. Bu esitlik kullanilarak elektroaktif tiirlerin difiizyon

katsayis1 saptanabilmektedir. Tersinir bir sistem igin:

AEp = Epa - Epk =0.0592n
Esitligi gegerlidir ve AEp = 0.0592/n degeri tarama hiziyla degismez. Esitlikte Epk Ve Epa
katodik ve anodik pik potansiyelleridir.

Tersinmez sistemlerde ise elektron transfer hiz1 diisiiktiir ve bu sistemler i¢in:
Ip =— (2.99x105) n (acNa)1/2 Co® DY2 Q12 y12

Esitligi kullanilmaktadir. Esitlikte;
Na; transfer edilen toplam elektron sayisi,

ac; elektron transfer katsayisidir.

Esitlikte de goriildiigii gibi tersinmez sistemlerde akim elektron transfer

katsayisinin karekokiiyle dogru orantilidir.

Tersinir doniisiimlii voltamogramda anodik ve katodik pik akimlar birbirine esittir
[61]. Tersinirlikten uzaklastik¢a anodik ve katodik piklerin arasindaki mesafe artar [62].
Yar tersinir tepkimelerde doniis piki ¢ok kiiciik degerler alir ve yiliksek degerlerde
potansiyel uygulandiginda reaksiyon tersinir hale gecer. Bu yiizden yar1 tersinir
tepkimelerde geri pik asimetriktir ve daha genis voltamogram goézlenmektedir. Yari
tersinir tepkimelerin  AE, degeri 80 ile 200 mV arasinda bir deger almaktadir. Tam
tersinmez bir elektrot tepkimesinde ise pik simetrik olmaz ve geri pik gozlenmez [60].

Tersinmez reaksiyonlarda ise AEp degeri 200 mV’dan biyiiktiir.
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1.5.2.2. Kare dalga voltametri teknigi (SWV)

Kare dalga voltametri (SWV) tekniginde, ¢alisma elektrotuna simetrik kare
dalgalar seklinde potansiyel uygulanir. Bir periyodun yarisinda, potansiyel negatif deger
alirken diger yarisinda pozitif deger alir. Akim, kare dalganin katodik ve anodik
bolgesinde dlgiiliir. Birincisi ileri yondeki pulsun sonunda (/1), ikincisi geri yondeki (/2)
pulsun sonundadir. Anodik ve katodik pik akimlarinin toplami bulunan pik akimidir ve
teknik, bu ozelliginden dolayr daha da hassasiyet kazanmaktadir. Olgiimlerde Kare
dalganin tamamlanma siiresi bir periyottur fakat periyot yerine 1/m’ye esit olan frekans
degeri kullanilir. Frekans arttikga kare dalga pik akimi ve Ol¢limiin hassasiyeti de
artmaktadir [63]. Kare dalga voltametrisinde akim 6lgiimleri ileri (/1) ve geri (/2) olarak
yapilmaktadir. Her bir kare dalganm net akimi A= f- ’dir. Net akim - potansiyel
grafiginde tek pik elde edilmektedir. Net akim, konsantrasyonla orantili olarak
degismektedir. Net akim ileri veya geri akimdan biiyiiktiir. Bu sebeple voltametrik pik
kolay bir sekilde okunmaktadir. Bu teknikte yar1 dalga potansiyeli pik potansiyeline

esittir.

SWV Kalousek, Barker, and Osteryoung formati olarak 3 farkli gruba
ayrilmaktadir [64]. SWV, Kalousek komiitatorii ve Barker SW polarografisinden ortaya
cikmistir. Kalousek SWV teknigi diisiik frekanslidir ve akim sadece yarim kare dalga ile
Olcim yapar. Teknigin Baker formatinda yavas dalgalarin ¢ogalmasi saglanir.
Osteryoung en ¢ok kullanilan SWV teknigidir. Bu teknikte SWV’in her tam kare dalgasi
tarafindan potansiyel artisi saglanmaktadir. Akim her yarim kare dalga sonunda
Ol¢iilmektedir [65]. SWV tekniginde kare dalga yoluyla toplam akima kapasitif katkilar
minimuma indirilmis olur. Bu sebeple ¢ok hizli tarama yapilabilmektedir. Ayrica teknik,
1,00x10® M’ a varan diisiik saptama simirlarinda analiz imkam saglamaktadir. Bu
avantajlarindan dolay1 SWV, biyolojik 6rneklerde ve ila¢ analizlerinde, kantitatif

tayinlerde en ¢ok kullanilan elektroanalitik metottur.
1.5.2.3. Kronoamperometre teknigi (CA)

Kronoamperometre teknigi ¢alisma elektrotunun, elektroaktif tiirlerin elektrot
yiizey konsantrasyonunun sifira yaklastigi ve faradik reaksiyonun olusmadigi bir

potansiyelden, faradik potansiyele kadar taranmasindan olusan bir tekniktir. C6zeltideki
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calisma elektrodunun potansiyelinin aniden degistirilmesiyle akim- zaman iliskisinin
analizine dayanir. Yontemde ¢alisma elektrotuna oncelikle herhangi bir redoks
reaksiyonunun olmadigi potansiyel uygulanip daha sonra redoks reaksiyonun
gerceklestigi bir potansiyel uygulanir. [63]. Bu teknikte difiizyona bagl olarak madde
gecisi oldugu ve reaktanin azaldigi gozlenir, difiizyon tabakasi asamali olarak genisler.

Yontemde zamanla akim degisimi Cottrell esitligi ile belirtilir:

nFACD 2 3
I(t) = TR =kt

Bu esitlikte,

I ;t anindaki akimu,
n; elektron sayisi,

F; Faraday sabiti,

A elektrot alani

D; Difiizyon katsayisi,
C; konsantrasyon

T: zaman

Burada akim zamanin karekoki ile ters orantili olarak degismektedir. Elektron
sayist bilinen bir reaksiyon igin k sabiti ile difiizyon katsayisi hesaplanir. Bu deger
elektrot ylizeyinde olusan tepkimenin difiizyon kontrollii olup olmadigini gosterir.
Kornoamperometre teknigi elektroaktif tiirlerin difiizyon katsayisinin Sl¢limiinde,
calisgma elektrotunun  yiizey alam1  Ol¢limiinde, elektrotta adsorbsiyonunun
belirlenmesinde ve elektrot reaksiyonunun mekanizmasin1 ¢alismada siklikla

kullanilmaktadir.
1.5.2.4. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) teknigi

Empedans, potansiyelin akimla degisim oranidir ve bir devredeki toplam direnci
temsil etmektedir. Empedans, temelde yiiksek frekanslar uygulandiginda kapasitans ve
indiiktif degisikliklerden etkilenen direncin Olgiimiine dayanmaktadir . EIS teknigi
elektrokimyasal tekniklerden farkli olarak dakikalardan mikrosaniyelere varan zaman

sabitleriyle baglantili ara yiizey islemlerinde kullanilmaktadir. Bu teknigin temel
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avantaji, degisimler yeterince kiigiik oldugu siirece cevabin yaklasik olarak dogrusal

olmasidir . Uglii elektrot sisteminde:

» Faradik empedans (Z)

» Referans elektrotla calisma elektrotu arasindaki elektrolit ¢6zelti direnci
» Cift tabaka kapasitansi

EIS teknigi i¢in en 6nemli parametrelerdir.

Empedans sonuglar1 genelde empedans-frekans grafigi ile ifade edilmektedir. EIS
Olctimleri biyosensor ¢alismalarinda elektrot yiizeyinin immobilizasyonunda, iletken
ve yart iletken polimer O6zelliklerinin incelenmesinde, siklikla kullanilmaktadir.
Sonucta redoks aktif tiirler direng gosterirken, aktif olmayan tiirler kapasitor gibi
davranig gosterir. Biyosensor dizayninda elektrot yiizeyine reseptor olarak polimer,
membran gibi ¢esitli maddelerin adsorbsiyonun dogru bir sekilde yapilip

yapilmadiginin kontroliinde EIS teknigine basvurulmaktadir.
1.6. Elektrokimyasal Polimerizasyon (Elektropolimerizasyon)

Elektropolimerizasyon sensor  c¢alismalarinda  iletken  polimerlerin
hazirlanmasinda ve elektrotlarin ¢esitli polimerlerle modifiye edilmesinde kullanilan
yontemdir. Elektropolimerizasyon tekniginde polimer, belirli bir voltaj araliginda, uygun
¢oziicii icerisinde tekrar eden dongiilerle kalinlig1 artan bir tabaka seklinde olusturulur.
Polimer filmin elektrot yiizeyinde olusturulabilmesi yiizeydeki polimerin iletken
olmasindan  kaynaklanmaktadir.  Elektropolimerizasyonla olusturulan modifiye
elektrotlarin ylizeyindeki tabakanin yapist ve Ozellikleri, kullanilan ¢6ziicii, ortam
sicakligi, metal tiri gibi faktorlerle degisebilmektedir. Elektropolimerizasyon
potansiyostatik, galvanostatik ~ ve doniisimlii ~ voltametri  teknikleriyle

gerceklestirilebilmektedir.

Potansiyostatik yontemde diisiik sabit bir potansiyel kullanilirken galvanostatik
elektropolimerizasyonda sisteme sabit bir akim uygulanmaktadir. Doniisiimlii voltametri
teknigi ile yapilan elektropolimerizasyonda ise belirli bir potansiyel araligi uygun tarama
hiz1 ile taranmaktadir. Bu yontemle polimerin hangi potansiyel araliginda indirgenip
yiikseltgendigi, ka¢ dongli sonunda istenilen kalinliga ulasip ulasmadig
saptanabilmektedir. Elektropolimerizasyonla hazirlanan iletken filmler son yillarda

enerji, elektrokataliz, biyosensor ¢alismalari, elektrokimyasal aygit tiretimi gibi alanlarda
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siklikla kullanilmaktadir. Bu polimer filmlerinin en énemli 6zelligi elektrot yiizeyinde
reaksiyon alan1 olugturmalar1 ve iletken yiizey altindaki yiikii elektrolit icinde ¢6ziinmiis
maddeye aktarmalaridir [66]. Cesitli elektropolimerize filmlerden polimerik
ftalosiyaninler, sensor alanindaki uygulamalarindan dolayr éne ¢ikmaktadir. Ornegin
elektropolimerize tetra etoksi tiyofen substitiie ftalosiyaninler kullanilarak L- sistein’in

elektrokimyasal olarak algilandig literatiirde gosterilmistir [67].

Elektrot modifikasyonlarinda, redoks aktif bilesikler metal-metal komplekslerin
ve saf organik polimerler kullanilabilmektedir. Cogu redoks iletken polimer
monomerlerin yiikseltgenmesiyle hazirlanirken, ¢alisma elektrotu iizerindeki polimer
film elektrokimyasal metotlarla da sentezlenebilmektedir. Bu iki metodu kapsayan

elektropolimerizasyon hizli ve ucuz olmasi sebebiyle sensor ¢alismalarinda siklikla tercih
edilmektedir [68].

1.7. Metaloftalosiyaninler

Ftalosiyaninler (Pc) en 6nemli boyar madde sinifinda bulunan ve giiniimiizde
sentetik olarak elde edilen mavi yesil renkli aromatik makrosiklik bilesiklerdir.
“Ftalosiyanin” sozciigii “naphtha (mineral yagi)” ve “cyanine (koyu mavi)” sdzciiklerinin
birlesiminden meydana gelmistir. Yunanca Ftalosiyaninler ilk kez 1907°de Braun ve
Tcherniac isimli arastirmacilar tarafindan ftalimid ve asetikanhidrit ile o-siyanobenzamid

sentezi sirasinda mavi renkli yan {iriin olarak elde edilmistir [69].

Ftalosiyaninler, Onceden boya ve pigment maddesi olarak kullanilirken
glinimiizde kataliz, kimyasal sensor, fotodinamik tedavi, semikondiiktor giines enerjisi
eldesi, optik bilgi depolama gibi bir¢ok farkli bilim ve teknoloji alaninda kullanilmaktadir
[70]. Ftalosiyaninler 18 & (4n+2) elektronlu konjuge sisteme sahip molekiillerdir ve n—n
gecislerinden kaynaklanan ~ 600-700 nm civarinda Q-bandi verirler. nétral formu
dianyon halde bulunur ve Pc? olarak gosterilir. Bu molekiillerin yiiksek simetri ve
diizlemsellik 6zelliklerini gosterdigi bilinmektedir. Ftalosiyaninler kimyasal ve termal
kararliliga sahip bilesiklerdir. Diizlemsel olduklarindan, molekiiller kolayca
kiimelenirler. Bu yiizden substiitie olmayan ftalosiyaninlerin farkli organik ¢oziiciilerde

ve suda ¢ozlniirliigii oldukea diistiktiir.
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Ftalosiyaninlerin makro halkasina periferal veya nonperiferal olarak farkli
fonksiyonel substitiientlerin ve metal iyonlarinin eklenmesiyle bu molekiillerin farkli
organik coziiciilerde yiiksek ¢oziiniirliigli saglanabilmektedir [70]. Yapilarina baglanan
metaller ve u¢ gruplar sebebiyle farkli renklerde olabilmektedir. Ftalosiyanin
molekiiliiniin merkezindeki iki hidrojen atomunun periyodik tablonun hemen hemen tiim
metal iyonlariyla yer degistirilmesi sonucu birgok Metaloftalosiyanin (MPc)
sentezlenebilir. Merkez metal ve substitiientlerin  se¢imi  metaloftalosiyanin
komplekslerinin elektrokimyasal, kimyasal, fizikokimyasal oOzellikleri i¢in Onemli
faktorlerdir[71]. Spektra 6lgtimlerinde metalsiz ftalosiyaninler 600-700 nm araliginda iki
tane absorpsiyon bandi gosterirken, metaloftalosiyaninler bu bolgede tek absorpsiyon
band1 gostermektedir [72].

Son yillarda o6zglin optik, katalitik, elektronik 6zelliklerinden, yogun
renklerinden, redoks oOzelliklerinden ve kararli yapilarindan dolayr Ftalosiyaninler ve
Metaloftalosiyaninler dikkat ¢ekmektedir . MPc’ler, sensor ve biyosensor iiretiminde
siklikla kullanilan ve ¢ogu bilesik i¢in 6nemli katalitik aktivite gdsteren komplekslerdir.
Ozellikle redoks-aktif merkez metal iyonlar1 bulunan ftalosiyaninlerin birgok énemli
kimyasal reaksiyonu katalizledigi bilinmektedir. Pc halkasinin rediiksiyonu sonucu
MPc¥, MPc*, MPc®> and MPc® gibi tiirler olusabilirken, MPc! and MPcP gibi tiirlerde
yiikseltgenme sonucu olusurlar. Ayrica merkezde bulunan Fe*?, Co*?, ve Mn*? gibi metal
iyonlarida metal merkezli ylikseltgenme ve indirgenme reaksiyonu verebilmektedirler.
Fe*?, Co*2, Cu*, Zn*?, Mn*? ftalosiyanin gibi metaloftalosiyaninlerle modifiye edilen
elektrotlar, bos elektrotla karsilastirildiginda yiiksek oranda elektrokatalitik oOzellik
gostermektedir. Metaloftalosiyaninlerin zengin redoks davranislarindan dolay:1 C02, CO,
H* gibi birgok hedef bilesigi katalizledigi literatiirde belirtilmektedir [73,74].

1.7.1. 2,2,6,6- Tetrametil-1- piperidiniloksi ¢inko(II) ftalosiyanin (TEMPO-
ZnPc)

TEMPO grubu diger organik molekiillere ve biyomolekiillere kovalent olarak
baglanma 6zelligine sahip serbest bir radikaldir. Bu 6zelligi TEMPO radikalini birgok
uygulama i¢in uygun hale getirmektedir. TEMPO radikalini igeren fonksiyonel
materyallerin farkli hedef molekiiller i¢in aktif elektrokatalizor olarak kullanim alani
bulmaktadir. TEMPO radikali redoks aktif bir molekiildiir ve elektrokimyasal olarak
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okside olma 6zelligine sahiptir [75]. TEMPO radikalini igeren molekiiller, farkli hedef
molekiillerin ~ ve  alkolin  oksidasyonunda  aktif elektrokatalizor ~ olarak
kullanilabilmektedir. Arastirma grubumuz tarafindan TEMPO radikali Cinko (II)
ftalosiyanine periferal olarak eklenerek TEMPO-ZnPc molekiilii sentezlenmistir (Sekil
1.3). TEMPO-ZnPc molekiiliiniin yapisindaki ¢oklu elektron halkasina dayali indirgenme

reaksiyonu ve TEMPO bazl1 oksidasyon reaksiyonu gosterme 6zelligi bulunmaktadir.

TEMPO (8) ZnPc (7)

Sekil 1.3. TEMPO-ZnPc molekiil yapisi: ZnPc(7), TEMPO grubu (8), Nitroksil grubu
(9)

1.7.2. Non periferal mangan(l11) ftalosiyanin (n-MnPc)

MnPc kompleksi merkezinde yer alan Mangan iyonunun genis aralikta degerlik
almasina bagli olarak gesitli oksidasyon durumlari gostermektedir. Bu durum MnPc’nin
coklu elektron transferi siireglerinde, elektrokatalizor olarak kullanilabilirligini
arttirmaktadir. MnPc metal bazli ve halka bazli redoks siirecleri de gostermektedir.
Bununla birlikte MnPc’nin  periferal veya nonperiferal substiitie olmasi
elektropolimerizasyonunu etkileyen faktorlerdendir. Arasgtirma grubumuz tarafindan
Mangan (III) ftalosiyanin molekiiliine non periferal olarak tetra substitiie edilerek n-MnPc
molekiilii hazirlanmistir (Sekil 1.4). Molekiiliin elektropolimerizasyon davraniglarinin
ozellikle elektrokatalitik uygulamalara uygunluk gosterdigi literatiirde yer almaktadir

[76].
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Sekil 1.4. n-MnPc molekiil yapisi; M:MnCl>

1.7.3. Titanyum Ftalosiyanin (TiPc)

TiPc kompleksinin merkezinde yer alan Titanyum metali redoks aktif bir metaldir
(Sekil 1.5.). Bu ozelligi kompleksin sensér ¢alismalarinda kullanimina imkan

saglamaktadir.

RO

RO

Sekil 1.5. TiPc molekiil yapisi; M:TiO

1.7.4. 4-azidoanilin Mangan Ftalosiyanin (PANi-N3-MnPc)

Polianilin, anilinin kimyasal polimerlesme siirecinden elde edilen iletken
polimerlerdendir. PANI cevresel kosullarda gdsterdigi stabilite, yiiksek kapasitans
ozelligi, biyouyumlulugu ve elektroaktivitesi sebebiyle elektrokatalitik olaylarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. PANI cesitli organik ¢oziicilerde ve suda oksidatif
elektropolimerizasyon kullanilarak kolaylikla elde edilebilmektedir. PANI tersinir
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degisimleri kontrol edebilmekte ve farkli metotlarla elektropolimerize edilebilmektedir.
Polimer filmin elektrokimyasal olarak kolay hazirlanisi, ucuz olmasi, farkli oksidasyon
bolgelerinin bulunmas1 PANI’nin sensor olarak Kullanimima imkan saglamaktadir [77].
Elektrot yiizeyindeki PANI film tabakas1 ¢esitli tiirlerin redoks siireclerinin kinetigini
hizlandirmaktadir. PANI’nin iletkenligi polimer iskeleti boyunca yiik tasinabilirligine
baglidir. PANI, Arastirma grubumuz tarafindan sentezlenen MnPc (Sekil 1.6.) gibi cesitli

metaloftalosiyaninlere elektrokimyasal olarak da baglanabilmektedir.
ILL
/ A\ =
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Sekil 1.6. MnPc molekiil yapis1

zZ

Verilen bilgiler 1g1ginda 6zetle, Gram negatif bakteriler arasinda iletisimi saglayan
AHL molekiilleri sayesinde bakterilerin biyofilm olusturma, viriilans 6zellik gosterme,
ekstraselliiler enzim salgilama gibi zararl fizyolojik 6zellikler kazandig bilinmektedir.
Artan bakteri popiilasyonu ile beraber, salgilanan AHL molekiilii konsantrasyonu da
artmaktadir. Bunun sonucunda bakteriler cesitli viriilans faktorler salgilayarak ve
biyofilm formlari meydana getirerek gidalarda bozulmalara, gida zehirlenmelerine,
immiin sistemi baskilanmig hastalarda antibiyotik direngli enfeksiyonlara sebep
olmaktadir. Bu ¢aligmada bakterilerin bulunduklar1 ortamda meydana getirdigi zararl
etkilerin dnceden saptanabilmesi, gerekli 6nlemlerin alinabilmesi ve zararli bakteriyel
faaliyetlerin Onlenmesi i¢in salgilanan AHL molekiillerini tespit edecek bir

elektrokimyasal biyosensor yapimi amaglanmustir.

23



Biyolojik analitleri algilayacak sensorlerin dizayninda enzim kullanimina gore
enzimatik veya nonenzimatik calismalar bulunmaktadir. Enzimatik biyosensor
dizayninda, kullanilacak enzimin elektrot yilizeyine immobilizasyonu sirasinda madde
kayiplar1 olugsmakta ve ¢evresel faktorlerden (ortam sicakligi, pH vb.) dolay1 enzimlerin
stabilitesinde bozulmalar meydana geldigi bilinmektedir.  Literatiirdeki bilgiler
metaloftalosiyaninlerin elektrokatalitik yapilari, birgok indirgenme ve yiikseltgenme
siireclerini saglamalar1 ve yiiksek termal stabiliteleri sebebiyle sensor ve biyosensor
dizayninda reseptor molekiil olarak siklikla kullanilan kompleksler olduklarini
gostermistir [76]. Calismamizda, AHL molekiillerini saptamada reseptor molekiil olarak
metaloftalosiyanin kullanimiyla enzimatik biyosensorlerde olusan dezavantajlarin
ortadan kaldirilmas: hedeflenmistir. Gergeklestirilen nonenzimatik elektrokimyasal
biyosensor ¢alismasiyla, metaloftalosiyaninler kullanilarak hizli ve pratik bir sekilde
AHL molekiillerinin dolayistyla ortamdaki bakteri varligiin tespiti amaclanmistir. Bu
ama¢ dogrultusunda oOncelikle algilayict (reseptor) molekiil olarak TEMPO-ZnPc, n-
MnPc, TiPc ve PANI-N3-MnPc molekiilleri secilmis ve arastirma gruplarimizca
sentezleri gergeklestirilmistir. Sentezlenen molekiiller ile elektrotlar modifiye edilmistir.
Daha sonra AHL molekiilleriyle modifiye elektrot ucundaki TEMPO-ZnPc, n-MnPc,
TiPc ve PANI-N3-MnPc molekiillerinin etkilesimini incelemek icin iiglii elektrot sistemi,
elektrokimyasal hiicre, potansiyostat ve bilgisayardan olusan diizenek kurulmus,

amperometrik ve voltametrik 6lgiimler yapilmistir.
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BOLUM 2

2. MATERYAL VE YONTEM / MATERIAL AND METHOD

2.1. Materyal

2.1.1 Kullanilan sarf malzemeler ve kimyasallar

Dimetil siilfoksit (DMSO) ((Merck, K38436331 807, 99.9% saf)

Ultra saf su (>18 MQ, Milli-Q, Millipore, ddH20)

Diklorometan (DCM) (Merck, K42042950 112, 99.8 % saf)
Tetrabiitilamonyum perklorat (TBAP) (Fluka Analytical, 86893, >99% saf)
Lityum perklorat (Aldrich, 431567-50G)

TEMPO-ZnPc, PANI-N3-MnPc, n-MnPc, TiPc molekiilleri

N-Hexanoyl-DL-Homoserine lactone (Sigma Aldrich, >97.0% HPLC),
N-Octanoyl-DL- Homoserine lactone (Sigma Aldrich, >97.0% HPLC),
N-Decanoyl-DL-Homoserine lactone (Sigma Aldrich, >97.0% HPLC),

10. N-Butryrl-DL-Homoserine lactone (Sigma Aldrich, >97.0% HPLC),
11. N-(3-Oxododecanoyl)-L-homoserine lactone (Sigma Aldrich)

12. Elektrokimyasal Hiicre

13. Beher

14. Yiiksek saflikta N2 gazi

15. Cams1 Karbon Elektrot (GCE) (yiizey alan1 of 0.196 cm?, 5 mm disk)
16. Indiyum Kalay Oksit (ITO)

17. Ag/AgCl referans elektrot

18. Pt tel

19. Doymus Kalomel elektrot

20. Aliimina Soliisyon (Gamma Micropolish 11, 0.05micron)
21. Elektrot Temizlik Pedleri

22. Pipet Ucu (10ul, 100 ul, 1000 ul) (Axygen-ABD)

23. Nitril Eldiven (Pudrasiz) (Broche-Tiirkiye)
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2.1.2. Kullanilan cihazlar

1. pH Metre (Thermo-ABD): Hazirlanan PBS ¢o6zeltisinin pH ayarlamasinda
kullanilmustir.

2. Dijital Hassas Terazi (Ohaus-ABD): Kati kimyasallar1 tartmak ig¢in
kullanilmastir.

3. Vorteks (Heidolph-Almanya): AHL molekiillerinin ve kimyasallarin
calkalanmasinda kullanilmistir.

4. Buzdolab1 (Siemens-Almanya): Kimyasallarin ve AHL molekiillerinin +4°C’ ve
-20 °C’ de saklanmasi i¢in kullanilmigtir.

5. Mikropipetler (1000ul, 100ul, 10pul) (Thermo/ Finnpipette-ABD): AHL
molekiillerinin ve s1v1 kimyasallarin aktariminda kullanilmistir.

6. Potansiyostat (GAMRY Instruments, Reference 600
Potentiostat/Galvanostat/ZRA): Doniisiimlii Voltametre, kare dalga voltametre,
kronoamperometre ve empedans 6l¢iimlerinde kullanilmistir.

7. Bilgisayar: Potansiyostatta algilanan degisimlerin sayisal verilere ¢evrilmesinde
kullanilmistir.

8. UV Kabin: AHL molekiillerinin seyreltik ¢dzeltisini hazirlamak igin kullanilmugtir.

9. Ultra Distile Saf Su Cihaz1 (Millipore-ABD): Sensor testlerinin yapildig: distile
su teminini i¢in kullanilmastir.

10. Pastor Firmi: Cam  malzemelerin = kurutulmasinda ve  elektrotlarin
modifikasyonunda kullanilmistir.

11. Otoklav (Niive-Tiirkiye): Tiim sterilizasyon islemleri sirasinda kullanilmistir.
2.1.3. Hazirlanan kimyasallar

1. Ferrosen Cozeltisi:
Empedans olgiimlerinde kullanilan elektrolittir. 0.100 M konsantrasyonda
hazirlanmastir.
2. PBS:
250,0 ml 0.100 M PBS hazirlamak i¢in 20,000 g NaCl, 0.500 g KCI, 5,400 g
Na:HPO4 ve 0.647 g KH2PO4 tuzlan tartildi. 250,0 ml distile su iginde ¢oziilmiistiir.
(Cozeltinin son pH’1 7.4 olacak sekilde pH metre kullanilarak ayarlanmistir. Hazirlanan

cozelti otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir. Cozelti sensor testinin
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gerceklestirildigi elektrolit olarak kullanilmistir.
3. %10’luk DMSO:

30,0 ml %10’luk ¢ozelti hazirlamak igin otoklavda steril edilen falkon tiip
icerisine 3,0 ml DMSO ve 27,0 ml distile su aktarilip vortekste iyice karigmasi
saglanmistir. %10’luk DMSO AHL molekiillerinin ¢6ziilmesi i¢in kullanilmistir.

4. Kromik Asit ¢ozeltisi:

%98 H2SO4 ¢ozeltisinden 1,0 L beher igine aktarildi. Manyetik karistiricida 120
°C’de 700 rpm devirde kaynayincaya kadar tutulmustur. Asit kaynamaya baslayinca 1
kasik Potaysyum dikromat atilip 10 dakika manyetik karistiricida birakilmistir. Ayni
islem iki kere daha uygulanmistir. Manyetik karistiricidan alinan beherin agzi kapatilip
1 giin beklemeye birakilmistir. Hazirlanan ¢ozelti deneyler sirasinda kullanilan cam

malzemelerin ve Pt telin temizlenmesinde kullanilmustir.
2.2. Yontem

2.2.1. Camsi karbon elektrotlarin (GCE) temizlenmesi
GCE (5 mm disk) 0.1 M Alimina soliisyonundan (Gamma Micropolish II,
0.05micron) elektrot temizleme pedi iizerine dokiiliip elektrot yilizeyi iyice
temizlenmistir. Temizlenen elektrotlar i¢erisinde saf distile su bulunan behere daldirilip
5 dakika ultrasonik banyoda muamele edilmistir. Beher icerisinden ¢ikartilan elektrotlar
0.05 M Aliimina soliisyonu ile tekrar temizlendikten sonra 5 dakika daha saf distile su

bulunan beherde ultrasonik banyoda muamele edilmistir.
2.2.2. Calisma elektrotlarimin farklh metaloftalosiyaninlerle modifiye edilmesi

2.2.2.1. Calisma elektrotlarimin TEMPO-ZnPc ile modifiye edilmesi

Metaloftalosiyaninlerin elektrokatalitik 6zelligi literatiirde belirtilmektedir [76,70].
Bununla beraber molekiiler yapilarinda i¢erdikleri merkezi metal iyonun redoks aktivitesi
metaloftalosiyaninlerin maddeleri elektro-algilama aktivitesinde kilit rol oynamaktadir.
TEMPO bir serbest radikaldir ve diger organik molekiillere kovalent olarak baglanma
ozelligine sahiptir. TEMPO radikali redoks aktif bir bilesik oldugundan elektrokimyasal
olarak okside olma kapasitesini saglamaktadir. Nitroksil grubu tagiyan biyomolekiillere
de baglanma 6zelligi bu grubu igeren materyallerin farkli hedef molekiiller icin aktif

elektrokatalizor olarak kullanimi igin uygun hale getirmektedir.
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Cinko(Il) ftalosiyanin (TEMPO-ZnPc) aragtirma grubumuz tarafindan, periferal
olarak 2,2,6,6- tetrametil-1 piperidiniloksi (TEMPOQO) radikali ile birlestirilerek
sentezlenmistir [75]. TEMPO-ZnPc yapisindaki ¢oklu elektron halkasina bagh
indirgenme reaksiyonu ve TEMPO grubuna bagli oksidasyon reaksiyonu gostermektedir.
0.6 mg TEMPO-ZnPc tartilip 1 ml Dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilerek
elektrotu kaplamak iizere ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiden 5 pl GCE

yiizeyine damlatilip Pasteur firininda kurumaya birakilmistir (Sekil 2.1).

a b c
Sekil 2.1. TEMPO-ZnPc toz hali (a), DMSO’da ¢6ziilen TEMPO-ZnPc molekiilii (b),
TEMPO-ZnPc ile modifiye edilen camsi karbon elektrot (c).

2.2.2.2. Calisma elektrotlarinin n-MnPc ile modifiye edilmesi

n-MnPc molekiilii arastirma grubumuz tarafindan Mangan (III) ftalosiyanin
molekiiliine non periferal tetra kalkon substiitie edilerek sentezlenmistir [78]. n-MnPc 40
mg n-MnPc stok maddeden 0.7 mg tartilip 1 ml diklorometan igerisinde ¢oziilmiistiir.
Hazirlanan ¢ozelti elektrokimyasal hiicre igine aktarilip 3 ml daha diklorometan
eklenerek n-MnPc’nin iyice ¢ozlilmesi saglanmustir. Molekiiliin
elektropolimerizasyonunu gergeklestirmek icin elektrokimyasal sistem kurulmus,
cozeltiye iletkenligi saglamasi icin tetrabiitil amonyumperklorat (TBAP) eklenmistir.
Cozelti igerisine camsi karbon ¢alisma elektrot, Ag/AgCI referans elektrot ve platin tel
daldirilarak sistem kurulmustur. Potansiyostatta farkli voltaj araliklar1 uygulanarak
molekiilin optimum polimerizasyon araligini bulabilmek i¢in doniisiimlii voltmetri ve
kare dalga voltmetri 6lgtimleri yapilmistir. Uygun polimerizasyon araligi 0 - 1.5 V olarak
bulunduktan sonra elektrot yiizeyi n-MnPc ¢6zeltisi iginde elektropolimerizasyon
yontemiyle 5 kat kaplanmistir. Modifiyesi yapilan elektrotlar sensor testi i¢in oda
sicakliginda (25 °C) bir giin bekletilmistir.
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2.2.2.3. Cahsma elektrotlarimin PANI-N3-MnPc ile modifiye edilmesi

PANI hazirlamak icin 0.020 g 4-azidoanilin tartilip 2,0 ml 0,200 M H2SO4 iginde
¢ozilmistiir. Cozelti elektrokimyasal hiicreye aktarilip icine TBAP eklenerek, indiyum
kalay oksit (ITO), Ag/AgCl referans elektrot ve Pt telden olusan t¢lii elektrot sistemi
kurulmustur. ITO’nun yiizeyinde PANI film olusturmak igin ¢dzelti igerisinde 1.2 V ile -
0.2 V arasinda 20 dongilide elektropolimerizasynu gerceklestirilmistir. Daha sonra
elektrotlar kurumaya birakilmistir. Kuruyan PANI film kapli elektrotlarin MnPc ile
immobilizasyonu i¢in klik elektokimya yontemi kullanilmistir. Bu yontemde oncelikle
ticlii elektrot sistemi kurulmus, daha sonra 0.5 mg MnPc tartilip DMSO’da ¢ozeltisi
hazirlanmis, ¢ozelti igerisine TBAP ve 0.15 mg CuSOs eklenmistir. Kurulan sistemde
PANI kapli elektrotlar 900 saniye boyunca -0.15 V’ da klik edilmistir. Klik islemi
sonucunda ITO/PANI-N3-MnPc modifiye elektrotlar hazirlanmustir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. ITO elektrodun hazirlanan PANI ¢ozeltisi i¢inde elektropolimerizasyonu (a)
ve PANI film kapl1 ITO (b), PANI film kapli ITO’larin MnPc ¢dzeltisi i¢inde klik
elektrokimya ydntemiyle kaplanmasi (c), ITO/PANI-Ns-MnPc modifiye elektrot (d).

2.2.2.4. Calisma elektrotlarinin TiPc ile modifiye edilmesi

1.2 mg TiPc tartilip tartilip 1 ml diklorometan igerisinde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan
cozelti elektrokimyasal hiicre i¢ine aktarilip 3 ml daha diklorometan ve TBAP
eklenerek ¢ozelti hazirlanmigtir. Molekiiliin elektropolimerizasyonunu gergeklestirmek
i¢in elektroktrot sistemi kurulmustur. Cozelti igerisine GC galisma elektrotu, Ag/AgCl
referans elektrot ve Pt tel yardimci elektrot daldirilarak sistem hazirlanmistir.
Potansiyostatta farkli voltaj araliklart uygulanarak molekiiliin optimum polimerizasyon

araligini bulabilmek i¢in dontisiimlii voltmetri ve kare dalga voltmetri dl¢timleri
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yapilmistir. Uygun polimerizasyon araligi -0.5 - 1.5 V olarak bulunduktan sonra elektrot
elektropolimerizasyon yontemiyle 10 kat kaplanmistir. Modifiyesi yapilan elektrotlar

sensor testinde kullanilmustir.
2.2.3. AHL Molekiillerinin Seyreltilmesi

Deneylerde AHL molekiilii olarak N-Hekzanoil-DL- Homoserin lakton (Ce HSL),
N-Oktanoil-DL- Homoserin lakton (Cg HSL), N-Dekanoil-DL- Homoserin lakton (Cio
HSL), N-Biitiril-DL-Homoserin lakton (Cs HSL), ve N-(3-okzo-dodekanoil)-L-
Homoserin lakton (30xo C12 HSL) kullanilmistir. Ttim AHL molekiilleri %10’luk DMSO
ile seyreltilmistir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Farkli AHL molekiilleri (A), Farkli AHL molekiillerinin %10’luk DMSO ile

seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda stok soliisyonlarinin hazirlanmasi (B).

2.2.4. AHL molekiillerinin elektrot sisteminde sensor testi

Sensor testleri elektrokimyasal hiicre, ticli elektrot sistemi, potansiyostat ve
bilgisayardan olusan diizenekte 25 °C’de gergeklestirilmistir (Sekil 2.4). TEMPO-
ZnPc, n- MnPc, PANI-N3-MnPc ve TiPc ile modifiye edilen elektrotlar kurulan sistemde
elektokimyasal hiicre igerisine daldirilmis, ¢esitli konsantrasyonda hazirlanan AHL
cozeltileri ile artan dozlarda titre edilmigtir. Titrasyon sirasinda potansiyostat kullanilarak

SWV ve CV olgtimleri kaydedilmistir.
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N

Modifiye edilmis elektrot

Metaloftalosiyaninle modifiye edilmis elektrot yiizeyi

Sekil 2.4. Sensor testlerinin yapildigi elektrokimyasal sistem; bilgisayar (1), potansiyostat
(2), Pt tel (3), TEMPO-ZnPc/GCE modifiye ¢alisma elektrotu (4), Ag/AgCl referans
elektrot (5),elektrokimyasal hiicre (6), mikropipet (7).

2.2.4.1. AHL molekiillerinin TEMPO-ZnPc¢ modifiye elektrotla sensor testi

Sensor testi, Tlclii elektrot sistemi, elektrokimyasal hiicre, bilgisayar ve
potansiyostattan olusan elektrokimyasal ortamda 25 °C’de gerceklestirilmistir. Uclii
elektrot sistemi ¢aligma elektrotu, yardimci elektrot ve referans elektrottan meydana
gelmektedir. Calisma elektrotu olarak TEMPO-ZnPc ile modifiye edilmis elektrotlar
kullanilmistir. Yardimer elektrot olarak Pt tel, referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrot
kullanilmistir. Elektrokimyasal hiicre igerisinde 4 ml distile su ve 0,10 mol dm?
lityumperklorat (LiClO,) tuzundan olusan elektrolit hazirlanmstir. iletkenligi saglamak
icin lityumperklorat tuzu kullanilmistir. Hazirlanan elektrolit icerisine referans elektrot,
yardimci elektrot ve modifiye edilmemis bos elektrot daldirilmistir. Sensor testinin
yapilacagl ortamda safsizlik olup olmadigini anlamak icin bos elektrotun elektrolit
ortaminda doniisiimlii voltametri ve kare dalga voltametri ol¢iimleri alinmistir. Bu

Olglimler incelenerek ortamin temiz oldugu anlasildiktan sonra TEMPO-ZnPc ile
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modifiye edilmis elektrot, elektrolite daldirilip doniisiimlii voltametri ve kare dalga
voltametri 6l¢iimleri yapilmigtir. TEMPO-ZnPc ile kapli elektrotlarin sensor testinden
once kararliligimi test etmek igin 10 kere st iiste kare dalga voltametri olglimleri
yapilmistir. Olgiimler sonucu elektrot kararlilig saglanip redoks piki belirlendikten sonra
sensOr testine gecis yapilmistir. Ortamda oksijen varlii sensor testinin sonuglarini
etkileyebilmektedir. Bu ylizden her dl¢iimden en az 15 dakika 6nce ortamdan saf azot
gaz1 gecirilerek ¢ozelti igerisindeki ¢oziinmiis oksijen ortamdan kaldirilmistir. AHL
molekiillerine yonelik sensor testi i¢in kararliligi saglanan TEMPO-ZnPc ile kaph
elektrot, referans elektrot ve yardimeci elektrottan olugan sisteme 3 oxo Ci2 HSL
¢ozeltisinden 2,5 ile 2462,5 uM arasinda farkli konsantrasyonlarda eklenerek, elektrot
ucundaki TEMPO- ZnPc¢ molekiilii ile eklenen 3 oxo C12 HSL molekiiliiniin etkilesimi
potansiyometrik olgtimlerle incelenmistir. AHL molekiilleri ¢ozeltiye eklendiginde
molekiillerin redoks aktif 6zelliklerinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in bos elektrotla
da potansiyometrik olgtimler yapilmistir. Sensor testinde doniistimlii voltametri ve kare
dalga voltametri 6l¢iimleri 1 - -1 V araliginda yapilmistir. Ayni islemler C4 HSL, Ce¢ HSL,
Cs HSL ve C10 HSL molekiilleri i¢in de ayr1 ayr1 uygulanmustir.

GCE/TEMPO-ZnPc elektrotun AHL sensorii olarak kullanimini pratikte gormek
amactyla 3 oxo Ci12 HSL molekiilii igeren siit 6rnegi modifiye elektrotla test edilmistir.
Bu amagla 10 ml siit kaynatilarak sterilize edilmistir. Sterilize edilen siitiin 4 ml’si
elektrokimyasal hiicreye aktarilmis ve lizerine TBAP eklenmistir. Kurulan ti¢lii elektrot
sisteminde GCE/TEMPO-ZnPc modifiye elektrotun 6nce kararliligini test etmek i¢in 10
kere iist iiste kare dalga voltametri dlgiimleri yapilmistir. Olgiimler sonucu elektrot
kararlilig1 saglanip redoks piki belirlendikten sonra sensor testine gegis yapilmistir. 3 0X0
C12 HSL ¢ozeltisinin 2,5 ile 2462,5 uM arasinda farkli konsantrasyonlari siit igine
eklenerek, elektrot ucundaki TEMPO- ZnPc molekiili ile siit i¢indeki 3 oxo Ci2 HSL
molekiiliintin etkilesimi potansiyometrik 6l¢timlerle incelenmistir. Her dl¢limden en az
15 dakika once ortamdan saf azot gazi gecirilerek ¢ozelti icerisindeki ¢oziinmiis oksijen
ortamdan kaldirilmistir. Sensor testinde doniisiimlii voltametri ve kare dalga voltametri

Ol¢timleri 1 - -1 V araliginda yapilmistir.
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2.2.4.2. AHL molekiillerinin n- MnPc¢ modifiye elektrotla sensor testi

Sensor testi, tglii elektrot sistemi, elektrokimyasal hiicre, bilgisayar ve
potansiyostattan olusan elektrokimyasal ortamda 25 °C’de gerceklestirilmistir. Calisma
elektrodu olarak n- MnPc ile modifiye elektrotlar kullanilmistir. Yardimci elektrot olarak
Pt tel, Referans elektrot olarak Ag/AgCl elektrot kullanilmistir. Hazirlanan 0,1 M PBS

(pH 7,4) ‘den 4 ml hiicre igerisine aktarilip sensor testi igin elektrolit olarak kullanilmistir.

Hazirlanan elektrolit igerisine referans elektrot, yardimei elektrot ve modifiye
edilmemis bos elektrot daldirilmistir. Ortamdaki safsizlik kare dalga voltametri
Olciimleriyle kontrol edilmistir. n- MnPc ile kapli elektrotlarin sensor testinden dnce
kararliligini test etmek i¢in 10 kere iist iiste kare dalga voltametri 6lgtimleri yapilmis ve
elektrot kararlig1 saglandiktan sonra sensor testine gecis yapilmistir. Her 6l¢timden en az
15 dakika once ortamdan saf azot gaz1 gecirilerek ¢ozelti igerisindeki ¢oziinmiis oksijen
ortadan kaldirilmistir. AHL molekiillerine yonelik sensor testi i¢in kararliligi saglanan
n- MnPc ile kapli elektrot, referans elektrot ve yardimci elektrottan olusan sisteme 3 0X0
C12 HSL ¢ozeltisinden 2,5 — 2662,5 uM arasinda farkli konsantrasyonlarda eklenerek,
elektrot ucundaki n- MnPc molekiilii ile eklenen 3 oxo C12 HSL molekiiliiniin etkilesimi
potansiyometrik ol¢limlerle incelenmistir. Sensor testinde doniisiimlii voltametri ve kare
dalga voltametri 6l¢iimleri 1 - -1 V araliginda yapilmistir. Ayni islemler C4 HSL, Ce¢ HSL,
Cg HSL ve C1o HSL molekiilleri i¢in de ayr1 ayri uygulanmistir.

2.2.4.3. AHL Molekiillerinin PANI-N3-MnPc modifiye elektrotla sensor testi

Sensor testi, Uglii elektrot sistemi, elektrokimyasal hiicre, bilgisayar ve
potansiyostattan olusan elektrokimyasal ortamda 25 °C’de gerceklestirilmistir.
Elektrokimyasal hiicre i¢erisinde 4 ml distile su ve 0,1 mol dm™ lityumperklorat (LiCIO,)
tuzundan olusan elektrolit hazirlanmistir. Calisma elektrotu olarak ITO/PANI-N3-MnPc
modifiye elektrot kullanilmigtir. Ortamdaki safsizhik kare dalga voltametri ve
kronoamperometre Slciimleriyle kontrol edilmistir. ITO/PANI-N3-MnPc elektrotlarmn
sensoOr testinden dnce kararliligini test etmek i¢in 10 kere iist iiste kare dalga voltametre
Ol¢iimleri yapilmis ve elektrot kararligi saglandiktan sonra sensor testine gegcis
yapilmistir. Sistemden saf azot gazi gecirilmistir. Hiicre igerisine 2,5 ile 3500 uM
arasinda farkli konsantrasyonlarda 3 0xo C12 HSL molekiiliinden eklenip, ITO/PANI-Ns-
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MnPc modifiye elektrot ile eklenen 3 oxo Ci2 HSL molekiiliiniin etkilesimi
potansiyometrik ol¢timlerle incelenmistir. Sensor testinde doniisiimlii voltametri ve kare
dalga voltametri 6l¢iimleri -1 — 1.3 V araliginda yapilmistir. Ayni islemler C4 HSL, Ce
HSL, Cg HSL ve C1o HSL molekiilleri i¢in de ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir.

2.2.4.4. AHL molekiillerinin TiPc modifiye elektrotla sensor testi

Sensor testi, tclii elektrot sistemi, elektrokimyasal hiicre, bilgisayar ve
potansiyostattan olusan elektrokimyasal ortamda 25 °C’de gergeklestirilmistir.
Elektrokimyasal hiicre i¢erisinde 4 ml distile su ve 0.1 mol dm™ lityumperklorat (LiClO.)
tuzundan olusan elektrolit hazirlanmistir. Ortamdaki safsizlik kare dalga voltametri
Olgtimleriyle kontrol edilmistir. Calisma elektrotu olarak TiPc ile modifiye elektrotlar
kullanilmistir. Sensor testinden 6nce GCE/TiPc elektorotun kararliligini test etmek i¢in
10 kere iist iiste kare dalga voltametre Olgiimleri yapilmis ve elektrot kararlig
saglandiktan sonra sensor testine gecis yapilmustir. Uclii elektrot sisteminin kurulu
oldugu hiicre igerisinden saf azot gazi1 gegirilmistir. Hiicre igerisine 5-5000 uM arasinda
farkli konsantrasyonlarda 3 oxo Ci2 HSL molekiiliinden eklenip, elektrot ucundaki TiPc
ile eklenen 3 oxo Ci» HSL molekiiliiniin etkilesimi potansiyometrik Olgiimlerle
incelenmistir. Sensor testinde dontisiimlii voltametri ve kare dalga voltametri 6l¢timleri 1
- -1 V araliginda yapilmistir. Ayni islemler C4 HSL, Cs HSL, Cg HSL ve Cio HSL

molekiilleri i¢in de gerceklestirilmistir. Her bir sensor testi 3 kere tekrar edilmistir.
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BOLUM 3
3. BULGULAR VE TARTISMA / RESULTS AND DISCUSSION

3.1. TEMPO-ZnPc, n-MnPc ve PANI-N3-MnPc Komplekslerinin

Elektrokimyasal Davramslari

Ftalosiyaninlerin molekiiler yapilarina cesitli fonksiyonel metal gruplarinin
eklenmesiyle ¢oziiniirlikklerinin ve elektrokatalitik 6zelliklerinin degistigi bilinmektedir.
Maddelerin elektrokatalitik 6zelliginin belirlenmesinde ise en Onemli kriter redoks
davraniglarinin belirlenmesidir. Redoks potansiyeli, kimyasal tiirlerin elektron alarak
indirgenmelerinin dl¢listinii  ifade etmektedir. Kimyasal tiirlerin elektrokatalitik
ozellikleri, elektrot sisteminde maddenin kendi ¢oziiciisii icinde voltametrik 6lgtimlerle
belirlenmektedir. Bu sebeple; TEMPO-ZnPc, n-MnPc, PANI-Ns-MnPc komplekslerinin
elektrokatalitik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in elektrot sisteminde voltametrik Sl¢timler

yapilmustir.
3.1.1. TEMPO-ZnPc kaph elektrotun elektrokimyasal davranmisi

Sekil 3.1°de TEMPO-ZnPc‘nin DMSO/TBAP i¢inde SWV ve CV O6l¢tiimii
grafikleri  gosterilmistir. TEMPO-ZnPc, DMSO/TBAP elektrolitte —1.28 V’da
[Zn'"Pc3 ] /[Zn"Pc 17, —1.98 V’da [ZnlIPc* 1* /[Zn"'Pc> P ve —0.83 V’da [Zn''Pc?]/
[Zn"Pc3]'™ ciftleri olmak {izere 3 tane yari tersinir indirgenme siireci gdzlenmistir.
Anodik potansiyel taramasinda ise 0.83 V’da (AEp= 114 mV, lp/lpk= 0,88) oksidasyon
piki gozlenmistir. TEMPO-ZnPc kompleksinin farkli tarama hizlarinda CV 06lgim
grafiginde tarama hizin1 arttirdikga tersinirlikten yari tersinirlige dogru kayma
gozlenmistir. Grafik pik akiminin, tarama hizinin karekoki ile dogru orantili oldugunu
gostermektedir. Pozitif potansiyelde tarama yapildiginda ftalosiyaninin +2’den +3’e
yiikseltgendigi goriilmektedir. Bu dlgtimler sonucunda TEMPO-ZnPc kompleksi igin
AEp degeri 114 mV bulunmus ve yar1 tersinir bir redoks mekanizmasi igerdigi

anlasilmstir.
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Sekil 3.1. TEMPO-ZnPc’nin DMSO/TBAP ortami i¢inde GC elektrotta A) Degisik
tarama hizlarinda CV déngiileri, B) 0.100 Vs ‘de SWV &l¢iimii.

GCE/TEMPO-ZnPc elektrotun iletkenligini saptamak igin elektrokimyasal
empedans spektroskopi (EIS) ol¢iimii yapilmistir (Sekil 3.2). Grafik bos elektrotun
gercek direncinin TEMPO-ZnPc ile kaplandiginda 550 ohm’dan 400 ohm’a diistiiglinii
gostermistir. Bos elektrotla karsilastirildiginda GCE/TEMPO-ZnPc ¢alisma elektrotunun
direncinin azalmasina bagl olarak iletkenliginin arttig1 ve sensor testi i¢in uygun oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 3.2. GCE/TEMPO-ZnPc modifiye elektrot ve bos elektrotun 0.01 mol dm

Z'(ohm)

Ferrosiyanin ¢ozeltisi i¢cinde EIS 6l¢tim grafigi.

3.1.2. n-MnPc kaph elektrotun elektrokimyasal davranisi ve GCE iizerine

elektropolimerizasyonu

n-MnPc kompleksi -0.75 V ve -0.070 V’da iki adet indirgenme piki gostermis ve
-0.75 V>da Mn'"Pc/Mn"Pc redoks reaksiyonu vermistir. CV 6l¢iimii pik akiminin tarama

hizinin karekoki ile dogru orantili olarak arttigini gostermektedir (Sekil 3.3). Tarama hizi

arttirildikga n-MnPc kompleksinin yari tersinir 6zelliginin arttigi goériilmistiir.
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Sekil 3.3. n-MnPc’nin DCM/TBAP elektrolit ortaminda GCE iizerinde N> altinda

Farkli tarama hizlarinda CV 6l¢lim grafigi.

Elektrot modifiyesi, elektrokataliz siire¢lerinde kullanilan en 6nemli parametredir.
Elektrot yiizeyinin istenilen maddeyle kaplanma kalitesi, elektrotun sensor islemlerinde
kullanimini biiyiik oranda etkilemektedir. Biyosensor dizayninda analiti algilayacak olan
maddenin elektrot yiizeyinde fiziksel veya kimyasal bircok immobilizasyon yontemi
kullanilmaktadir. Damlatip kaplama (cast film), elektropolimerizasyon, fiziksel
adsorblama sik kullanilan tekniklerindendir. AHL’lere yonelik biyosensor dizayninda
reseptor molekiil olarak test edilen n-MnPc GCE iizerine elektropolimerizasyon

yontemiyle immobilize edilmistir.

n-MnPc kompleksinin elektropolimerizasyonunun CV olgiimii Sekil 3.4°te
gosterilmektedir. Elektropolimerizasyon sirasinda n- MnPc kompleksinin en iyi redoks
aktivite ve iletkenlige gdsterdigi potansiyel araligi O - 1.5 V olarak bulunmustur. ilk CV
dongiisiinde 1,1 V’da ¢ikan pikin, CV dongii sayist arttirildikga kayma gosterdigi ve

akimda da artma meydana geldigi gozlenmistir.
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Sekil 3.4. n-MnPc’nin 100 mV s? ‘de GC elektrotta DCM/TBAP ortaminda tekrar eden
CV dongiileri.

3.1.3. PANi-N3-MnP¢’nin ITO iizerine elektropolimerizasyonu

Sensor uygulamalarinda metaloftalosiyaninlerin elektropolimerizasyon teknigi ile
polimerlestirilerek aktif katalizorlerin elde edilmesiyle ilgili ¢alismalar literatiirde yer
almaktadir [79,80]. Calismamizda AHL molekiillerinin sensor testinde kullanilmak tizere
elektropolimerizasyon yontemi kullamlarak ITO elektrot iizeri PANI-N3 filmi ile
kaplanmistir. 4-azidoanilin hidroklorit’in elektropolimerizasyonu sirasinda kaydedilen
CV olgimii Sekil 3.5’te gosterilmektedir.  4-azidoanilin tiri 0.53 V’ da ilk CV
dongiisiinde yiikseltgenmis ve tekrarli CV dongiileri boyunca ¢alisma elektrotu {izerine
elektropolimerizasyonu gergeklestirilmistir. CV dongiileri arttikga pik potansiyelleri de
artig gostermistir. CV 6lglimii sonucunda elektropolimerizasyon sirasinda karakteristik
degisimler gbzlenmistir. Tekrarli CV dongiileri boyunca akim yogunlugu artisiyla birlikte
piklerde kayma gozlenmistir. Sonuglar 4-azidoanilin tiiriiniin elektropolimerize oldugunu
ve ITO’nun PANI-N3 filmi ile kaplandigim géstermistir. ITO/PANI-N3 iizerindeki azit
gruplariyla MnPc kompleksinin terminal alkinil grubunun elektrokimyasal olarak

baglandig diisiiniilmektedir.
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Sekil 3.5. 4-azidoanilin hidroklorit’in 100 mV s'’de ITO iizerine DMSO/TBAP

ortamnda elektropolimerizasyonu.

Literatiirdeki ¢alismalarda CEC yontemi ile modifiye elektrotlarin yapildigi ve
bunlarin elektrokimyasal sensor olarak kullanildig: bildirilmektedir[81] . Calismamizda,
CEC teknigi kullanilarak ITO/PANI-N3-MnPc modifiye elektrotu elde edilmistir. CEC
ile  modifiye edilen elektrotlarin  redoks Ozelliginin  arttigi  gozlenmistir.
Elektropolimerizasyon teknigi kullanilarak 4-azidoanilin ITO iizerine modifiye edilmis
ve ITO/PANI-N3 elektrot MnPc komplekslerinin sabitlenmesi igin azit kaynagi olarak
kullanilmistir. ITO/PANI-N3 elektrotun MnPc ile modifiye edilmesi icin DMSO/TBAP
cozeltisi icinde CEC teknigi kullanilarak -0.15 V sabit potansiyelde klik yapilmistir. ITO,
ITO/PANI-N3 ve ITO/PANI-N3-MnPc elektrotlarm HO/LiClOs4 ortaminda SWV
Ol¢iimleri sonucunda ITO elektrotun herhangi bir redoks cevabi go6zlenmezken
ITO/PANI-N3 elektrot icin O V yakinlarinda PANI-N3’iin redoks piki bulunmustur.
ITO/PANI-N3-MnPc elektrot {izerinde hem Mn™Pc/Mn"Pc ait pikin hem de PANI’ye ait
pikin gdzlenmesi PANI-N3-MnPc’nin klik oldugunu gostermektedir.
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3.2. Modifiye Edilen Elektrotlar ile AHL Molekiillerinin Titrasyonu
3.2.1. TEMPO-ZnPc modifiye elektrotlarin AHL molekiilleri ile titrasyonu

Sensor elektrotunu hazirlamak amaciyla GC elektrotlar damlatip kaplama teknigi
ile TEMPO-ZnPc kompleksi ile kaplanmis ve GCE/TEMPO-ZnPc modifiye elektrot
yapilmistir. GCE/TEMPO-ZnPc elektrodun 0.73 V’da (pH 7,4 vs. Ag/AgCl) yar1 tersinir
oksidasyon piki gostermektedir (Sekil 3.6). Bu pikin TEMPO gruplarinin
oksidasyonlariyla iliskilendirildigi literatiirde belirtilmektedir [75].
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Sekil 3.6. GCE/TEMPO-ZnPc modifiye elektrot ve bos elektrotun LiClO4/H.0 iginde CV

Ol¢tim grafigi.

Redoks aktivitesi ve iletkenligi belirlenen GCE/TEMPO-ZnPc modifiye ¢alisma
elektrotu AHL sensorii olarak test edilmistir. Kararlilig: test edildikten sonra modifiye
elektrotlar 3 oxo Ci12 HSL, C10 HSL, Cg HSL, Ce HSL, C4 HSL ile ayr1 ayr titre edilmis
ve artan AHL konsantrasyonuna gore GCE/TEMPO-ZnPc elektrotlarin SWV 6l¢iimleri
kaydedilmistir. Olgiimler sonucunda test edilen AHL molekiillerinin hepsi i¢in akimda

degisimler gbozlenmis fakat elektrot hassasiyetinin her bir AHL molekiilii i¢in farkli
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oldugu sonucuna varilmistir. GCE/TEMPO-ZnPc modifiye elektrotla 3 oxo C12 HSL’nin
titrasyonu sirasinda SWYV olciimleri incelenerek, inceleme sonucunda elde edilen sonug
Sekil 3.7 ‘de gosterilmistir. SWV 6l¢timlerinde GCE/TEMPO-ZnPc elektrotun 3 oxo Ci2
HSL ile titrasyonunda, bu molekiiliin diger AHL molekiillerine gore daha yiiksek diizeyde
algilandig1 tespit edilmistir. Sensor testinde pik akimindaki degisim tiim AHL molekiilleri
icin gozlenirken, akimin azalmasiyla beraber pik kaymasi sadece 3 oxo Ci» HSL’de
gozlenmistir. Grafikteki pik, TEMPO grubunu temsil etmektedir. Sisteme AHL molekiilii
eklendiginde, maddenin AHL ile etkilesiminden dolay1 bu pik lizerinde degisim meydana
gelmistir. Grafikten de anlasildigr gibi 3 0xo Ci12 HSL nin artan konsantrasyonuna bagl
olarak pik akiminin azaldigi ve pik potansiyelinin 0.73 V’dan 0.88 V’a kaydigi

gbzlenmistir.
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Sekil 3.7. GCE/TEMPO-ZnPc modifiye elektrotun farkli konsantrasyonlarda 3 oxo Ci»
HSL igeren LiClIO4/H20 iginde SWV 6lglim grafigi.

3 oxo Ci2 HSL molekiiliiniin artan konsantrasyonuna bagli olarak akimdaki
degisimi gosteren kalibrasyon grafigi verilmistir (Sekil 3.8). Kalibrasyon grafigine gore
GCE/TEMPO-ZnPc elektrotun 3 oxo C12 HSL molekiiliinii 2.32x10® — 39.90x10°® mol

dm konsantrasyonlar1 arasinda lineer grafik elde edilmistir. Bir biyosensériin uygun bir
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kararlilikla 6lgebildigi en diisiik analit konsantrasyonu “Algilama sinir1 (LOD)” olarak

bilinmektedir. Algilama sinir1, LOD = 3;—6 formiilii ile hesaplanmaktadir. Burada “c”

[13 2

elektrot kararliligini tespit etmede alinan 10 tane SWV 6l¢iimiiniin standart sapmasi, “m

ise kalibrasyon grafigindeki
GCE/TEMPO-ZnPc¢ elektrotun 3 oxo Ci2 HSL molekiilii igin algilama smir1 1.80x10°

egim degeridir.

Kalibrasyon grafigine bakilarak

mol dm olarak bulunmustur. Bu veriler sonucunda AHL molekiiliiniin amino gruplar

ile TEMPO-ZnPc molekiiliindeki TEMPO radikal gruplar1 arasinda etkilesim oldugu

distiniilmektedir.
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Sekil 3.8. Kalibrasyon grafigi; SWV pik akimi ile LiClO4/H20 elektrolitteki 3 oxo Ci2

HSL konsantrasyonu arasindaki iliski (a), Akim konsantrasyon grafigi ve grafigine gore

hesaplanan R? degeri (b).
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Sekil 3.9. GCE/TEMPO-ZnPc modifiye elektrotun farkli konsantrasyonlarda 3 oxo Ci2
HSL igeren LiClO4/H,0 i¢inde 100 mVs™ tarama hizinda kaydedilen CV 6l¢iimii.

TEMPO-ZnPc  modifiye elektrotun 3 oxo Ci2 HSL’nin  farkhi
konsantrasyonlarinda kaydedilen CV &l¢iimii gosterilmektedir (Sekil 3.9). Grafikte AHL
molekiiliiniin artan konsantrasyonuyla beraber, maddenin pik akimimnin azaldigi, pik
potansiyelinin ise artarak kayma gosterdigi goriilmektedir. GCE/TEMPO-ZnPc elektrotla
C4HSL, Cs HSL, Cg HSL, C10 HSL nin titrasyonu sirasinda kaydedilen SWV 6lctimleri
gosterilmigtir (Sekil 3.10). Daha disiik karbon sayisina sahip diger AHL’lerin
elektrokimyasal sisteme eklenmesiyle olgiimlere gore yine akimda azalma goriiliirken,
TEMPO pikinde kayda deger bir kayma gézlenmemistir. Diger AHL molekiilleri i¢in
algilama aralig1 ve LOD degerleri verilmistir (Tablo 3.1). GCE/TEMPO-ZnPc modifiye
elektrotla AHL molekiillerinin titrasyonu sonucunda kaydedilen SWV él¢timlerinde
gozlenen  farkli  cevaplar AHL  molekiillerinin  yapisal  farkliliklar1i  ile
iligkilendirilmektedir. 3 oxo C12 HSL molekiilii amino grubuna yakin 3 karbonil grubuna
sahipken, diger molekiiller sadece 2 karbonil grubuna sahiptir. Bu durumun sensor
Ol¢iimleri sirasinda SWV cevaplarinda farkliliklara sebep oldugu diisiiniilmektedir.
Molekiiler yapilarina baglh olarak o6zellikle diger AHL molekiilleri i¢in pik akimi
degisimlerinin giicii 3 oxo Ci2 HSL’ye gore daha diisiik kalmaktadir. Elde edilen bu
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bilgiler 1s18inda GCE/TEMPO-ZnPc elektrotun, 3 oxo Ci2 HSL molekiiliinii yiiksek
hassasiyette ve secicilikle algiladigi goriilmektedir.

Literatiire bakildiginda AHL molekiillerini saptamak i¢in optik ve
elektrokimyasal biyosensor calismalarinin oldugu goriilmektedir. Optik ¢alismalarda
enzim, substrat ve mutant bakteri suslar1 kullanilmaktadir. Zhongjian Li ve arkadaglar1 P.
aeruginosa’nin QS sinyal molekiillerinden olan 3 oxo Ci2 HSL’yi saptamaya yonelik
bakteri bazli biyosensor caligmasi yapmiglardir. Calismalarinda 3 oxo Ci2 HSL’yi
saptamak i¢in canli bakteri hiicreleriyle biyoelektrokimyasal sistem kurmus ve
potansiyometrik analizler yapmiglardir. Anot ve katottan olusan elektrokimyasal sistemde
AHL molekiillerinin analizinin 115 saate varan uzun siirecler aldig1 belirtilmektedir [82].
Buna karsi ¢alismamizda kurdugumuz elektrokimyasal sistemde GCE/TEMPO-ZnPc
modifiye elektrot kullanimiyla ve voltametrik 6lgiimlerle AHL saptama islemi 5 dakikaya
indirilmistir. Anjali Struss ve arkadaslart AHL molekiillerine yonelik yaptiklari optik
biyosensor caligmasinda, beta galaktosidaz enzimi ve kromojenik substrat olarak X-gal
kulladiklar1 belirtilmektedir. Fakat bu ¢alismalarda kullanilan enzimlerin protein
yapilarindan kaynakli farkli 1s1 ve pH’larda yapisal bozulmaya ugramasi ve farkl
kimyasal maddelerin kullanimindan kaynakli standardizasyon zorlugu gibi dezavantajlar
ortaya ¢iktigi belirtilmektedir [83]. Calismamizda, AHL molekiillerini tespit etmede
enzim kullanimini1 yerine daha dayanikli oldugu disiiniilen metaloftalosiyanin
kullanilmigtir. Metaloftalosiyanin bazli elektrokimyasal biyosensor ¢alismasinin, enzim
veya substrat kullanimi olmadan yapilan oncii AHL saptama calismasi oldugu

diistiniilmektedir.

AHL molekiillerini tespit etmeye yonelik yapilan elektrokimyasal caligmalara
bakildiginda, PQS molekiillerinin ve 3 oxo Ci2 HSL molekiillerinin algilanabildigi
gorilmiistiir [84-86]. GCE/TEMPO-ZnPc modifiye elektrot kullanilarak yaptigimiz AHL
saptama ¢alismasinda ise elektrokimyasal sistemde 3 oxo C12 HSL’ nin yanisira, C4 HSL,
Cs HSL, Cg HSL ve Cio HSL molekiillerinin de farkli konsantrasyon araliklarinda
saptanabildigi SWV dlclimleriyle gosterilmistir. Literatiirde AHL molekiillerini
saptamak i¢in 2010 yilinda Struss ve arkadaslarinin yaptig1 optik biyosensorde 1.00x1078
molL?, 2014 yilinda Sahari ve arkadaslarmin yaptig1 bakteri bazli biyosensédrde ise
1.00x10° molL? algilama limitinde AHL molekiilii saptandig: belirtilmektedir.
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GCE/TEMPO-ZnPc modifiye elektrot ile yaptigimiz AHL saptama calismasinda bu

algilama limitinden 100 kat daha az algilama limiti elde edilmistir.
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Sekil 3.10. GCE/TEMPO-ZnPc modifiye elektrotun farkli konsantrasyonlarda C4-HSL
(@) ve Cs HSL (b) igeren LiClIO4/H20 iginde SWV o6l¢iim grafigi, GCE/TEMPO-ZnPc
modifiye elektrotun farkli konsantrasyonlarda Cg-HSL (c) ve Cio HSL (d) igeren
LiClIO4/H,0 i¢inde SWV 0l¢iim grafigi.
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Tablo 3.1. GCE/TEMPO-ZnPc modifiye elektrot ile ¢esitli AHL molekiillerinin

titrasyonu sonucu algilanan konsantrasyon araliklar1 ve LOD degerleri.

AHL Molekiilleri Algilama Arahgi (mol dm3) LOD (mol dm-3)
3 oxo Ci2 HSL 2.32x10% —39.90x 10° 1.80x10®
C10 HSL 4.00x10°° — 40.00x10° 9.00x10°®
CsHSL 7.50x10°- 40.00x10°® 10.00x10°
Cs HSL 5.00x10° — 20.00x10°® 4.50x10®
Cs HSL 12.50x10° — 87.50x10°® 6.50 X107

3.2.2. TEMPO-ZnPc modifiye elektrotla siit icindeki 3 oxo Ci2 HSL

molekiiliiniin algilanmasi

GCE/TEMPO-ZnPc elektrotun AHL sensorii olarak kullanimini pratikte gormek
amactyla 3 oxo C12 HSL molekiilii i¢eren siit 6rnegi modifiye elektrotla test edilmistir. 3
0x0 C12 HSL molekiilii siit icine eklenmeden 6nce TEMPO grubunun piki 0.72 V olarak
kaydedilmistir. 3 oxo Ci2 HSL siit i¢ine eklenmis ve artan konsantrasyonla SWV
Ol¢iimlerinde yine pik akiminda azalma meydana geldigi ve pik potansiyelinde 0.70
V’dan 0.76 V’a kayma oldugu gozlenmistir (Sekil 3.11). Olgiimlerden elde edilen
kalibrasyon grafigi GCE/TEMPO-ZnPc elektrotun, siitte bulunan 3 oxo Ci2 HSL
molekiiliinii 5.60x10°- 87.50x10® mol dm= konsantrasyon arahiginda algiladigimni
gdstermistir. 3 oxo Ci12 HSL molekiiliiniin siitte algilanma sinirt 37.50 x10° mol dm™
olarak tespit edilmistir (Sekil 3.12). Bu sonuglar GCE/TEMPO-ZnPc elektrotun AHL

sensoOril olarak siit 0rnegi gibi ger¢ek numunelerde de kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 3.11. GCE/TEMPO-ZnPc¢ modifiye elektrotun farkli konsantrasyonlarda 3 oxo Ci2
HSL igeren siit 6rnegi icinde SWV 0l¢lim grafigi.
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Sekil 3.12. Kalibrasyon grafigi; SWV pik akimu ile siit 6rnegi i¢indeki 3 oxo Ci2 HSL
konsantrasyonu arasindaki iliski (a), Akim konsantrasyon grafigi ve grafigine gore

hesaplanan R? degeri (b).
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I (nA)

3.2.3. n-MnPc ve TiPc modifiye elektrotlarin AHL Molekiilleri ile titrasyonu

n-MnPc kompleksiyle kaplanan elektrotlarin 6nce PBS (Fosfat tamponu) ¢ozeltisi
icinde SWV oOl¢timleriyle kararlilig1 belirlenmistir. Elektrot kararliligi 6l¢limiinden sonra
GCE/n-MnPc modifiye elektrot C4 HSL, Ce¢ HSL, Cg HSL, C10 HSL, 3 oxo C12 HSL ile
PBS i¢inde titre edilmistir. Uzun karbon zincirine sahip 3 oxo C12 HSL ve kisa karbon
zincirli C4 HSL molekiilleri ile GCE/n-MnPc modifiye elektrotun titrasyonu sirasinda
kaydedilen SWYV 6l¢iimiinii gosterilmektedir (Sekil 3.13). Grafikte her iki gruptan AHL
molekiilii i¢in de, artan AHL konsantrasyonuyla birlikte n-MnPc pikinde 6nemli bir

kayma gozlenmemistir. Bununla beraber madde akiminda da onemli bir degisime

rastlanmamuistir.
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Sekil 3.13. GCE/n-MnPc modifiye elektrotun 0,1 M PBS iginde farkli
konsantrasyonlardaki 3 oxo C12 HSL (a) ve C4 HSL (b) ile titrasyonu sirasinda kaydedilen
SWYV o6l¢iim grafigi.
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TiPc/GCE modifiye elektrotlar farkli AHL molekiilleri ile distile su/ LiClO4
¢ozeltisi iginde titre edilmistir. Elektrokimyasal sistemde C4 HSL, Ce HSL, Cg HSL, C1o
HSL, 3 oxo Ci2 HSL’ nin titrasyonu SWV ol¢iimleriyle incelenmistir. GCE/TiPc
modifiye elektrotun AHL molekiilleriyle titrasyonu sirasinda kaydedilen SWV 6l¢liim
grafigi verilmistir (Sekil 3.14). Grafige gore c¢esitli AHL molekiillerinin artan
konsantrasyonuyla birlikte akimda veya maddenin pik degerinde bir degisiklik olmadigi

gorilmistiir.
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Sekil 3.14. GCE/TiPc modifiye elektrotun farkli konsantrasyonlarda 3 oxo Ci2 HSL ve
C4 HSL igeren LiClO4/H,0O i¢inde SWV 0l¢iim grafigi.

Elde edilen verilere gére TiPc ve n-MnPc ile modifiye edilen elektrotlarin C4 HSL,
Ce HSL, Cg HSL, C10 HSL 3 oxo Ci2 HSL molekiilleri igin sensor 6zelligi gostermedigi
ve bu metaloftalosiyaninlerle AHL molekiilleri arasinda herhangi bir etkilesim olmadig1

sonucuna varilmistir.
3.2.4. PANI-N3z-MnPc modifiye elektrotlarin AHL molekiilleri ile titrasyonu

ITO/PANI-N3-MnPc modifiye calisma elektrotu AHL sensorii olarak test
edilmistir. Kararlilig1 test edildikten sonra modifiye elektrotlar C4 HSL, Ce HSL, Cg HSL,
C10 HSL 3 oxo C12 HSL ile ayr1 ayn titre edilmis ve artan AHL konsantrasyonuna gore
GCE/TEMPO-ZnPc elektrotlarin SWV 6l¢iimleri kaydedilmistir. Olgiimler sonucunda
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test edilen AHL molekiillerinin hepsi i¢in akimda degisimler gozlenmis fakat elektrot

hassasiyetinin her bir AHL molekiilii i¢in farkli oldugu sonucuna varilmstir.

Ci0 HSL ile titrasyonu sirasinda kaydedilen SWV 6l¢iimiinii gosterilmektedir
(Sekil 3.15). Grafige gore Ci0 HSL’nin artan konsantrasyonuna bagli olarak akimin
giderek azaldigi ve modifiye elektrot pikinde 0.76 V’dan 0.85 V’a pik kaymasi oldugu
belirlenmistir. Ayrica -0.11 V’da yeni pik ¢ikis1 gozlenmistir. Elde edilen bu pik kaymasi
C10 HSL’nin amin gruplan ile arasindaki etkilesimi gostermektedir. AHL molekiiliiniin
artan konsantrasyonuyla birlikte olusan pik kaymasi ve akimdaki azalis g6z Oniinde
bulundurularak ITO/PANI-N3-MnPc  modifiye elektrotun potansiyometrik  ve
amperometrik AHL sensorii olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. ITO/PANI-Ns-
MnPc elektrotun merkezindeki Mn (II1)’iin gesitli elektron alan gruplarla aksiyel olarak
koordine oldugu literatiirde yer almaktadir [78]. Aksiyel ligand elektron transfer
reaksiyonu sirasinda ¢esitli gruplarla kolayca degisebilmektedir. C10 HSL molekiili ile
ITO/PANI-N3-MnPc elektrotun titrasyonu sirasinda kaydedilen voltametrik &lgiimler
sonucunda C1o HSL’nin amin grubu ile elektrot merkezindeki Mn (II1) arasinda etkilesim
oldugu disiiniilmektedir. C10 HSL nin Mn (111) merkezine koordinasyonu Mn (III)’{in
Mn (II)’ye indirgenme afinitesinde azalma meydana getirmekte, bu sebeple potansiyel
kaymasiyla beraber pik Mn (III)/ Mn(Il) siireci akim giiciinde azalma olusturmaktadir.
AHL molekiillerinin yapisindaki farkliliklar modifiye elektrotun merkezinde bulunan Mn
(Il)’e  baglanma afinitelerinin giiciinii  degistirmektedir. AHL molekdllerinin
saptanmasina yoOnelik birkac elektrokimyasal c¢aligma yapilmistir. Donglei Jiang ve
arkadaslari AHL molekiillerinin saptanmasi i¢in mast hiicre bazli elektrokimyasal
calisma yapmuislar ve 3 0x0 C12 HSL igin voltametrik degisimler elde edilmis, diger AHL
molekiillerinde degisim gdzlenmemistir [87,82]. Calismamizda, ITO/PANI-N3-MnPc
modifiye elektrotun sadece 3 oxo C12 HSL i¢in degil Cg HSL ve Cio HSL iginde segici
sensor olarak kullanilabilirliginden bahsedilebilmektedir. C1o HSL molekiiliiniin artan
konsantrasyonuna bagli olarak akimdaki degisimi kalibrasyon grafigi verilmistir (Sekil
3.15).
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Sekil 3.15. ITO/PANI-N3-MnPc modifiye elektrotun farkli konsantrasyonlarda C19 HSL
igeren LiCIO4/H:0 i¢inde SWV 0lciim grafigi (a), Kalibrasyon grafigi; SWV pik akimi ile
LiClO4/H20 elektrolitteki C10 HSL konsantrasyonu arasindaki iliski (b). Kalibrasyon

grafigine gore hesaplanan R? ve egim degerleri (c).
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ITO/PANI-N3-MnPc elektrotla C1o HSL molekiiliiniin titrasyonu i¢in 2.50x10° —
12.50x10® mol dm™2konsantrasyonlar1 arasinda lineer bir grafik elde edilmis ve algilama
sinirt 1.30x10® mol dmolarak bulunmustur. ITO/PANI-Ns-MnPc modifiye elektrotun
diger AHL molekiilleri ile titrasyon grafikleri verilmistir (Sekil 3.16). Cs¢ HSL i¢in 0.74
V’dan 0.80 V’a pik kaymasi, 3 oxo C12 HSL i¢in 0.83 V’dan 0.93 V’a pik kaymasi ve -
0.2 V civarinda pik akiminda artis belirlenmistir. C4 HSL i¢in kayda deger pik kaymasi
gdzlenmemistir. SWV dl¢iimleri sonucunda ITO/PANI-Ns-MnPc modifiye elektrotun 3
oxo Ciz HSL igin 12.50x10® — 300.00x10® mol dm™ konsantrasyonlar1 arasinda
10.00x10° mol dm™ hassasiyette algiladig1 ve Cs HSL i¢in 12.50x10°- 50.00x10 mol
dm konsantrasyonlar1 arasinda 3.00x10® mol dm hassasiyette algiladig1 belirlenmistir.
ITO/PANI-N3-MnPc modifiye elektrotla yapilan sensdr testinde SWV 6lgiimlerinde
goriilen elektrokimyasal cevaplardaki degisikliklerin AHL lerin icerdigi karbon zinciri
uzunlugundan ve yapilarindaki farkli substitiientlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir.
Uzun karbon zincirine sahip olan AHL lerin sisteme eklenmesiyle ITO/PANi-N3-MnPc
elektrotun pik akiminda azalma oldugu ve negatif bolgede yeni pik ¢ikist meydana
geldigi, kisa karbon zincirli olan C4 HSL sisteme eklendiginde ise yeni pik ¢ikisi olmadigi
gozlenmistir. Cio HSL ile titrasyonunda, bu molekiiliin diger AHL molekiillerine gore
daha ytiksek diizeyde algilandi8i tespit edilmistir. Yapilan ¢alismanin diger AHL saptama
metodlarina gore en biiyiik avantaji testin ¢ok kisa bir siirede sonu¢ vermesidir. Bunun
yanisira metaloftalosiyaninlerin molekiiler yapilarindan kaynaklanan yiiksek stabilite
sebebiyle AHL saptamaya yonelik c¢esitli optik yontemlerdeki enzim, substrat

kullaniminda karsilasilan dezavantajlar1 gidermesidir.
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Sekil 3.16. ITO/PANI-N3-MnPc modifiye elektrotun farkli konsantrasyonlarda C4 HSL

iceren LiClO4/H,0 iginde SWV o6l¢iim grafigi (a), farkli konsantrasyonlarda Cg HSL

iceren LiClO4/H:0 i¢inde SWV olctim grafigi (b), farkli konsantrasyonlarda 3 oxo Ciz

HSL igeren LiCIO4/H0 i¢cinde SWV o6l¢iim grafigi (c).



Tablo 3.2. GCE/TEMPO-ZnPc ve ITO/PANI-Ns-MnPc modifiye elektrotlarla cesitli

AHL molekiillerinin titrasyonu sonucu algilanan konsantrasyon araliklart ve LOD

degerleri.
AHL GCE/TEMPO-ZnPc modifiye GCE/PANI-N3-MnPc modifiye
Molekiilleri elektrot elektrot
Algilama Arahi@ LOD Algilama Arah@ LOD
(mol dm-3) (mol dm3)  (mol dm) (mol dm-
%)

3ox0 CoHSL  2.32x10° - 39.90x10°  1.80x10°  12.50x10°-300.00x10° 10.00x10°
Cio HSL 4.00x10° - 40.00x10°  9.00x10°  2.50x10°-12.50x10® 1.30x10°
Cs HSL 7.50x10°®- 40.00x10°  10.00x10°®  12.50x 105- 50.00x 10®  3.00x10®
Cs HSL 5.00x10° - 20.00x10°  4.50x10° - -

CsHSL 12.50x10°-87.50x10°  6.50 x10°® - -

Elde edilen bulgular, kurulan elektrokimyasal sistemde TEMPO-ZnPc ve PANi-Ns-
MnPc modifiye elektrotlarin AHL molekiilleri ile etkilesime girerek oksidasyon
rediiksiiyon siireglerini baglattigini ve buna bagli olarak AHL molekiillerinin belirli
konsantrasyon araliklarinda saptanabildigini gostermistir. GCE/TEMPO-ZnPc ve
ITO/PANI-N3-MnPc modifiye elektrotlarla cesitli AHL molekiillerinin titrasyonu
sonucu algilanan konsantrasyon araliklart ve LOD degerleri gosterilmistir (Tablo
3.2). TiPc ve n-MnPc modifiye elektrotlarla AHL molekiillerinin titrasyonu
sonucunda ise elektrokimyasal sistemde SWV ve CV o6l¢iimleri sonucunda 6nemli bir
degisiklik gdzlenmemistir. TEMPO-ZnPc ve PANI-N3-MnPc modifiye elektrotla
cesitli AHL molekiillerinin sensor testinde kaydedilen SWV ve CV 6l¢timleri farkl
AHL’lerin molekiiler yapisindaki farkliliklara gore saptanabilirliginin ve saptanan
konsantrasyon araliginin degistigi diisiiniilmektedir. GCE/TEMPO-ZnPc modifiye
elektrotla 3 oxo Ci12 HSL’nin, PANI-N3-MnPc modifiye elektrotla ise uzun karbon
zincirine sahip AHL’lerin algilanmasinda en yiiksek hassasiyet goriiliirken, kisa
zincirli AHLler i¢in degisim goriillmemistir. Leo Eberl ve arkadaslarinin 2010 yilinda
sensOr bakteri suglarini kullanarak yaptigi AHL saptama ¢alismasinda da uzun karbon

zincirine sahip olan AHL ’lerin yliksek diizeyde saptanabildigi, kisa karbon zincirine
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sahip AHL’ler icin ¢ok hassas sensor bakteri suslarinin gerektigini belirtmistir.
Brendan P. Burns ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaptigt AHL sensorii ¢alismasinda
yine en yiiksek diizeyde 3 oxo Ci2 HSL, Ci2 HSL ve Cio HSL’nin tespit edildigi
belirtilmistir. Calismamizda elektrokimyasal sistmde ITO/PANI-N3s-MnPc modifiye
elektrotla cesitli AHL molekiillerinin titrasyonu sonucunda, uzun karbon zincirli
AHL’lerden C10 HSL, 3 oxo Ci1» HSL ve Cg HSL tespit edilmistir. TEMPO-ZnPc
modifiye elektrotla ise yine uzun karbon zincirli 3 oxo C12 HSL en yiiksek hasssiyette
algilanan molekiil olmustur. Bu bilgiler 1s181nda literatiirdeki AHL saptama ¢alismasi
sonuglariin ¢alismamizda elde ettigimiz bulgularla ortiistiigii goriilmektedir. Jiang
H. ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklar1 elektrokimyasal AHL sensori
calismasinda bakteri siipernatantindaki 2.00x10® mol dm® AHL molekiilii
konsantrasyonunun yaklasik 107 cfu/ml P. aeruginosa ‘ya denk geldigini belirtmis ve
AHL molekiillerinin saptanmasiyla ortamdaki bakteri varliginin kantitatif analizinin

de saglanacagini gostermislerdir [85].
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BOLUM 4
4. SONUCLAR

Bakterilerin QS sistemi regiilasyonu sonucunda salgiladiklar1 sinyal
molekiillerinden biri olan AHL molekiillerinin bakteri popiilasyonuna bagli olarak
tiretimi sonucunda patojenite kazandiklari, antibiyotige direngli biyofilm formu
olusturduklart bilinmektedir. Bu molekiillerin salgilanma asamasinda tespit edilmesi,
hastaliklarin ve bakterilerin yol actig1 zararli fizyolojik faaliyetlerden korunmada ve
tedavi yonteminin belirlenmesinde 6nemli bir gelisme saglayacagi diistiniilmektedir. Bu
baglamda AHL molekiillerinden biyomarker olarak yararlanilmasi i¢in gesitli yontemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢aligmada AHL molekiillerinin saptanmasi i¢in reseptor
molekiil olarak metaloftalosiyanin kullanimi ile elektrokimyasal biyosensor yapimi
gerceklestirilmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda ¢aligmamizin ilk asamasinda metaloftalosiyaninlerden
TEMPO-ZnPc, n-MnPc, PANI-MnPc, TiPc molekiilleri arastirma gruplarimiz tarafindan
sentezlenmis, daha sonra  elektrotlar  sentezlenen  metaloftalosiyaninlerle
elektropolimerizasyon, klik elektrokimya, damlatip kaplama gibi teknikler kullanilarak
modifiye edilmistir. Calisma elektrotu olarak GCE ve ITO elektrotlar kullanilmustir.
Modifiye elektrotlarin elektrokatalitik 6zelligi ve sensor testi i¢in uygun oldugu
elektrokimyasal analizlerle belirlenmistir. Calismamizin diger asamasinda AHL
molekiillerinin DMSO’da seyreltik ¢ozeltileri hazirlanmis ve sensor testi igin {iglii
elektrot sistemi kurulmustur. Modifiye edilen her bir elektrotla AHL molekiilleri titre
edilerek SWV ve CA olgiimleri gergeklestirilmistir.

GCE/TEMPO-ZnPc modifiye elektrotla g¢esitli AHL molekiillerinin titrasyonu
sonucunda 3 oxo Ci2 HSL i¢in 0.73 V’dan 0.88 V’a pik kaymasi saptanmstir. Bu pik
kaymasi elektrot ucundaki TEMPO-ZnPc ile 3 oxo Ci2 HSL arasinda bir etkilesim
oldugunu ve bu AHL molekiiliiniin elektrokimyasal yontemle algilandigim
gostermektedir. 3 0xo Ci2 HSL ‘nin nin 2.32x10° -39.90x10° mol dm= konsantrasyon

araliginda algilandig1 belirlenmistir.

GCE/n-MnPc modifiye elektrot ve GCE/TiPc modifiye elektrotla AHL
molekiillerinin titrasyonu sonucunda onemli bir pik kaymasi veya degisim

gbdzlenmemistir.
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ITO/PANI-N3-MnPc modifiye elektrotu yapmak igin elektropolimerizasyonla 4
azido grubunu iceren ITO/PANI filmi olusturulmus, daha sonra ITO/PANI film
tabakasmin aktif azit uglarina MnPc klik edilmistir. ITO/PANI-N3-MnPc modifiye
elektrotla AHL molekiillerinin titrasyonu sonucunda C1o HSL, 3 oxo C12 HSL ve Cg HSL
icin pik kaymasi gozlenmis fakat C4 HSL ve Cg HSL ile titrasyonu sonucunda
elektrokimyasal sistemde énemli bir degisim algilanmamustir. PANI-N3-MnPc modifiye
elektrotun Cio HSL’ yi 2.50x10° —12.50x10® mol dm® konsantrasyon araliginda
algiladigi tespit edilmistir.

Elde edilen bu bilgiler 1s518inda AHL molekiillerinin saptanabilmesi i¢in redoks
aktif tiirler olan metaloftalosiyaninlerin kullanilabilir oldugu yapilan elektrokimyasal
biyosensor calismasiyla desteklenmistir. Tez ¢alismast sonucunda AHL molekiillerinin
elektrokimyasal sistemde c¢ok kisa bir siirede ve enzim kullanimi1 olmadan saptanmasi
saglanmistir. Yapilan c¢alismanin Gram negatif bakteri iligkili zararli fizyolojik
faaliyetlerin (QS kaynakli viriilans, biyofilm, sporulasyon) erken tespitinde yardimci
olacak bir yontem olabilecegi ve ileride yapilacak ¢alismalarda AHL molekiillerinden
biyomarker olarak yararlanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica AHL molekiillerinin
tespiti i¢in yapilan elektrokimyasal biyosensor ¢alismasi kimya, biyoloji, fizik gibi farkl

bilim dallarini i¢erdiginden multidisipliner bir 6zellik tagimaktadir.
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kitabinda basilan bildiriler

Electrochemical Detection of N —Acyl Homoserine Lactone with TEMPO Zinc
Phthalocyanine Modified Electrode, 4th International Bahgesehir University (BAU) Drug
Design Congress, Istanbul, 2016.

Antibacterial effect of resveratrol against Propionibacterium acnes, 8th International
conference on Image Processing, Wavelet and Applications Congress,2016

Acil Homoserin Laktonlarin Elektrokimyasal Metot ile Algilanmasi, 2nd IVEK
International Convention of Pharmaceuticals and Pharmacies, Istanbul, 2015.

Patent basvurusu

“Acil Homoserin Lakton Molekiillerinin Elektrokimyasal Metod ile Algilanmas1” isimli
tez ¢alismasi kapsaminda Tiirk Patent Enstitiisiine 201600482 numarali patent bagvurusu
yapilmistir.

Katilimel olarak yer alinan kongreler ve ¢cahstaylar

Ekim 2016- 4. Uluslararasi Ilag Dizayn Kongresi

Eyliil 2015 - II. Ulusal Mikoloji Giinleri

Agustos 2015 - Liken Kiiltiiri Yontem ve Uygulamalar1 Calistayr — organizasyon
gorevlisi ve katilime1

Mayis 2014- Uluslararas: ITUBIOTECH Kongresi

Mart 2014- 3. Cerrahpasa Bilim Giinleri
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Nisan 2013- Oksidatif Stres, DNA Hasar1i, DNA Onarimi ve Hastaliklarla fliskiler
Aralik 2013 — 1. KUGEN MBG Bilim Toplantisi, Kog¢ Universitesi

Aralik 2013 — 4. K6k Hiicre Sempozyumu

Temmuz 2011 — 18. Ulusal Biyoloji Ogrenci Kongresi
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