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BASKILI ELE.KTROKiIYIY.ASAL ELiZA (PRINTECELISA)
AMPEROMETRIK BiYOSENSORU iLE BETA-KAZOMORFIN-7 (BKM-7)
TAYINI TASARIMI

Tugba OZKAYA FERAK
Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2017
Damsman: Yrd. Dog. Dr. Ebru SAATCI

OZET

Biyosensorler, immobilize edilmis biyolojik aktif bir bilesigin, bir sinyal ¢evirici ve bir
elektronik  ¢ogalticti ile  dogrudan  birlestirildigi  fonksiyonel sistemlerdir.
Elektrokimyasal biyosensorler immiinolojik Sl¢timlerde en ¢ok kullanilanlarindandir.
Immunosensorler, antijen-antikor biyo-etkilesimi siirecinde enzimatik isaretler
tizerinden elektrokimyasal iiriinlerinin 6lciilmesi prensibine dayanirlar. Enzimatik iiriin
elektrokimyasal bir dedektor tarafindan Olciilebilen bir elektriksel sinyal olusturarak
antijen konsantrasyonunun Olc¢iilmesine olanak saglamaktadir. Bu tip biyosensorler
diger biyosensorlerde ortaya c¢ikan cogu dezavantajin {istesinden gelmislerdir.
Muameleye tabii tutulmamis Orneklerden analit tayininde kullanilabilirler ve buna
ragmen duyarhliklar1 oldukca fazladir. Tasinabilir boyutlara getirilebilirler. Gidadan
saglhga farkl alanlarda kullanilmaktadirlar.

Beta-kazomorfin-7 (BKM-7), Al tip inek siitii olarak bilinen, sekansinin belli bir
bolgesinde Pro-His mutasyona ugramis inek siitiiniin enzimatik sindirimi sonucunda
aciga cikmaktadir. Opioid aktif peptitlerdir. Etkilerini bagisaktan emilerek viicuttaki
opioid reseptorlere baglanarak gosterirler. insan saghg iizerine etkileri bityiiktiir.

Bu caliymada, amperometrik immunosensor temelli bir metotla, peynir suyunda BKM-7
tayini yapilmistir. Calismada kullanilan Printed-ECELISA cihazi ¢oklu bir baskil
elektrot (SPE) sistemine sahiptir. BKM-7 tayini icin Oncelikle yarismali immun 6l¢tim
metodu manyetik boncuk ve SPE’lerle kombine edilmistir. Elektrokimyasal Ol¢iimler,
enzimatik isaret HRP ve enzimin elektroaktif substrati ABTS (2,2'-azino-bis-(3-
etilbenztiyazolin-6-sulfonik asit) kullanilarak yapilmistir. PrintECELISA protokolii
olarak adlandirilan bu metotla peynir suyunda BKM-7 miktar tayini gergeklestirilmistir.
Immunosensor calisma 6lciim aralig 0.5-200 ng/ml olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Amperometrik immunosensor, peynir alt1 suyu, beta-kazomorfin-

7, baskili elektrotlar, manyetik boncuklar
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DESIGN AND DETERMINATION OF BETA-CASOMORFIN (BCM-7) WITH
PRINTED ELECTROCHEMICAL AMPEROMETRIC ELISA
(PRINTECELISA)

Tugba OZKAYA FERAK
Erciyes University, Institude of Science
Graduate Thesis, January 2017
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ebru SAATCI
ABSTRACT

Biosensors are functional systems in which an immobilized biologically active
compound is directly coupled to a signal transducer and an electronic multiplier.
Electrochemical biosensors are most widely used biosensors in immunological
measurements. Immunosensors are based on the principle of measuring electrochemical
products through enzymatic signals in the course of antigen-antibody bio-interactions.
The enzymatic product allows the measurement of the antigen concentration by
generating an electrical signal which can be measured by an electrochemical detector.
Such biosensors come from many disadvantages that arise in other biosensors. They can
be used to identify analytes from untreated samples and yet they are highly sensitive.
They can be brought to portable dimensions and used in different areas such as food and
medical measurements. Beta-casomorphin-7 (BCM-7), is cleaved by the enzymatic
digestion from Al type cow's milk that has undergone the Pro-His mutation in a certain
region of its sequence. They are opioid active peptides. Their effects are demonstrated
by binding to opioid receptors in the body. The effects of the peptides on human health
is great.

In this study, an amperometric immunosensor-based method was used to determine
BCM-7 in whey. The Printed-ECELISA device used in the study has a multiple printed
electrode (SPE) system. For the BCM-7 assay, the competitive immunoassay method
was first combined with magnetic beads and SPEs. Electrochemical measurements were
done by using the enzymatic label HRP and its electroactive substrate ABTS (2,2'-
azino-bis- (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid). BCM-7 quantity determination in
whey was carried out with this method which is called as PrintECELISA protocol. The
immunosensor linear measurement range for BCM-7 was found as 0.5-200 ng / ml.

Key words: Amperometric immunosensor, whey, beta-casomorphin-7, screen printed

electrodes, magnetic beads
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GIRiS

Biyosensorler, biyolojik veya biyolojik olarak tiiretilmis sensor elementinin, bir
fizikokimyasal cevirici veya tranduser ile biitiinlestirilmesiyle olusan kompakt analitik
araclardir [1]. Biyolojik algilayict elementin segiciligi ve hedef analitin
konsantrasyonuyla orantili olarak sinyal iiretirler. Bu sinyal, proton konsantrasyonunda
ki degisimden, amonyak veya oksijen gibi gazlarin salinmast ya da
yiikseltgenmesinden, 151k emisyonundan, absorbsiyon ya da reflektansdan, 1s1
emisyonundan veya kiitle degisimi gibi degisimlerden kaynaklanmaktadir [2]. Sinyal,
transduser yardimiyla akim, potansiyel, sicaklik degisimi, 15181n absorbsiyonu ya da
elektrokimyasal, termal, optik olarak ya da piezoelektrik anlamda kiitle artisiyla
Olciilebilir forma doniistiiriilir. Sinyal ayrica ileri ki analizler icin gii¢clendirilebilir,
islenebilir veya depolanabilir. Prensipte herhangi bir reseptor herhangi bir cevirici ile

birlestirilip isleyen bir biyosensor tiretilebilir [3].

Elektrokimyasal reaksiyonlarda, ¢cogu analitlerin redoks ciftleri olmadigindan dolay1
dogrudan olarak analiz edilebilecek az miktarda direk uygulama vardir. Bu yilizden
algilayict elektrot iizerinde analitin elektrokimyasal reaksiyonu i¢in elektrokimyasal
aktif etiketler (dogrudan veya enzimatik reaksiyon sonucu elektroaktif iriin olarak)
gerekli olmaktadir. Oksijen ve hidrojen peroksit (H,O,) elektrotlar1 en popiiler

olanlarindandir [4].

Elektrokimyasal 6l¢timlerden biri olan amperometri, belirli (tanimli) potansiyeldeki
akim siddetinin Olctimii esasina dayanir. Amperometrik biyosensorlerde akim siddeti,
caligma elektrotunda yiikseltgenen veya indirgenen elektro aktif tiirlerin derigiminin bir
fonksiyonudur. Referans elektrot olarak gorev yapan ikinci bir elektrot vasitasiyla, akim
siddetinden analiz edilecek tiirlerin derisimlerinin belirlenmesinde yararlanilmaktadir
[5]. Calismamizda bu yontem kullanilarak Al tip siitlerden ag¢iga ¢ikan -kazomorfin-7
(BKM-7) peptidi Ol¢iimii peynir suyunda yapilmistir.



Peynir, siitiin peynir mayasi veya zararsiz organik asitlerin etkisiyle pihtilagtirilmasi,
degisik sekillerde islenmesi ve bu arada siiziilmesi, sekillendirilmesi, tuzlanmasi, bazen
tat ve koku verici zararsiz maddeler katilmasi ve cesitli siire ve sicakliklarda
olgunlastirilmas1 sonucunda elde edilen besin degeri yiiksek bir siit iiriiniidiir [6]. Siitiin
bilesimindeki protein, yag, mineral maddeler 6zellikle kalsiyum ve fosfor minerallerini
ve Ozellikle yagda eriyen A, D, E, K vitaminleri ve suda eriyen B, vitamini basta olmak
tizere vitaminleri yogunlastirilmis bir sekilde yapisinda bulunduran peynir, beslenme
degerinin lstiin olmas1 ve zevkle tiiketilmesinden dolayi, toplumun her yas grubunun
beslenmesinde biiyiikk 6nem tagimaktadir [7]. Her peynir ¢esidinin kendine 6zgii renk,
koku, tat, yapi, gozenek, kabuk gibi 6zelliklerinin olugmasinda kullanilan hammadde,
uygulanan teknik ve olgunlasma kosullar1 6nemli rol oynamaktadir. Olgunlasma, cesitli
enzimlerin ve mikroorganizmalarin etkisiyle cok karmasik biyokimyasal reaksiyonlarin

gerceklestigi bir siirectir [8].

Peynirler birer protein jelidirler. Bu nedenle siit proteinleri bu iiriinlerin olusumunda
temel 6nem arz ederler [9]. Inek siitii gelismis toplumlarin beslenmesinin biiyiik kismim1
olusturur ve litrede ortalama 32 gr protein icermektedir [10]. Siit proteinlerinin i¢inde
bulunan kazein genel olarak en énemli siit proteini olarak bilinmektedirler. Kazeinler

inek siitiindeki total proteinin % 82’sini olusturmaktadir [11].

Siitiin esas proteinleri olarak bilinen kazeinler, siitiin asit ile reaksiyonundan sonra
cokmeyen kismidir [12]. Bu proteinler kovalent olmayan baglarla bir arada tutulur ve 4
farkl (as!-, as?-,B- ve K ) kazeinden olusur. Al tip (Pro-His mutasyon) siit B-kazeinin
gastrointestinal sindirimi sonucunda BKM-7 olusmaktadir. A2 tip p-kazeinin
parcalanmasi sonucunda BKM-7 agiga c¢cikmamaktadir [13]. B-kazomorfinler morfine
benzer opioid agonist etkilerini viicuttaki opioid reseptorlere baglanarak

gostermektedirler.

Onceleri B-kazomorfin-7’nin tayininde, siitiin in vitro enzimatik sindirim sonucu agia
cikan peptitleri gostermek amaciyla spektral karsilagtirma, second order derivative
spectroscopy, HPLC, RT-PCR, ELIZA ve nanoelektrosprey ile birlikte iyon-trap-mass
spektrometresi yontemleri kullanilmistir [14, 15, 16, 17]. Hizli 6l¢iim yontemleri olan

biyosensorler son donem ¢aligmalaridir.



Bu calismada, Printed-ECELISA cihaz1 ile peynir suyunda BKM-7 tayini i¢in manyetik
boncuklara dayali elektrokimyasal immunosensor kit gelistirildi. Gelistirilen yarismali
immun Ol¢iime dayali immunosensor, multipleks bir elektronik donanima sahip bir
sistemde olusturuldu. Olgiimler icin baskili multipleks elektrotlar (8x ve 96x SPE’ler)
kullanildi. Sistem, diger sistemlere gore yiiksek duyarlilikta, multipleks analiz
yapabilme yeteneginde ve multipleks elektronik bir tasarima sahiptir. Elektrokimyasal
ve optik deteksiyon metotlar1 arasindaki boslugu dolduran, yenilik¢i bir akim saglayan
giiclii bir analitik aractir. Bu immunosensor tasarimiyla BKM-7 tayini i¢in yenilik¢i bir

Olciim teknigi gelistirilmigtir.



1.BOLUM
GENEL BIiLGILER

1.1. Siitiin Tanimm

Siit; inek, koyun, kec¢i ve mandalarin meme bezlerinden salgilanan, kendine 6zgii tat ve
kivamda olan, icine baska maddeler karigtirilmamis, icinden herhangi bir maddesi
alinmamis, beyaz veya krem renkli sivi maddedir [18]. Siit, icerdigi protein, laktoz,
mineral maddeler, vitamin ve yag yoniinden oldukc¢a zengin bir besin maddesidir. Siit
proteini olan kazein ile siit karbonhidrat1 olan laktozun dogada sadece siitte bulunmasi
siitiin degerini daha da arttirmaktadir. Siitiin icermis oldugu esansiyel aminoasitler,
galaktoz ve kalsiyum gibi bilesenlerin viicutta gelismeyi olumlu yonde etkiledigi

bilinmektedir [19].

Teknolojik ve ekonomik a¢idan incelendiginde, siitiin kuru maddesi biiyiikk 6nem tasir.
Kuru madde, siitiin su hari¢ diger maddelerinin toplamint olusturmaktadir [20]. Cogu
zaman kuru madde; yag ve yagsiz kuru madde olarak ele alinmaktadir. Yagsiz kuru
madde denildigi zaman ise, siitiin ana besin Ogeleri, yani yagin disindaki siit sekeri
(laktoz), azotlu maddeler, mineral maddeler ve siitiin diger maddeleri anlasilmaktadir
[12]. Siitiin yagsiz kuru madde orani oldukca sabittir ve ancak %8 ile 10 arasinda
degisir. En az oldugu donem yaz baslarma rastlar. Sonbahar sonu ve kis baslarinda ise

en yiiksek seviyeye ulagsmis olur [7].

1.1.1. inek Siitiiniin Tanimi

Basta icme siitii olmak iizere bir¢ok siit mamuliiniin islenmesine uygun olan ve bu
nedenle siit teknolojisi icin Onem tasiyan inek siitiiniin bilesimine ait ortalama degerler
ve sO0z konusu bilesenlerin kuru madde igerisindeki oranlar1 Sekil 1.1°de

gosterilmektedir[6].



Siit

LKm‘u madde Su J
%12.6

¥%87.4

Laktoz (Siit Sekeri)
Azotlu Maddeler
Mineral Maddeler
Diger Maddeler

Sekil 1.1. Siitiin ana bilesenleri [6].

Kuru maddenin yaklagik %?27°si azotlu maddelerden ve yine yaklasik %29’ u siit
yagindan olugmaktadir. Kuru maddedeki yaklasik %37’lik degeri ile laktoz en biiyiik
paya sahiptir. Mineral maddeler ise toplam kuru maddeler igerisinde %5.95°lik bir
oranda bulunmaktadir. Inek siitii bilesimindeki diger maddeler, miktar agisindan 6nemli
degildir. Ancak fonksiyonlar1 agisindan biiyiik 6nem arz eder [7]. Inek siitiiniin bilesimi
basta ik olmak iizere gesitli faktorlerin etkisi altinda degisiklik gosterir. Inek siitiiniin
kuru maddesi %10.5-14.5, yag oran1 % 2.5-6.0, laktoz oram1 % 3.6-5.5, protein oran1 %
2.9-5.0 ve mineral madde oran1 % 0.6-0.9 arasinda degismektedir [6].

1.1.2. Siit Proteinleri

Inek siitii gelismis toplumlarin beslenmesinde biiyiik kismimi olusturmaktadir ve litrede
ortalama 32 gr protein icermektedir [10]. Siit proteinlerinin i¢inde bulunan kazein genel
olarak en ©onemli siit proteini olarak bilinmektedir. Kazeinler inek siitiindeki total
proteinin %82’sini olusturmaktadir ve geri kalan %18’1 whey proteinleri de denilen
serum proteinleridir [7]. Peynirde birer protein jelidir. Bu nedenle siit proteinleri bu

iirlinlerin olusumunda temel 6nem arz etmektedir [9].
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Sekil 1.2. Inek siitii bilesimi [6].
1.1.2.1. Kazeinler

Siitiin esas proteini olarak bilinen kazeinler, siitiin asit ile reaksiyonundan sonra
¢okmeyen kismidir [8]. Memeli epitelyum hiicreleri tarafindan iiretilmektedirler [7].
Kazeinler nicelik bakimindan en dnemli siit protein bilesenlerini olusturmaktadir [10].
Yapilarinda karbon (C), hidrojen (H), oksijen (O), azot (N), kiikiirt (S) ve fosfor (P)
bulunmaktadir [21]. Kazein proteini, siit igerisinde 30-300 nm capinda partikiiller
halinde yiiksek miktarda bulunur [11]. Misel olarak bilinen bu protein kompleksi
kovalent olmayan baglarla birarada tutulan ve siitte son derece kararli dagilim gosteren
4 farkli kazeinden (asl-, as2-, B- ve k- kazeinler) olugsmaktadir. Klasik peynir yapim
siirecinde enzim-tetikli siit pihtilasma basamagindan sonra olusan lor (kesmik) kazein

fraksiyonu sonucudur [10]. Kazein inek siitiinde %2.63 oraninda kendini gostermektedir



[9]. Veloso ve arkadaslari, inek siitiinde ters-faz HPLC ile belirlenen kazein
konsantrasyonunun ortalama 0.377-3.76 mg/ml ve B-kazeinin konsantrasyonun ise

0.151-1.51 mg/ml arasinda oldugunu belirtmislerdir (Tablo 1.1) [10].

Tablo 1.1. a-kazein, B-kazein ve k-kazein’in protein konsantrasyon araligi [9].

Kazeinler Konsantrasyon Aralig (mg/ml)
Biitiin Kazein 0.377-3.76

k-Kazein 0.038 - 0.377

a-Kazein 0.188 — 1.88

B-Kazein 0.151 - 1.51

Kazeinler hidrofobik bir yapiya sahiptirler. Bu yiizden kazein miselleri siitte bir
siispansiyon halinde bulunmaktadir. Hidrofobik olmalari, kazeinlerin suda ve nétral tuz
cozeltilerinde c¢oOziinmemelerine, sodyum oksalat ve sodyum asetat gibi tuz
cozeltilerinde ve bazik ¢ozeltilerde ise ¢oziinmelerine sebep olusturmaktadir. Kazeinin

yapisinda ¢okca etkilesime girmemis prolin peptitleri bulunur [22].

Taze siitte kazeinler stabil durumdadirlar ve net negatif elektriksel yiik dagilimina sahip
olur. Misellerin yiizeyindeki hidrofilik C-terminal ucu ayrilirsa (6rnegin rennet ile)
miseller ¢oziiniirliigiiniic kaybederek kiimelesmeye baglar ve kazein pihtisini
olusturmaktadir. Hidrofil kisimlar uzaklaginca su yapiy1 terk etmeye baslar. Negatif
yiikte azalma olur ve ¢ekim kuvvetleri etki etmeye baslar. Biri kalsiyumun aktif oldugu
tuz tipinde ve ikincisi de hidrofobik tipte olan yeni baglar olusmaktadir. Bu baglar
suyun uzaklagmasini arttirir ve yapi sonugta yogun bir pihtiya doniismektedir. Kazein

misellerinin bu yapist Sekil 1.3’de verilmektedir [6].

Asitlik artistyla (4) yiikiin artmasi, misellerden kolloidal kalsiyum fosfatin ayrilmasina
ve yerine H" gelmesine neden olmaktadir. Miselde (-) yiik azalir. izoelektrik noktaya

kadar devam ederse pihtilagsma olusturmaktadir[24].

Serum proteinleri: Siit proteinlerinin %20’sini olustururlar. Albuminler (o-laktalbumin,
B-laktoglobulin ve serum albumini), globulinler (euglobulin, pseudoglobulin), proteoz-

peptonlarindan olugsmaktadir. Serum proteinlerinin sekonder ve tersiyer yapilari 1siya



duyarli kimyasal baglar ile stabilize edildiginden 80-85°C’lerin iizerinde 1s1 uygulamasi
sonucunda bu baglar kirilmakta ve serum proteinlerinin denatiirasyonu gerceklestirmis
olur. Serum proteinlerinin denatiirasyonu ile serum proteinlerinin su tutma kapasitesi
fazla oldugundan pihtinin baglayabildigi su miktarinin artis1 saglanir ve bu olayla
yogurt olusumunda tekstiiriin daha iyi olmasi, su salmanin 6énlenmesi saglanilmaktadir.
Isil islemin etkisiyle serum proteinleri once kendi aralarinda, ardindan da kazein
miselleri ile (6zellikle B-laktoglobulin ile k-kazein arasinda) interaksiyon meydana

gelmektedir [24].
Kazein Miselleri:

Kazein Submiseli

Kazein Miseli hidrofobik i¢ Kisim

f~ CMFP
Y (tiysi
tabaka)

Kk Kazeince zengin
y ylizey

o Co FOH o kimeteri

Sekil 1.3. Kazein Misellerinin Yapisi [24].

1.1.2.1.1. a-Kazein

Tipik bir fosfoprotein olup, kalsiyuma kars1 son derece hassastir. Her 100 g’ da 7.47 g
prolin icermektedir [12]. asl- ve as2- kazein olmak iizere iki farkli genetik varyanta
sahiptir. asl-kazein toplam kazein i¢cinde miktar agisindan en biiyiik orana sahip kazein
fraksiyonu sonucudur. Diger kazein fraksiyonlar1 gibi prolin bakimindan zenginlik arz
eder. Biinyesinde 199 aminoasit igerir. as2-Kazein ise 207 amino asite sahip olmaktadir
[12]. as2-Kazein bagli fosfat gruplarinmn sayica farkli oldugu bes proteinden

olusmaktadir [7].



1.1.2.1.2. x-Kazein

Kazein misellerinin en kararli komponenti olup, bir glikoproteindir. k-Kazein kalsiyuma
kars1 herhangi bir hassasiyete neden olmaz. Diger bir ifadeyle, k-kazeine kalsiyum
iyonlar1 ilave edildigi zaman k-kazein berrak bir halde dururken, as-kazein kalsiyum
iyonu ile tepkimeye girerek cok zor ¢Oziinen bir ¢okelti olusturmaktadir. Fakat -
kazeinin yiiksek prolin icerigi (her 100 g’ da 17 g) ve disiik fosfor icerigi alkolde

yiiksek ¢oziiniirliik saglamis olur [13].
1.1.2.1.3. B-Kazein

B-Kazein a-s1-kazein’den sonra ikinci en ¢ok bulunan kazeindir. Cokelek olusumu i¢in
esastir ve misellerin yiizey 6zelliklerini belirlemede 6nem arz eder [12]. B-Kazein inek
siittinde bulunan 209 amino asitin tekli polipeptit zincirinden olustugu biiyiik kazein

fraksiyonu olmaktadir [23].

1.1.2.2. Siit Proteinlerinde Polimorfizim

Siit proteinlerinin kodominant Mendel kalitim1 gosterdigi saptanmustir. Siit proteinin
genetik varyantlar1 birka¢ aminoasitin yer degistirmesi bakimindan birbirlerinden fark
olusturmaktadir [25]. Bu genlerin pek cogu haritalanmis ve dizileri bilinmektedir.
Giintimiizde siit proteinleri bakimmdan polimorfizmlerin gerek protein gerekse DNA
diizeyinde saptanabildigi belirtilmis ve siit proteinlerindeki bu polimorfizmlerden
bazilarinmn siit verimini, kompozisyonunu, misel organizasyonunu, pihtilagsma

ozelliklerini ve siitiin peynir verimini etkiledigi gosterilmektedir [8].

Diinyanm farkli bolgelerinden farkli hayvanlardaki siit protein polimorfizmi iizerine

yapilan ¢alismalarm temel amaci sunlardir:
(1) Siit proteinin evrimsel tarihini belirlemek,
(2) Farkl tiirler ya da soylar arasindaki iliskiyi dogrulamak,

(3) Belirli hayvan populasyonlar1 i¢in zamaninda ve araliklarla olan degisiklikleri

gozlemlemek,
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(4) Genetik varyantlar, siit 6zellikleri (siit tiretimi, siit protein icerigi, siit yag igerigi,
peynir iretimi ve Kkalitesi), iretim etkinligi ve hayvanm adaptasyon kapasitesi

arasindaki iligkileri aciga vurmaktir [25].

Alt1 biiylik siit protein geninin hepsinde, genetik varyant denilen, otozomal ve
kodominant alleller olmaktadir [26]. Biitiin siitler aym: degildir ve farkl iilkelerden
alman siitler siit protein varyantlarinin kompozisyonunda kayda deger degisiklik
gosterebilir.  Siit protein molekiillerindeki farkliliklar seperasyona (ayrima) ve
elektroforez ile farkli varyantlarin algilanmasina izin vermektedir [27]. Proteinlerde
aminoasit degisikliklerine sebep olan iligkin genlerdeki polimorfik bdlgeler gbz Oniine
aliirsa, siit proteinlerinin genetik varyantlar1 (allelik varyasyonlar1) Tablo 1.2.°de

gosterilmektedir [28].

Tablo 1.2. Siit proteinlerinin allelik varyasyonlar: [28]

Siit Proteinleri Allelik Varyasyonlar
os1-Kazein A, B,C,D F
os2-Kazein A, D

B-Kazein A, Az, A3, B,C, E

k-Kazein A, B,C,E
a-Laktoglobulin A,B
B-Laktoglobulin A,B,C,D,H, W, X

1.1.2.2.1. p-kazeinin polimorfizmi

Diger minér alleller de bulunmasina ragmen Al ve A2 genetik varyantlar siitii sagilan
biiyiikbas hayvanlarda en yaygin B-kazein allelleridir (Sekil 1.4) [25]. inekler Al ve A2
B-kazein alleli icin homojen (A1Alve A2A2) ya da heterojen (A2A1) gen tasiyabilir.
Bu es baskinlik ile birlikte boylece, bir allel digerini ezemez yani bir inek siitiinde en
cok iki B-kazein tipini liretebilir ve eger iki farkl allel tagirsa o zaman 1:1 oraninda iki

formu iiretilmektedir [25]. A2 B-kazein orijinal B-kazein olarak tanimlanir, ¢iinkii A2 f3-



11

kazein birkag¢ bin yil 6nce Avrupa siiriilerinde Al B-kazein’ in goriinmesine sebep olan

mutasyondan 6nce bulunmaktadir [25].

A3 T - H
A, Beta-Kazein == E
~> D

Sekil 1.4. A2 tip B-kazein’den inek siitiindeki f-kazein’lerin olusumu [25].

Beta-kazeindeki genetik polimorfizminin ilk kaniti Aschaffenburg’un 1961°de yaptig:
Jersey ve Guernsey ineklerinden alinan siit 6rneklerine dayanan ¢alismadan gelmektedir
[29]. Bat1 iilkelerindeki ineklerin ¢ogunlugu genetik varyanti f-kazein Al’i zengin siit
iiretmektedir. Ornegin, Holstein ve Ayshire ineklerinin yavrulari sirasiyla %63 ve %67
Al, %35 ve %33 A2 iiretmektedir [6]. A2 B-kazein ise Bati, Afrika, Hindistan inegi ve
su bufalosu dahil, biitiin biiylikbas hayvan tiplerinde bulunmaktadir [29]. Guernsey
yavrulart %1 Al ve %98 A2 iiretir [6]. Jersey 1rki tipik olarak Holstein’den bir dereceye
kadar daha yiiksek A2 allel frekansma sahip olmaktadir. Bazi Jersey inekleri de BKM-

7’nin daha yiiksek salinma gosterdigi B-kazein allelini tasimaktadir [11].

Al ve A2 B-kazein proteinleri arasindaki biiyiik fark 209 aminoasit dizisinin 67.
pozisyonundaki tek bir aminoasittir. A2 B-kazein 67. pozisyonda prolin aminoasitine
sahipken, ayni pozisyonda Al B-kazein histidin aminoasitine sahip olmaktadir (Sekil.
1.6) [23]. Altinc1 kromozomdaki B-kazein geninin ekzon VII’deki nokta mutasyonunun
sonucu olarak, sitozinden adenine doniisme 67. pozisyonda prolinin (kodon; CCT)
histidin (kodon; CAT) ile yer degistirmesine yol agar [25]. Inek siitiindeki Al B-kazein
67. pozisyondaki histidin’den dolay1 diger memelilerin -kazein’lerinden farklidir. Bu
nokta mutasyonu insanlarda, maymunlarda, kecilerde ve koyunlarda yoktur bu yiizden
onlarin siitii sadece A2-benzeri B-kazeine sahiptir ve ‘A2 tip siit’ olarak isimlendirilir

[30]. Al B-kazein proteini Tip 1 diyabet, iskemik kalp rahatsizlig1 ve ayn1 zamanda
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otizim gibi bazi norolojik durumlara sebep olmaktadir. A2 B-kazein bu durumlarin

olusumuna sebep olmamaktadir [28, 30].

A; Beta- Kazein

A, Beta- Kazein

Protein zincirindeki 67. pozisyonda bir
amino asit farkhih

Sekil 1.5. Al ve A2 B-kazein proteinlerinde 67. pozisyondaki aminoasit farkliligim gosteren
protein zinciri [30].

1.1.2.2.2. p-Kazeinlerden f-Kazomorfin Salinimi

B-kazomorfinler, B-kazeinlerden tiireyen 3’ten 7 aminoasite kadar degisen kiiciik
peptitlerdir [10]. BKM’ler sindirim esnasinda ya da besin igleme esnasinda - kazeinden
serbest birakilmig olurlar. B-kazomorfin-7, Tyr®-Pro®'-Phe®*-Pro®-Gly®**-Pro®-I1e®
aminoasit sekansindan olusan B-kazein’in  opiat-benzeri aktivite = gOsteren
fragmentlerindendir. 60 ile 66 rezidiide yer alan Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle sekansl
peptit ilk kez 1970’lerin sonunda kazein-tiirevli opioid peptit olarak tanimlanan

biiyiikbas BKM-7 olarak gosterilmistir (Sekil 1.6) [11, 14].

Al p-kazein 67. pozisyonda histidin aminoasitine sahipken, A2 f-kazein ayni
pozisyonda proline sahip olmaktadir. Bu aminoasit degisikliginden dolay1 Al B-kazein
normal enzimatik sindirim sonras1t BKM-7" yi serbest birakirken, A2 B-kazein serbest
birakmaz (Sekil 1.7) [11,14]. 2-3 gr Al B-kazein igeren bir fincan siitten BKM-7"nin

azami kuramsal salinmasi 66 ile 100 mg arasinda olur [12, 30].

Biiyiikbas ve insan BKM-7’si peptitin 4. ve 5. pozisyonundaki iki aminoasitten dolay1
farklidir. Biiyiikbag orijinli BKM-7 H-Tyr*-Pro®'-Phe®*-Pro®-Gly®*-Pro®-11e®*-OH
sekansma sahipken, insan tiirevli BKM-7 H-Tyr’'-Pro’*-Phe’’-Val>*-Glu™-Pro™-Ile”’-

OH sekansina sahiptir. Bu yapisal farklilik insan B-kazomorfinlerinden 10 kat daha
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giiclii (6rnegin; p-opioid reseptorlerine daha biiylik baglanma affinitesi) oldugunu

gosteren biiylikbas siit B-kazomorfinlerinin BKM-7 aktivitesini etkilemektedir [11].

=] e ’

Sekil 1.6. B-kazomorfin-7’nin kimyasal yapisi [31].

67. pozisyon
(Ayrilma prolini
engeller)

=
Az Beta- Kazein .@@@@@@@@@‘
A, Beta- Kazein

67. pozisyon
(Histidin kolay bir sekilde
ayrilmaya izin verir)

Beta-kazomorfin7
(BKM-7)

Sekil 1.7. B-kazomorfin-7’nin serbest birakilmasi [30].

1.2. Peynirde Biyoaktif Peptitler

1.2.1.Biyoaktif Peptitler

Siit  proteinleri genellikle temel aminoasitleri saglayan molekiiller olarak
bilinmektedirler. Fakat siit proteinlerinden tiireyen oligopeptitlerin biyolojik

fonksiyonlara sahip olduklar1 gosterilmektedir. Fermentasyon sirasinda kazeinin
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parcalanmasiyla aciga c¢ikan cesitli uzunlukta oligopeptitler diger enzimler ile
parcalandiginda biyoaktif peptitlerin veya bunlarin ©n bilesiklerin olusumu
gerceklesmistir [12]. Biiyiilk miktardaki biyoaktif peptitler major kazein ve serum
protein bilesenlerinin her 1 gr'min proteolizi esnasinda potansiyel olarak

iiretilebilinmektedir [31].

Biyoaktif peptitler dogal protein yapisinda aminoasit zincirleri i¢erisine kodlanmaktadir.
Her molekiiliinde genellikle 3 ile 20 aminoasit kalintis1 bulunduran kisa peptitlerdir.
Fakat 64 aminoasit iceren kazeino makropeptit (CMP) bunlarin istisnasidir. Kiigiik
boyutlu ve hidrofobik ©zellikte olmalar1 daha kolay absorbe edilmelerine yardimci

olmaktadir [13].

Biyoaktif maddelerin bazis1 proteinler sayesinde tamamuyla aktifken, digerleri
proteolitik olarak serbest birakilincaya kadar gizlilik arz eder. Gizli biyoaktivitelerin
goriinmesi proteoliz bolgesine (meme bezi ya da gastrointestinal bolge) bagh
olmaktadir [31]. Inaktif durumdaki biyoaktif maddeler in vivo ve in vitro sartlardaki
enzimatik sindirim ve parcalanma sirasinda ac¢iga cikarak aktif duruma gecmektedirler
[12]. Buna ilave olarak, biyoaktivitenin tam ekspresyonu siitteki peptit olmayan
ajanlarla (lipitler, glikolipitler ve oligosakkaritler) biyoaktif peptitlerin sinerjik etkisini

gerektirmis olur [31].

1.2.2. Peynirde Biyoaktif Peptit Olusumu

Siitiin iglenmesi sirasinda, peynir yapimi i¢in kullanilan starter kiiltiirlerin ve proteolitik
mikroorganizmalarm biyolojik aktivitelerinin yan {Uriinii olarak biyoaktif peptitler

serbest kalirlar [12].

Biyoaktif peptitler siit proteinlerinden 3 farkli yolla tiretilebilmektedir [12]:
1. Sindirim enzimleri yardimiyla enzimatik hidroliz,

2. Proteolitik starter kiiltiirler ile siitiin fermentasyonu,

3. Proteolitik mikroorganizma kaynakli enzimlerin etkisi ile.

Biitiin B-kazomorfinlerde bulunan N-terminal Tyr kalintis1 onlarin biyoaktivitesi i¢in

kritik siire¢ arz eder. Prolin kalintilarinin yiiksek iceriginden dolay1 bu peptitler bariz bir
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sekilde proteolitik saldirtya direng olugturmaktadir. B-kazeinlerin sindirimi esnasinda bu

biyoaktif peptitler biitiin olarak absorbe edilmektedir [32].

1.2.2.1. Peynirde p-Kazomorfin-7

Al tip inek siitii, opioid olan ve kazomorfin denilen peptitler icin potansiyel bir kaynak
olusturmaktadir [33]. Opioid terimi, i¢inde bir morfin benzeri aktiviteye sahip kimyasal
maddeleri ifade etmektedir. Bunlardan bazilarmin stres, agr1 ve yanitta, gida alinimi

kontroliinde 6nemli rol oynadig: bilinmektedir.

Al tip siit kullanilarak yapilan peynirlerde, peynir proteolitik mikroorganizmalarmin Al
tip beta-kazeini katabolize etmeleri sonucu B-kazomorfin-7 opioid peptidi meydana
gelmis olur. BKM-7 opioid peptiti (Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle) besin proteinlerinden
tiireyen biyoaktif peptitin ilk 6rnegi olmaktadir. Ozellikle, beyin sapinda ifade edilen -
opioid reseptor ligantidir. Biyoaktif peptit olan BKM-7" nin N-terminalindeki “Tyr-Pro-
Phe” opioid oOzelliklere sahip oldugundan dolayr viicutta morfin benzeri aktivite

gosterebilmektedir [11, 14].

Giiclii bir opioid aktivite sergileyen bir peptid olan BKM-7, opioid 6zelligini N-
ucundan siralanan "Tyr-Pro-Phe" dizisinden alir. Bu dizi bir morfin benzeri eylem
yapabilmektedir [14]. Ote yandan, son dort aminoasit “Pro-Gly-Pro-Ile” kalintisi
pankreatik beta hiicreleri spesifik glukoz tasiyicisi olan GLUT-2 molekiilii ile
homolojisi ileri siiriilmiis olur. Bunlar ana protein dizisi i¢cinde aktif degildir ve
gastrointestinal sindirim (sindirim enzimler tarafindan hidroliz) veya gida isleme
(teknolojik islem sirasinda ya da proteolitik olgunlagsma) esnasinda salinir veya viicut
kendisi tarafindan iiretilmis olur [30, 33, 35]. Muhtemelen taklitcilikte rol alan bu
molekiillerin, Yeni Zelanda Samoan cocuklarinda Tip-I diyabet insidansi artigi

gozlenmesinin sebebi oldugu anlasilmistir [30].

Beta-kazomorfin tiiketiminin bir¢cok hastalia sebebiyet verdigi ve risk faktorii oldugu
cok cesitli calismalarda yillar boyunca ifade edilmektedir [30]. Bu amacla, siitte ve siit
tiriinlerinde opioid aktif peptidlerin varlig1 ve miktar analizleri, siit kalitesi parametreleri

Olctimleri arasina katilmaktadir [34].

Bugiine kadar yapilan ¢alismalardan yola cikarak, tip 1 diyabet gelisiminde rolii olan

BKM-7"nin, Swinburn (2004) ve Truswell' in (2006) saglik sorunlar1 raporlar1 sonucuna
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dayanarak besinlerde bulunmasina izin verilmemistir (Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi

Bilimsel Raporu, 2009).

Diinya iizerinde Ooneme sahip olan Al ve A2 tip siit ayrimi i¢in c¢esitli ¢caligmalar
yullardir siiregelmistir. Bunun i¢in Oncelikle hayvanlarin genotiplemesi ve siit ve siit
tirtinleri kazeinlerinin protein Ozellikleri calisilmaktadir. Kurek ve ark (1992), (-
kazomorfin-7 ve histamin enjekte edilen kobaylarda benzer alerjik reaksiyonlar

(dermatik pasif anafilaksi testi) verdigini bildirmistir [36].

1990'larin  sonunda, bazi raporlar kazein varyant1 Al tiiketimini bir risk faktorii
oldugunu ortaya koymustur [27]. Insanlarda diyabet (insiiline bagimlr) ve iskemik kalp
hastalig1 kazein varyant1 Al tiiketimi sonucu arttig1 gosterilmistirv[27, 28]. Ayrica, ani
bebek Oliimii sendromu (SIDS) beta-kazomorfin ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir

[10]. Insan saghg: iizerindeki siit proteinlerinin diger potansiyel etkisi siit alerjisidir.
1.2.3. Biyoaktif Peptitlerin insan Saghg Uzerine Etkileri

1.2.3.1. p-Kazomorfinlerin Diyabet Hastahg: ile Tliskisi

Diyabet hastalarina ve saglikli kisilerde lipopolisakkarid (LPS) stimiilasyonu sonrasi
periferik kan mononiikleer hiicrelerinde (PBMC) sitokin iiretimi bagisiklikta hiicresel
yanitlar1 ¢cozmek i¢in kullanilmaktadir [37, 38, 39]. Bu amacla, BKM-7 tahribati lizerine
PBMC tarafindan yaymmlanan sitokin diizeylerindeki degisiklikler ELIZA testinin
kullanimu ile sitokin yapilmistir [37]. Benzer bir sistem diyabetiklerde bagisiklik sistemi
tizerinde BCM-7’nin etkisini arastirmak i¢i kullanilmistir. Dogan ve ark.nm (2006)
caligmasinda, kan serum konsantrasyonlar1 Tip 1 diyabetli cocuklarda ELIZA yontemi
ile TNFo, IL-2 ve IL-6, IL IL-2 ve IL-6 diizeyleri arastirilmis ve diyabetin tiim
asamalarinda tespit edildigi gosterilmistir [40]. Son iki calisma caligmada saglikli ve
diyabetik bireylerin PBMC kiiltiirlerde BKM-7 etkilerini degerlendirmek i¢in 6n deney

tasarimi Onermislerdir.

Biyoaktif peptitlerin immiinomodiilator etkileri hiicre kiiltiiri ve in vivo sartlarda
calisgimistir [31, 41, 42]. Cogunlukla sitomodiilator etkileri iizerinden B-lenfosit
salgilama artigina ve immiinmodiilator artisa sebep olduklar: belirtilmektedir. Peptitlerin
zararl etkileri uzun yillardan bu yana ¢ok farkli calismayla gosterilmis olmakla beraber,

son zamanlarda peptitlerin bazi yararli etkilerini gosteren caliymalarda sunulmustur.
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Ozellikle Tip I diyabet iizerine engelleyici etkileri [27], potansiyel antikarsinojenik ve
oksidatif stres lizerine azaltici etkileri iizerine arastirmalar da yayimlanmaktadir [43,
44]. Bunlarla beraber peptitlerin hastalik etmeni ve risk faktorii olmalarina yonelik
caligmalar agir basmistir. Bu sebepten, inek siitiine alternatif siitlerin, koyun siitii kisrak
siitii ve Ozellikle keg¢i siitii i¢in biyoaktif peptitler ve besin degerlerine yonelik

caligmalar yapilmakta ve inek siitii yerine Onerilmistir [45, 46, 47, 48].

1.2.3.2. Sindirim Sistemi Uzerine Etkileri

Beta-kazomorfinlerdeki prolin kalintilarinin yiiksek icerigi bir¢cok degradatif enzimlere-
pepsin, tripsin ve kimotripsin- diren¢ arz etmektedir. Beta-kazomorfin-7 peptiti
proteolizlere B-kazomorfin-5 ya da B-kazomorfin-3’ten daha direnclidir. Buna ragmen
B-kazomorfinler sindirim sonucu ag¢iga ¢ikmig olurlar. B-kazeinler bagirsakta, dipeptidil
dipeptidaz-4’iin (DP4) etkisiyle intestinal zarin mukozal bolgesinde B-kazomorfinlere
ayrisarak emilmektedirler. Daha biiyiik peptitlerden X-Pro (N-terminal) dipeptitlerini
kesmek DP-4’iin gorevidir. B-kazomorfinler, Tyr-Pro grubunun enzimatik sindirimi ile
serbest brrakilir. Bu yilizden B-kazomorfin peptitleri opioid reseptorlere varmadan ve

muhtemelen intestinal zardan gecerken zarara sebep olurlar [11].

Siit ve siit driinlerinin her formu yutulduktan sonra, kazeinin gastral enzimatik
yikilmasiyla bebeklerin midesinde B-kazomorfinler gibi daha kiigiik peptitlere sekillenir.
Beta-kazomorfinler bir kez sekillendiginde, proteolizlere olduk¢a direngli

olduklarindan, midede dnemli seviyelere ulagsmis olurlar [3].

1.2.3.3.p-Kazomorfinler ve Ani Bebek Oliim Sendromu (SIDS) iliskisi

Cocuklarin ana besin kaynag1 olan siit, Ani Bebek Oliim Sendromu’nu giiclendiren,
biitiin ¢cocuklarda yaygin olan bir faktordiir. Bebeklerin olgunlasmamis merkezi sinir
sisteminden dolay1 absorbsiyonu takip eden gastrointestinal yolda, B-kazomorfinler
kolayca kan-beyin bariyerini gecebilirler. Bebeklerin vagal sinir gelisiminde ve solunum
kontroliindeki anormallikler, siitten elde edilen opioid peptitlerin beyin sapindaki
solunum merkezlerinde c¢okiintilye sebep olmasi nedeniyle meydana gelmektedirler.
Buna bagli olarak da bebeklerde ve c¢ocuklarda, opioid aktif peptitlerin Apne ve
SIDS’na sebep olduklar1 goriilmiis olmaktadir [S].
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Wasilewska (2011) SIDS potansiyeli ve apnesi olan bebeklere ait kan serumlari

orneklerinin DPPIV etkinligi i¢in B-kazomorfin miktarlarini anlamli bulmuslardir [6].

1.2.3.4. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Yillardir siit yag1 da dahil olmak iizere hayvansal yag icerigi yiiksek olan gidalarin,
koroner kalp hastaliklar1 (KKH) agisindan yiiksek risk tasidiklar1 one siiriilmektedir.
Satiire yag asitlerinin (SYA) yiiksek oranda aterojenik (damar i¢i duvarmda daralma
yapan) oldugu goriisii, cevreyle ilgili calismalardan koken almugtir. Siit dirtinleri
kaynakli yag tiiketimiyle KKH mortalitesi arasinda bir baglanti oldugu da One
siiriilmektedir. Ayrica klasik calismalar diyet ve yasam tarzi ile iliskili faktorlerde
yapilan degisikliklerin mortaliteyi diisiirdiigiinii gostermis olur. Ornegin, Kuzey Karelia
Projesindeki diisiik mortalite, biiylik oranda siit iirtinleri kaynakli SYA ve kolesterol
alimimin azaltilmasina, yasam tarzi ile iliskili faktorlerde yapilan degisikliklerle birlikte,
coklu doymamis yag asitleriyle meyve ve sebze alimindaki azalmaya baglanmistir.
Ancak populasyon i¢ci kohort calismalarinin bulgular1 arasinda tutarsizliklar

bulunmaktadir [13].

Bazi caligmalarda, siit iriinleri alimi ile KKH mortalitesi arasindaki baglanti
bulunamamistir. Bazi olgularda, siit iiriinleri alim1 ve KKH risk belirtecleri, insiilin
duyarliligi ve yiiksek kan basinct arasinda sasirtict olarak ters yonde bir iliski
gozlenmektedir. Siit dirlinleri alimi ile KKH mortalite ve morbiditesinde artigsa isaret
eden caligmalarda ise, peynir ve bazen mayalanmus siit iiriinlerinin istisna olusturdugu,
kolesterol ve SYA’nin aliminin fazla oldugu bir alt grupta, siit tiriinleri almi1 ve KKH
mortalite veya morbiditesi arasinda baglanti olmadigr goriilmektedir. Diger
arastirmacilar, siit lirtinleri kaynakli yag alim1 ve KKH mortalitesi arasinda anlamli bir

baglantinin, peynir digindaki siit tiriinlerinde goriildiigiinii sunmuslardir [47].

Elwood ve arkadaslari, siit ve KKH ile ilgili dnemli bir deneme yaymlamiglardir. Siit
icimi ile vaskiiler hastalik arasindaki 10 prospektif calismadan yola ¢ikarak, siit tiiketimi
en yiiksek ve en diisiik olanlarda iskemik kalp hastaligi riskini bulmuslardir. iskemik
kalp hastaligindan olim ve B-kazein Al’in tiiketimi arasindaki giiclii iliski birkac
populasyonda karsilastirilmistir. Sonuclara iliskin verilerin az oldugu bir caligma
disinda hi¢cbir ¢calismada, siit tiikketimi en fazla olanlarda riskin arttigina dair bir kanit

aciga citkmamistir [49].
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1.2.3.5. Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Kazomorfin ve gluteomorfin multisistem norolojik hastaliklarin bazi alt tiirleri i¢in,
sizofreni ve otizm, dikkat eksikligi bozuklugu ADD/ADHD, epilepsi ve yaygin gelisim
bozukluklarina da sebep arz etmektedirler. Otizm, kazomorfin ve gluteomorfinin bir kisi

tizerinde sahip olabilecegi etki tiirlerine bir 6rnektir [50].

Otizm kisilerin bedensel isleyisini ve yasam keyfini bozan ciddi bir hastaliktir. Otistik
cocuklarda hiperpeptitiiri bulunmustur [51]. Siradan ¢ocuklarda nobetler ve epileptik
ataklarin siklig1 yasla birlikte azalmaktadir. Otistik cocuklarda epilepsi ve EEG
anormalliklerinde yasla artan bir artis gdstermektedir. Epilepsi hastaligindaki frekans
artisgina paralel olarak c¢olyak hastaligi da artmaktadir. Ayrica ¢olyak hastaliginda
idrardaki artan opioidler de tespit edilmistir [66]. Bu durumda, kazomorfin ve
gluteomorfin peptitlerinin idrar icinde tesbiti, cocuklarda ©nemli hale gelmistir.
Cocuklarda, Otizim tanis1 koyabilmek i¢in idrar Orneklerinde Gluten/Kazein

peptitlerinin ELIZA ile tayini yapilmaktadir [50].

Gluten/Kazein ELIZA testi aynt zamanda ADH)D, sizofreni, MS, beslenme
bozukluklari, down sendromu, sindirim bozukluklar1 gozlenen cocuklarda tani igin
basvurulan bir yontem olmaktadir. Test sonucunda hassas bir standart egri yakalanarak
uygun gluten ve kazein diyeti uygulanmaktadir. Siki bir glutensiz ve kazein diyet hasta
icin yararl etkileri oldugunu asikar olmustur [53]. Diyetteki basarisizlik ciddi sorunlar
getirebilmektedir. Ciinkii bu gidalar otistik cocuklarm beyinleri ic¢in toksik nitelik

gostermektedir. Diyet tiim siit iirtinlerini ¢ikarma anlamina gelmektedir [50].

Otistik cocuklarinda idrarlarinda SPE-HPLC-tandem mass spektometri ile B-kazomorfin
gibi ekzojen peptit miktarlar1 6lciilmiis ve kontrollere gore otistik ¢ocuklarda peptit
miktarlar1 yliksek bulunmustur [51].

Siit, tereyagi, peynir, krem peynir, eksi krema, vb ayn1 zamanda soya peyniri, ton balig1
ve hatta ekmek kazein icermektedir. Bu sebeple siit iiriinlerindeki f-kazomorfin tayini
onem teskil etmektedir [54]. Yapilan bir ¢calismada yeni dogmus bebekler i¢in iiretilen
ticari bir bebek mamasi agonistik dort opioid peptide karsi test edilmis ve [-
kazomorfinlerin olustugu gozlenmistir. Bu calismada izole tavsan bagirsagi motor
aktivite lizerindeki etkileri incelenerek HPLC’de belirlenmistir. Sonug¢ olarak, bu

formiillerin opioid aktivite cesitliligi ek bir gdstergesi olabilecegi one siiriilmiistiir [68].
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Otistik hastalarin kan serum ve BOS’larinda opioid peptitlerde artis bulunmaktadir.
Bunlardan bazilarmin da sigir kazomorfin peptiti oldugu tespit edilmistir. Otistik
hastalarin idrarinda tespit edilen gliadinomorfin, gluteomorfin, deltorfin, dermorphin ve
kazomorfinlerin olusturdugu kronik etki, hastalik semptomu olan sosyal kayitsizlik

davranigini aciklayabilmistir [55].

Tveiten ve Reichelt (2012), sizofren hastalarm idrarinda artmis opioid peptit diizeyleri
bulunmuglardir. HPLC iizerinde degisik egimlerin kullanimi ile eksorfinlerin peptit
kromatografileri rapor edilmistir. Sizofrenide genetik ve diyetsel faktorlerin sizofreni ile
ilgisi gosterilmektedir [56]. Isvecli bir grup, reseptér baglayici opioidlerin diizeyine
iliskin sizofreninin belirtileri nitelendirmistir ve postpartum psikoz sirasinda insanlarda

kazomorfin artig1 géstermiglerdir [10].

Bunlarin yaninda, B-kazomorfinlerin depresyonla iligkisi, depresyon teshisi konulmus

hastalarin idrarlarinda artmis B-kazomorfin peptitlerinin tespitiyle sunulmustur [57].
1.3. Biyoaktif Peptitlerin Tayini

1.3.1. Biyoaktif Peptitlerin immiinolojik Yontemler ile Tayini

Antijen antikor reaksiyonlarini gosterebilmek i¢in enzim kullanilan tiim tekniklere genel
olarak enzim immunotest (enzyme immunoassay, EIA) denilmektedir. Radyoimmiino-
testler (RIA) EIA'den daha Once kullanilmaya baslanmis, ancak isaretleme icin ['» gibi
kisa omiirlii izotoplarin kullanilmasi, toplum sagligi ve cevreye zararh radyoaktif madde
kullanimi, RIA'in endokrinoloji laboratuarlarinda kullanimi ile smirli kalmasina neden

olmustur [58].

ELIZA sistemleri 1960'larda radioimmunoassay yontemlerine alternatif aramirken
bulunmustur. EIA'de kullanilan reaktiflerin uzun omiirlii olmalari, atik maddeleri ile
ilgili radyasyon tehlikesi olmamasi, basit testler olmasi ve otomatize edilebilmesi diger
iki teknige olan istiinliigiidiir. Daha 6nemlisi laboratuarlara ¢ok fazla sayida drnekle
calisma olanag: verdigi gibi analizlerin kisa siirede sonuglanmasi gibi uistiinliikleri de

vardir [58].
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1.3.1.1. Enzim-Bagimh immiino Ol¢ciimler (ELiZA)

EIA diye isimlendirilen yontemler, homojen ve heterojen olmak iizere iki gesittir.
Homojen tekniklerde, enzim bir hapten ile konjuge hal olusturur. Teknigin esasi, bu
konjugatin antikor ile reaksiyona girmesi halinde enzim aktivitesinin baslamasina
dayanmaktadir. Ancak bu teknigin diisik molekiiler agirlikli maddeler kullanma
zorunlulugunun bulunmasi, pahali ve zahmetli olmasi gibi dezavantajlaridir. Bu

nedenlerden dolay1 siklikla kullanilmazlar [60].

Heterojen EIA'da bagli olan ve olmayan reaktifler birbirinden yikama islemi ile fiziksel
olarak ayrilmaktadirlar. ELIZA heterojen EIA'ya ornektir. ELIZA'da bir enzimle
konjuge edilmis antikor (veya antijen), substrati ile reaksiyona girerek renkli bir iiriin
olusturmaktadirlar. ELIZA testleri antijeni veya antikoru (siifa ozgiil antikor da

olabilir) 6lgmek i¢in kullanilmaktadirlar [60].

ELIZA karmasik bir teknik olmamasina ragmen, bu teknikte bircok degisken kontrol
edilmektedir. Kat1 faz, yikama islemleri, kullanilan enzim ve substratlarin se¢imi ve
etkinligi, reaksiyonlarm sonlandirilma zamani, kontrol edilmesi gereken degiskenlerdir.
Kat1 faz olarak cogunlukla mikrotitrasyon plaklar1 seklinde plastik kullanilmaktadir.
Polistren mikrotitrasyon kuyucuklarindan baska, plastik boncuklar, ferr6z boncuklar ve

nitrosellilloz membran da solid materyal olarak kullanilabilir [60].

ELIZA'da kullanilan enzimler kinetikleri ve konjuge edilme dereceleri agisindan iyi
tanimlanmis enzimlerdir. Bunlar peroksidaz, alkalen fosfataz, B-galaktozidaz gibi
substratlar1 renkli iiriinlere ¢evirebilme yeteneginde olan enzimlerdir. Bu renkli iiriinler
standart spektrofotometrede okutulabilir. B-galaktozidaz kullanilmigsa florimetrede
okunmalidir. Substratlar genellikle alkalen fosfataz i¢in nitrofenil fosfat, peroksidaz icin

ortofenilendiamindir [60].

1.3.1.1.1. ELiZA Metodunun Cesitleri ve Prensipleri

Genel olarak 6 farkli ELIZA protokoliinde bulunmaktadir [59]. En cok bilinenleri
yarismali (kompetatif) ve direkt ELIZA testleridir. Yarismali ELIZA genellikle kiiciik
molekiil agirhikli antijen varhigini gostermek igin kullamilmaktadir. Aranan antijene
Ozgiil antikor kat1 faza baglanmistir. Enzimle isaretli antijen ve test edilecek antijen

(klinik ornek) kati fazdaki antikora ayni zamanda eklenir ve her iki antijenin de
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antikordaki baglanma bolgeleri icin yarismast amaciyla inkiibe edilmektedir.
Inkiibasyondan sonra yikanarak baglanmamis antijenler uzaklastirilir ve enzim substrati
konarak inkiibe edilmektedir. Baglanmig enzim substratla reaksiyona girerek renk
olusturur, spektrofotometrede absorbans okunur. Substratin iirline doniisiim miktari,
ornekteki antijen miktar: ile ters orantilidir. Sonugta renk degisikliginde azalma olursa
bu klinik &rnekte antijen varhgini gostermektedir [61]. ELIZA plaklar1 hazirlanirken,
antijen aranacaksa antijene 6zgiil antikor veya antikor aranacaksa antikora 6zgiil antijen
kat1 faza baglanmalidir. Plaklarin kaplanma iglemi, 2 saat 37°C'de ya da bir gece oda
isisinda veya bir gece +4°C'de bekletildikten sonra yikama yapilarak gerceklestirilir.
Inkiibasyonlar ise 1-2 saat 37°C'de yapilmaktadir [61]. Antijen saptama i¢in kullanilan
yakalama testinde kati1 faza poliklonal veya monoklonal antikor baglanmaktadir.

Enzimle isaretli antikor da poli veya monoklonal olabilir [61].

1.4. ELEKTROKIMYA

Maddenin elektrik enerjisi ile etkilesmesi sonucu ortaya ¢ikan kimyasal doniistimler ile
fiziksel degisiklikleri ve kimyasal enerjinin elektrik enerjisine ¢evrilmesini inceleyen
bilim dalina elektrokimya denmektedir. Elektrokimyasal tepkimeler, yiikseltgenme-
indirgenme tiirii tepkimelerdir. Elektrokimyasal islemler, elektrokimyasal hiicre adini
alan bir diizenekte yiiriitiilmektedir. Elektrokimyasal hiicre, incelenen maddeyi iceren
bir ¢ozelti ya da erimis tuz, maddenin kimyasal doniistime ugradigi elektrotlar ve bu
elektrotlar1 birbirine baglayan bir dis devreden olugmaktadir. Hiicrede bulunan iyon
veya molekiil halindeki madde katot adi verilen elektrotta elektron alarak
indirgenmektedir. Bu indirgenme ile birlikte yiirliyen bir yiikseltgenme tepkimesi
vardir. Anot adi verilen ikinci bir elektrotta ortaya c¢ikan yiikseltgenme tepkimesi
sirasinda iyon veya molekiil halindeki madde ya da elektrot malzemesinin kendisi
elektron verir. Boylece elektrotlarda tepkimeye giren her bir tiir, dis devrede belli sayida
elektronun iletilmesine neden olmaktadir. Elektrik akimi elektrik yiikiiniin akis1
nedeniyle meydana gelmektedir Elektrotlar1 birbirine baglayan devredeki metalik
kisimlarda elektrik yiikii elektronlar tarafindan tasinmaktadir. Cozeltide ya da erimis tuz
icinde elektrik yiikiiniin tasginmast bu ortamlarda bulunan iyonlar tarafindan

gerceklestirilmektedir [62].
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1.4.1. Doniisiimlii Voltametri

Bu yontem, karsilastirma elektrotuna gore calisma elektrotunun geriliminin belirli bir
gerilim programina uyacak sekilde degistirilmesiyle uygulanmaktadir. Gerilim programi
bir baslangic gerilimi (E1) degerinden baslamaktadir. Zamanla dogrusal olarak degisen
ileri yondeki gerilim degerine (E2) ulastiktan sonra tarama yonii ters ¢evrilmektedir.
Yeniden E1 baslangi¢ degerine ulasildiginda gerilim programi tamamlanmaktadr. ileri
ve geri yondeki tarama hizlar1 genellikle aynmidir. Ancak istenildiginde farkli tarama
hizlar1 da uygulanmaktadir. ileri yondeki gerilim taramasi sirasinda ¢alisma ve karsit
elekrotlar arasinda gecen akim kaydedilirse pik seklinde bir akim-gerilim egrisi elde
edilmektedir. Bu pik c¢ozeltideki elektroaktif maddenin yiikseltgenmesine (ya da
indirgenmesine) karst olur. Gerilim tarama yonii ters cevrildiginde yiikseltgenmis
elektroaktif tiiriin yeniden indirgenmesine (ya da yiikseltgenmesine) kars1 gelen bir geri
pik gozlenmektedir (Sekil 1.8) Gerilim programi art arda uygulandiginda ise bir¢ok

dongiilii doniisiimlii voltamogram elde edilmektedir.

Akim

Sekil 1.8. Doniisiimlii voltamogram

Bu sistemde c¢alisma elektroduna wuygulanan gerilim elektroaktif maddenin
yiikseltgenme gerilimine ulasinca yiikseltgenme olay1 baslamaktadir. Elektrot yiizeyini
cevreleyen kisimdaki madde tiiketilmektedir. Bu nedenle akimda hizli bir artig gozlenir.
Bu sirada calisma elektrodu civarinda bir difiizyon tabakasi olusur ve ¢ozeltiden elektrot

yiizeyine dogru difiizyonla madde aktarimi baslamaktadir. Difiizyonla kiitle aktarim
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hizi, elektron aktarim hizindan c¢ok daha kiiciik oldugunda voltamogramin tepe
noktasindan sonra akimda iistel bir diisiis gozlenmis olur. Doniisiimlii voltamogramlarin
ayrmtili olarak incelenmesi ile bir sistemin hangi gerilimlerde ve ka¢ adimda indirgenip
yiikseltgenebilecegini, elektrokimyasal acidan tersinir olup olmadigini, elektrot
tepkimesinin bir cozelti tepkimesi ile el ele gidip gitmedigini, indirgenme veya
yiikseltgenme iirtinlerinin kararli olup olmadigini, elektrot tepkimesinde yer alan
tiirlerin ylizeye tutunup tutunmadiklarini anlamak miimkiin olur. Elde edilen doniisiimlii
voltamogramlar elektron ve kiitle aktarim hizlarma, elektrot yiizeyinde ve ¢ozeltide

olusan baglasik kimyasal tepkimelere bagh olarak degisik sekiller almaktadirlar.

Doniistimlii  voltametrinin  yararlhh bir yonii de degisik tarama hizlarinda
uygulanabilmesiyle olur. Boylece elektrot tepkimesiyle olusan ara iiriinlerin

kararliliklariyla ilgi goriisler belirlenmektedir [63].
1.5. BIYOSENSOR

1.5.1. Biyosensorler

Bir biyosensor, Ulusal Arastirma Konseyi (ABD Ulusal Bilimler Akademisi) tarafindan
[63]:

a) Canl1 bir organizma veya iiriin bulunduran (6rnegin, bir enzim ya da bir antikor) ve

b) bir transdiiser (transducer, doniistiiriicti) ile elde edilen iiriinii tayin eden bir gosterge,
sinyal veya baska bir gsekilde ortamda belirli bir maddenin varliinda tanima

gerceklestiren algilama aygit1 olarak tanimlanir.

Biyosensorlerde biyokomponentin transdiiser iizerine baglanmasi ve stabil hale
getirilmesi islemine immobilizasyon denilmektedir. Bir biyosensor gelistirme siirecinde,
biyoreseptor ve transdiiser yapisindaki etkilesim biyosensor fonksiyonunda cok dnemli
oldugu icin dogru tiirii tespit etmek Onemli olur. Bir platformda bu pargalarin
immobilizasyonu temelde reseptor-transdiiser (doniistiiriicii) etkilesimini ve biyosensor
genel islevini belirlenir. Bu nedenle; bilesenlerin immobilizasyonu biyosensoriin
kullanisi ve verimlili§i acisindan ©nem arz eder. Immobilizasyon sonucunda
biyokomponentin aktivitesi ve 6zgiilliigii kaybedilmemesi gerekir. Farkli biyobilesenler
icin farkli immobilizasyon yoOntemleri kullamilmaktadir. Bazi immobilizasyon

yontemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlar1 Tablo 1.3'de listelenmistir [64, 65].
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Metod Avantajlar Dezavantajlar
Adsorpsiyon Basit, ucuz Nispeten istikrarsiz.
Tek kullanimlik uygulamalar i¢in | Hidrofobik yiizeylerde
1yi proteinler denatiire olur.
Adsorpsiyon, yiiksek pH,
sicaklik, ¢oziicii, yiizey ve
biyomolekiil bagimlidir.
Kapsamli optimizasyon
gerekebilir.
Yakalama Membranm | Makromolekiiller Difiizyon bariyeri
(Entrapment) arkasinda icin basit evrensel | yiiziinden tepki siiresi
yaklagim yavaglar.
Yakalanan protein
fazla miktarda
Polimer Uzun ¢alisma 6mrii | Serbest radikaller
jelde Seri iiretim tarafindan protein
potansiyeli denatiirasyonu
Kovalent Baglama | Stabil birlestirme Karmagik ve maliyetli

Transdiiser ile yakin temas
Diisiik diftizyon bariyeri-hizli
tepki

adimlar
Kisa Omiirli

Immobilize
polimer yiizeylerde
kovalent baglama

Daha fazla sayida baglanti yerleri
Artan sinyal 6l¢iisii

Daha kompleks hazirlama
Daha kompleks kinetik ve
difiizyon

“Yakalama
sistemi”’ kullanimi

Genel yiizeylerde agik ozgiillitkk
Rejenerasyon i¢in bir¢ok secenek
Antikor odakli calisma olanaklar:

Pahal1 ve kompleks coklu
adimli tiiretme prosediirleri
Cok katmanli yapis1
yiiziinden sinyal azalabilir.
Yakalama sisteminin
bilesenlerine 6zgiil
olmayan baglanma

1.5.2.Biyosensorlerin Tarihsel Gelisimi

Biyosensorlerin - gelismesi

1950’11

yullarin ortalarinda L.C. Clark’m Cincinati

Hastanesinde (Ohio, ABD) ameliyat swrasinda kanin O, miktarim1 bir elektrot ile

izlemesiyle baslamaktadir. 1962 yilinda Clark ve Lyons’un glukoz oksidaz (GOD)

enzimini O,-elektrodu ile birlestirerek kanin glukoz diizeyini 6l¢meyi basarmis oldular.

Boylece yeni bir analitik sistem olusturmuslardir. Bu sistem bir yandan biyolojik

sistemin (enzim) yliksek Ozgiilliigii diger taraftan ise fiziksel sistemin (elektrot) tayin

duyarliligmi birlestirmis ve genis spektrumlu bir uygulama olanagi bulmustur [66].
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Glikoz + O, + H,O  Glikoz oksidaz glikonik asit + H,O,

O, +2¢ +2H" —— >  H,0,

Ag anot

Pt katot

Glikoz oksidaz
1ceren enzim ,
tabakas: e

O

O: gecirgen
membran

" Elektrolit

Glikoz

H,O;

Sekil 1.9. Glikoz tespiti i¢in bir Clark enzim elektrotu [67].

1.5.3. Biyosensorlerin Yapisi ve Fonksiyonu

Ideal bir biyosensoriin sahip olmasi gereken ozellikleri sunlardir: Secicilik, uzun
kullanim Omrii, minimum kalibrasyon ihtiyaci, tekrarlanabilirlik, kararlilik, duyarlilik,
yeterli diizeyde tayin siniri, genis Olclim araligi, hizli yanit zamani, kolay

hazirlanabilme, ucuzluk, kiiciiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirliktir (Sekil 1.10).

Kullanilan sinyal ¢eviricinin tiiriine gore biyosensorler optik, kalorimetrik, piezoelektrik
ve elektrokimyasal biyosensorler olmak {izere dort grupta toplanirlar. Optik
biyosensorler biyokimyasal bir tepkime sonrasinda absorbe edilen veya yayilan 15181in
Olciilmesi ilkesine dayanir. Bu tiir bir biyosensorde 151k dalgalar1 dedektorlere optik
fiberlerle ilerler. Kalorimetrik biyosensorler analitin uygun bir biyokomponent ile
biyokimyasal tepkimesine bagli olarak ortaya c¢ikan i1siya bagl bir analitin tayinini
yapar. Piezoelektrik biyosensorler dogal bir anizotropik kristalin mekanik strese tabi
tutulmasiyla olusan elektrik dipolii prensibine gore calismis olur. Analit adsorpsiyonu
kristalin kiitlesini artirir ve kristalin temel salinim frekansini degistirmis olur. Biitiin bu

biyosensorler belirli dezavantajlardan sikint1 cekerler. Ornegin, optik biyosensorler cok
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duyarli olmasina karsin bulanik ortamlara uygun degildir. Termal biyosensorler ise ¢ok

kiigiik 151 degisikliginin oldugu sistemlerde kullanilamaz (67).

— Olciim cihaz
Tletici

s4 Biyoaktif tabaka
Analit 2%

Sekil 1. 10. Bir biyosensoriin sematik gosterimi.

Elektrokimyasal biyosensorler giiniimiizde en cok kullanilan biyosensorlerdir. Bu
biyosensorler en basit tanimiyla lizerinde tutuklanmis bir veya birden ¢ok biyolojik
katalizor tasiyan elektrotlarin kullanildig: sistemlerdir. Elektrokimyasal biyosensorlerde
bir biyo-etkilesim siirecinde elektrokimyasal tiirler bir elektrokimyasal dedektor
tarafindan Olgiilebilen bir elektriksel sinyal olusturarak, harcanir veya iretilir. Bu
biyosensorler, bulamik ortamlarda kullanilabilir, oldukc¢a yiiksek duyarliliga sahip,
kiiciik boyutlarda ve ucuzdurlar. Teknolojinin gelismesiyle birlikte elektroaktif 6zellik
gosteren cesitli kimyasal ve biyolojik maddeler uygun biyosensorler gelistirilerek daha
kolay, daha cabuk ve daha duyarh tayin edilmektedirler. Klasik elektrokimya ile sadece
anyon ve katyonlar1 belirleyen sensorler hazirlanabilirken sisteme biyomateryalin de
katilmas1 ile diger bircok maddenin tayini miimkiin kilinmistir. Bununla birlikte
biyomateryalin pH, sicaklik, iyon siddeti gibi ortam kosullarindan etkilenmesi
biyosensoriin  kullanim  Omriinii  kisaltti@indan  bir  dezavantaj olmaktadir.
Biyosensorlerin yapisinda gorev alan biyomateryaller cogu kez biyoreseptor olarak da
adlandirilmaktadir. Bunlarin i¢inde en yaygm olarak kullamilanlar enzimler ve
antikorlardir. Protein yapili makromolekiillere ek olarak hiicre, doku, niikleik asitler ve
DNA da biyoreseptdr olarak kullanilmaktadir. Biyosensorlerin yapisi ve c¢alisma
prensibi sekil 1.11°de verilmektedir.



1.5.4.Biyobilesenler (Biyokomponentler, Biyoreseptorler)

Biyosensorde en onemli bilesen; analizi yapilacak analite karsit oldukca hassas fakat
tersinir bir sekilde etkilesime giren biyoreseptordiir. Bu reseptorler tek bir substrati
baglayacak ve farkli substratlara baglanmayacak secici karakterde olmalidir. Temel

olarak lic grup biyoreseptor vardir, bunlar; biyokatalitik reseptorler, biyoaffinite

reseptorleri ve hibrit reseptorlerdir [73].

NUMUNE

a) Biyokatalitik reseptorler: Analiz edilecek maddeyi belirlenmeyen formdan tespit
edilebilir ve transdiiserle kaydedilebilir forma doniistiirmektedirler. Biyokatalitik tanima

elementleri enzim iceren sistemler, hiicreler (mikroorganizmalar; 6rnegin bakteriler,

BIYOSENSORLER

Elektrokimyasallar

Enzimler * Potensiyometrik
Doku kesitler o Amperometrik
Organeller ¢ Konduktometrik
Tutucu ajanlar ¢ Transistorler
Niikleik asitler Optik
Mikroorganizmalar * Folometri
Reseptr ¢ Florimetr
molekiilleri ¢ Luminesans
o Piezoelektrik
Ist Degisimi

o Termistorler

Sekil 1.11. Biyosensorlerin yapisi ve calisma prensibi.

ELEKTRONIK
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Okaryotik hiicreler, mayalar), organeller ve bazi doku parcalarindan olusmaktadirlar

[67,73 ].

b) Biyoafinite reseptorleri: Secilmis bir ligand1 termodinamik yol ile sabit kompleks
formuna doniistiiren belirleyici etkilesimler gostermektedirler [71]. Antikorlar, niikleik
asitler, lektinler, boyalar, hiicre membran reseptorleri ve diger 6zgiil baglayici ajanlar
gibi biyolojik bilesenler biyoafinite reseptorleri cesitlerindendir. Hormonlar, ilaclar,
viriisler tiimOr antijenleri, bakteri antijenleri ve diger bir¢cok protein benzeri analitlerin
belirlenmesi ve dl¢limii immiinolojik metotlar sayesinde minimum konsantrasyonlarda

basarilmaktadir [65, 74].

¢) Hibrit reseptorleri: Genellikle farkli makro molekiillerin ayn1 anda biyokomponent
olarak biyosensor yiizeyinde kullanilmasiyla olugsmaktadirlar. Hibrit reseptorler olarak
biyosensor uygulamalarinda niikleik asit kullanimi belirtilmistir. Sinyal tiretimi i¢in
protein-DNA, aptamer-oligoniikleotidler, DNA-RNA gibi makro molekiiller elektrot
yiizeyine hibritlenmektedir. Bu sensorlerin kullanim alanlar1t DNA’da meydana gelen
zararlar1 kimyasal olarak belirleme ve DNA’nin tiire 6zgii diziliminin hibridizasyonuyla

mikroorganizmalarin belirlenmesinde uygulanmaktadir [73].

1.5.5. Fiziksel Bilesenler

Biyosensorlerde biyolojik, kimyasal veya biyokimyasal sinyalleri dl¢iilebilir sinyallere
doniistiirebilen sistemlere transdiiser denilmektedir [70]. Bir substrat i¢in bileseninin
aktivitesi O, harcanmasiyla, H,O, iiretilmesiyle, biyokimyasal redoks tepkimelerle,
floresans, absorbsiyon, yansima, pH farkliligiyla, kondiiktivite, 1s1, elektrokimyasal ya
da kiitledeki degisimle olciilmektedir [74]. Trandiiserler, elektrokimyasal, optik, akustik
ve termal transdiiserler olarak gruplandirilmaktadir. Elektrokimyasal transdiiserler ise,
amperometrik, potansiyometrik ve kondiiktometrik olarak sinyal iletici sistemlere

ayrilabilmektedir.

Giinlimiizde biyosensorler; analite bagli olarak biyobilesen ve transdiiser c¢esitlerinin

bazilar1 Tablo 1.4’de verilmistir.
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Tablo 1.4. Biyosensor bilesenlerinin igerigi [70,74].

Analit Biyobilesen Sinyal Iletici Sistem

(Biyoreseptor) (Transdiiser)
Metaller Enzimler Elektrokimyasal Esasli
Hormonlar Antikorlar Amperometri
Enzim-Koenzimler Hiicre-doku kesitleri Potansiyometri
Substrat Mikroorganizmalar Yari iletken esash
Aktivator — Inhibitér | Niikleik asitler Optik esaslt
Antikor- Antijen Lipitler Fotometri esasli
Niikleik asit Hiicre organelleri Fluorometri esash
Mikroorganizmalar | Reseptorler Biyoliiminesans
Viriisler Piezoelektrik

Kuartz kristal mikrobalans

1.6. Biyosensorlerin Simiflandirilmasi

1.6.1. Biyobilesen (Biyoreseptor) Materyalleri Temel Ahnarak Yapilan

Simiflandirma

1.6.1.1. Enzim Bazh Biyosensorler

Enzimler yiiksek Ozgiilliklerinden dolay1 en sik kullanilan biyoreseptorlere ornektir.
Enzim biyosensorleri enzim aktivitesinde goriilen inhibisyon ya da aktivasyon esasina
dayanirlar ve kirleticilerin dolayli analizini saglamaktadirlar. Ciinkii bu tiir sensorler,

Olctim ortamindaki renk, bulaniklik ve partikiillerden etkilenmezler [67].

Kandaki glukoz konsantrasyonu tayininde kullanilan oksijen eletrotlu amperometrik
glikoz biyosensorii klasik drneklerinden biridir. Baska bir 6rnek olarak, sudaki fenolik
bilesiklerin saptanmasinda kullanilan peroksidaz ve tirozinaz enzim temelli

biyosensorlerdendir [76, 77].
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1.6.1.2.Hiicre Bazh Biyosensorler

Ik hiicre bazli biyosensor, Diviés (1975), tarafindan etanol analizi i¢in Acetobacter
xylynum hiicrelerini kullanarak tasarlanmaktadir [79]. Bir mikrobiyal biyosensor,
solunum temelli transdiiser ile immobilize edilmis canli mikrobiyal hiicreler ve
hiicrelerin metabolik aktivitelerini kapsamaktadir. Bu siirecte izlenmek istenen analit,

substrat, inhibitor veya bunlarin degisimleri olabilmektedir.

1.6.1.3.Antikor Bazh Biyosensorler (immunosensorler)

Antijen-antikor etkilesimini temel alan miikemmel secicilik Ozellikleri olan yiiksek
Ozgiillikte biyosensor Orneklerindendir. Antijen ve antikorlar birbirlerinin tayini icin
biyolojik bilesen seklinde kullanilabilmektedir. Hiicreler, sporlar, toksinler,
mikroorganizmalar, viriisler, pestisitler ve endiistriyel kirleticilerin tayininde kullanilir.
Immunosensorlerde transdiiser olarak elektrokimyasal, optik, kiitle ve termal yapilar yer

alir [80, 82].

Biyoreseptor olarak 1950°1i yillardan itibaren kullanilan antikorlar, yiiksek duyarlhiliklari
ve secicilikleri kanitlanmig molekiillerdendir. Antikor temelli biyosensorlerin en 6nemli
ozelligi calisilacak hedefin saptama Oncesi saflastirilmaya gerek olmaksizin dogrudan

kullanilma olanag1 saglamasidir [82].

1.6.1.4.Mikrobiyal Biyosensorler

Ik ¢alisilan mikrobiyal sensorlerde mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerinden ve
solunumla iligkili enzimlerinden yararlanilarak, bu sistemlerin substratlar1 veya
inhibitorleri tayin etmekteydi. Gelistirilmis mikrobiyal sensorler ile genetik olarak
degistirilmis mikroorganizmalarla toksisitenin ve kirletici maddelerin biyolojik olarak

tayin edilmesini saglamaya yonelik uygulamalara 6nem gosterilmektedir [83].

1.6.1.5.DNA Bazh Biyosensorler

DNA temelli biyosensorlerinde tanima komponenti olarak DNA kullanilir. Pestisit tayin
caligmalarinda, guanin yiikseltgenmesine dayali DNA biyosensorleri kullanilmaktadir.
Elektrokimyasal DNA biyosensorleri, aranan hedefin baz dizisinin karsilig1 olan 20—40
baz gibi kisa bir baz dizilimini bulunduran yapay tek zincirli DNA (ssDNA) oligomerin
(prob), elektrot yiizeyine bag kurmasi ve hedef oligoniikleotidle hibridizasyonuna temel

alinmaktadir [84].
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1.6.1.6.Ribozim Bazh Biyosensorler

Ribozimler kimyasal tepkimeleri katalizleyen yapay molekiil olusumlarmdandir.
Ribozimler katalitik tek sarmalli bir RNA molekiilleri ve aptazimlerden (aptamer
enzimler), DNA ya da RNA ya da Kkatalitik aptamerler (hedef molekiillerine
baglanabilen peptit molekiiliinden) meydana gelmektedir. Gelistirme asamasindadir ve

heniiz herhangi bir ticari kullanimlar1 bulunmaz [83].

1.6.1.7.Doku ve Organel Temelli Biyosensorler

Rechnitz (1993), tarafindan arginin tespitinde ilk kez doku esashi biyosensor temel
alinmistir [81]. Ince bir dilim si8ir karacigeri ve enzim olarak iirazmn bir boliimiinii
caligmigtir. Hiicre membranlari, solunum zinciri, kloroplastlar, mitokondri ve
mikrosomlar gibi temel hiicre fonksiyonlarini siirdiiren alt hiicresel organeller bazi
biyosensorlerde belirli analitleri analiz etmek i¢in kullanilmaktadir. Doku temelli veya
organel esasli biyosensorler, enzim temelli biyosensorlere kiyasla daha yiiksek seviyede
kararlilik gosterme kabiliyetine sahiptir. Ancak uygulamalarinda uzun tespit siiresine
ithtiya¢ duymasina ragmen daha fazla net sonuclara sahip olmazlar. Enzim inhibitérleri,
aktivatorleri ve kararhligi saglayan maddeler; seciciligi gelistirmek, doku ve organel

esasli biyosensorlerin 6mriinii uzatmak ve tespit siiresini kisaltmak icin kullanilir.

1.6.2. Sinyal Iletici Sistem (Transdiiser) Materyalleri Temel Ahnarak Yapilan

Simiflandirma

1.6.2.1 Kimyasal Biyosensorler

Bir kimyasal sensor Ornek yapisindaki analit miktarmin dogrudan Olgiilmesi icin
kullanilmaktadir. Bu tiir bir sensor idealde, ornege zarar vermeden, siirekli ve tersinir
bir sekilde ¢alisabilmesi gerekir. Kimyasal sensorler hedef analit ile kaplanmis sinyal
cevirici bir unsur icermektedirler. Bu etkilesimden meydana gelen kimyasal
degisiklikler sinyal c¢evirici element tarafindan elektriksel sinyallere cevrilmektedir.
Kimyasal sensorlerin en temel uygulamalarindan biri biyosensorlerdir. Elektrokimyasal
biyosensor en basit tanimiyla ilizerinde tutuklanmig bir veya birden ¢ok biyolojik
katalizor tastyan elektrotlarm kullanildig: sistem olurlar. Biyosensorler ¢esitli gaz, iyon
ve biyolojik maddelerin nitel ve nicel analizinde ve orijinal sistemlerin izlenmesine

olanak verdiginden pek cok bilim dalinda uygulama alani bulmaktadir. Teknolojinin
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gelismesiyle birlikte elektroaktif 6zellik gosteren cesitli kimyasal ve biyolojik maddeler
uygun biyosensorler gelistirilerek daha kolay, daha cabuk ve daha duyarli tayin
edilebilmislerdir. Klasik elektrokimya ile sadece anyon ve katyonlar1 belirleyen
sensorler hazirlanabilirken sisteme biyomateryalin de katilmasi ile diger bircok

maddenin tayinini miimkiin kilar [63].

1.6.2.2. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, ilk kullanilan ve en cok gelistirilen biyosensorlerdir.
Erken donemlerde, 6zellikle oksijen elektrotunun izlenmesiyle klinik glikoz saptamak
icin  gelistirilen enzim elektrotlar1  seklindeydiler. Sonra, enzim-baglantili
imiinoelektrokimyasal c¢aligmalar Heinemann ve arkadaglar1 (1992), tarafindan
elektrokimyasal biyosensorlerin hassasiyetini artrmak i¢in tasarlanmistir ve diger

caligmalar bu yonde yogunlasmistir [85].

1.6.2.3. Amperometrik Biyosensorler

Amperometrik doniisiim, elektro aktif tiirlerin elektrokimyasal olarak yiikseltgenmesi ya
da indirgenmesine bagli olusan, elektroaktif iiriiniin olusturdugu akim degisiminin
Olctimii lizerine temellenmistir. Calisma metotunda bir referans elektroda karsi platin,
altin, grafen ya da karbon caligma elektroduna belirli bir potansiyel uygulanarak yapilir.
Elde edilen akim, direk elektro aktif tiirlerin derisimi ya da biyokatalitik materyal

icindeki iiretim ya da tiikketim hizlarmin bir fonksiyonu sonucudur [85].

Amperometrik esasl
bir biyosensiriin
sematik gosterimi

A: Cahstaa elektrodu(Pt),
B: Referans dektrot

N 1 C
. _ (Ag/AgCY),
. - é C: Elektrolit ¢dzelti(KCI),
e 5‘ o © D: i¢ gaz gecirgen
membran(Teflon),
E: Immohilize enzimi

iceren biyocaktif tabaka

HO, +H,0, —250, +2}120| F: Inskoruyucu
membran(Seliiloz a setat
V.S)

Sekil 1.12. Amperometrik esasli bir biyosensoriin sematik gosterimi
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Diger yontemlere gore, yiiksek duyarlik, genis lineer kullanim aralig, yiiksek kararhlik,
hizli yanmit ve ekonomik olmasi gibi avantajlar1 nedeniyle iyi bir alternatif
olusturmaktadir [86]. Kanda glikoz takibi i¢in gelistirilen ilk biyosensor, bir
amperometrik biyosensordiir ve oksijen seviyesinde azalma seklinde saptanmaktadir.
Balik tazeliginin seyri hedefiyle amperometrik biyosensorler gelistirilmistir [87].
Imiinomanyetik ayristirma ile birlikte kullanilan bir bienzim elektrokimyasal biyosensor
gida numunelerinde Escherichia coli, O ve H’nin hizli tayini i¢cin gelistirilmistir [88].
Asetil kolinesteraz temelli bir biyosensor organik fosfath pestisitlerin akis
enjeksiyon/amperometrik analizi i¢in tasarlanmaktadir [89]. Schulze ve ark (2002),
asetilkolinesterazm kullanildig1 ekran baskili biyosensor gelistirmistir ve gida 6rnekleri
diger yontemlerle kiyaslanarak degerlendirilmistir [90]. Geleneksel analitik yontemler
ile kiyaslandiginda daha tutarli sonuglar saptanmistir. Ekran baskili biyosensorler kolay
bir yontem olmasma ragmen, ekran yazicmin tasinma zorunlulugu kullanimini
smirlamistir [89]. Deo ve ark (2005), organik fosfath pestisitlerin tayini i¢in yaptiklari

caligmalarla amperometrik biyosensorleri yapmislardir [91].

Bir biyosensoriin biyoaktif tabakasindaki reaksiyonlar olduk¢a kompleks bir kinetige
sahip olurlar. Amperometrik esaslhi bir enzim sensoriiniin genel calisma ilkesi sekil

1.4’te verilmektedir.

Enzim sensdriiniin genel
calisma ilkesi
A Substrat,

i B: Kosubstrat veya
Koenzim,

C wve F: Uriinler,

=, (B el [FJ ¢: Olciim ¢ozeltisi
H H JI u icindeki,
ar. L 2@ (€d + [ B.T. t: Biy oaktif tabakadali,

. .l . . : Elektr ot yiizeyind eki
s ] 3 1 ¥ t nsantrasyonlar;

- ...........}........................F........F...... ~ D.T: Diﬁizyon tabakasl .

o.cC. e -
“ 1 | 6.¢.: Sigiim cozeltisi,

(2 Bl [Cg]l  [Fel

B.T.: Biyoaktif tabaka,
i: letici

Sekil 1.13 Amperometrik esasl bir enzim sensoriiniin genel ¢calisma ilkesi
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1.6.2.4. Potansiyometrik Biyosensorler

Potensiyometri tayinde, genellikle biyoreseptor iceren bir elektrokimyasal hedef
icerisinde ya bir iirliniin elektrokimyasal aktivitesi ya da elektrokimyasal reaksiyondaki
bir tepkimenin aktivitesinin gerilimi hesaplanmaktadir. Potensiyometrik Olciimler net
akim akis1 olmayan bir elektrot siirecinden olusur. Bir elektrot yiizeyinde yiik fazlaligi
birikimi neticesinde elektrot lizerinde 6nemli miktarda gerilim olusumu prensibiyle
calisir. Potansiyometrik biyosensorler, uygun biyoreseptorler ve uyumlu transdiiserler
kullanarak, bir iyonun iyonofora baglanmasindan kaynaklanan elektriksel gerilimdeki

degisiklikleri takip edilebilmektedir [85].

Pestisit tespitinde elektrokimyasal Ol¢iim c¢esitleri, potansiyometrik Olciim ve
amperometrik Olclim calismalar1 birbirine benzerler. Mulchandani ve ark (1998)
tarafindan yapilan caliymada, potansiyometrik biyosensor kullanarak organik fosfat
esterlerini biyolojik bir katalizor etkili organofosfor hidrolaz tepkimesi ile analiz

etmislerdir [91].

1.6.2.5. Optik Biyosensorler

Optik biyosensorler biyokatalizor ve hedef analitin birlesimde olusan reaksiyonun
absorbans, yansima, yayilma, liminesans ve floresan gibi farkli optik ilkeler ve
teknikler ile degerlendirilmesi lizerine temellenir. Optik biyosensorler sensor iizerinde
151¢in - kirdma  indisi  farklasmasinin  tespiti  hedefiyle kaybolan alan esasina

dayanmaktadirlar [93].

1.6.2.6. Kolorimetrik Biyosensorler

Kolorimetrik biyosensorlerde bir kromojenik materyalin bir renk aciga ¢ikarmak icin
kullanildig1 sistem vardir. Optik tanimadan farkli olarak genellikle mekanik bir
ceviricinin, ¢iplak gozle takibiyle yapilir. Fenolik bilesikler ve pestisitler icin
kolorimetrik tabanli ¢evirici mekanizmasi ile hizli ve kolay uygulanabilir cevresel
analizleri belirten bazi denemeler mevcuttur [77]. Tiirkiye'de; NANObiz A.S. firmasi
tarafindan gelistirilen, ekolojik izleme yapan Senyurt adli fenol sensorii (Senyurt 2008)
ve Sensobiz firmas: tarafindan gelistirilen, siit pastorizasyon degerlerini izleme yapan

Karakas alkalin fosfataz sensorii (Karakas 2009) kolorimetrik biyosensorlere ornek
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calismalardir. Bu sensorler tek kullanimlik sensorler olup, alternatifleri uzun zaman alici

ve laboratuvar temelli yontemlerdendir [65, 85].

1.6.2.7. Termal Biyosensorler

Termal transdiisere sahip biyosensorler, enzim ya da mikroorganizmalarin katalizledigi
bir kimyasal tepkimede 1s1 seklinde meydana gelen enerji farklanmasinin izlenmesi

izerine temel alinmistir [65].

1.6.2.8. Piezoelektrik Biyosensorler

Piezoelektrik esash transdiiserler ¢cogunlukla immiinosensorlerde uygulanir ve antijen
veya antikorlarm bir kristal yiizeyine tutuklanmas ile olusturulmaktadirlar. Bu biyolojik
bilesenlerle analit arasindaki baglanti, isleme alinan kristalin titresiminin izlenmesinin

sinyale doniisiimii saptanmaktadir [85].

1.7. Biyosensorlerin Genel Uygulamalarn

Biyosensorler kolay kullanim ozellikleri, yiiksek duyarlilik ve yerinde es zamanl
Olciimlere uygulanma potansiyelleri sebebiyle, tip, medikal, cevresel denetleme,
genetik, otomasyon savunma sanayi ve gida kalite kontrol gibi genis ¢aliyma alanlarina

sahip olmaktadir [95].

Son zamanlarda nokta-tespit (POC) biyosensor teknolojileri sayesinde hastanelerde
kullanilan teshis cihazlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Tasmabilir ve insan viicuduna implante
edilebilen cihazlar teknolojik ilerlemelerde odak noktasi olmustur. Seker hastaligi
izleme, gebelik testi, hepatit testleri, erken teshis tarama testleri, bulasici hastalik
testleri, HIV, pihtilagma testleri, yapay organ takip testleri ve dogurganlik testi gibi en
sik kullanilan POC biyosensor sistemleri mevcut olmaktadir [96].

Askeri sektor icin biyosensor ornegi Biotrace (biyoliiminesans sistemleri ¢aligmasinda
uzmanlagsmis) ve Smiths Group'un Greaseby (algilama sistemleri c¢aligmasinda
uzmanlasmis) tarafindan gelistirilmektedir. Bu biyosensoriin TIGER set-up seti iki
asamali bir siireci ve 2 dakikadan az siirede toksik maddeler tayin edildigi
belirtilmektedir. Bilimsel caligmalar1 benzer sekilde olan adenozin trifosfat (ATP)

liiminesans (Sadana 2006) patentli uygulamada olan bir sistem olusturmaktadir [95].
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Biyosensorler pestisitlerin 6l¢iildiigic HPLC/DAD, LC/MS/MS ve GC/MS gibi ileri

kimyasal analiz metotlar1 ile kiyaslandiginda bazi avantajlar ve dezavantajlar mevcuttur

Tablo 1.5’de biyosensorlerin avantaj ve dezavantajlar1 verilmektedir [97].

Tablo 1.5. Biyosensorlerin avantaj ve dezavantajlari [97].

Avantajlan

Dezavantajlar

Yiiksek duyarlik,
Kisa dl¢iim zamani,

Gereksinime gore islem akas,

Biyobilesenlerin kisa dmiirlii olmasi,
Biyosensor hazirlamanin zaman almasi,

Molekiiler biyolojik ilerlemeler konusunda

. . ) ) yeterli bilgi donanim1 olmamasi,
Olciim ve analiz maliyetlerinde diisme,

) ) | Biyokompatibilite sorunlari,
Otomatik 6l¢iim ve uyarlama sistemlerinin
kullanilmasi, Implante edilebilen sensorlerin  steril
tutulabilme sorunu,

Multisensor sistemlerinin gelistirilmesi.
Mikroorganizmalarin genetik kararliliginin

diisiik olmas.

1.8. Enzim Temelli Biyosensorler

Elektro aktif tiirlerin konsantrasyonlar1 potansiyometrik ya da amperometrik cevapla
izlenir ve elektrokimyasal sinyal degerleri, substrat konsantrasyonunun hesaplanmasi
icin iliskilendirilebilirler. Enzim temelli biyosensorlerin en 6nemli iki boliimii enzim ve
elektrot kisimlaridir. Enzim elektrotunda, elektrot materyali seciminde elektriksel
iletkenligin yiiksek olmasma ve sertlige dikkat edilmelidir. Bu sebeple, enzim
biyosensorlerinde kullanilan elektrotlar genelde yaprak ya da cubuk seklinde; platin,

altin, grafen, karbon gibi kat1 destek materyallerinden olusur [98].

Kullanilacak enzimin tercihi ise, gerceklesecek reaksiyon ve analite gore yapilir.
Oksidorediiktaz enzimleri (Glukoz oksidaz, iireaz, alkol dehidrogenaz, peroksidaz,
katalaz, billirubin oksidaz ve laktat oksidaz vb.) amperometrik enzim elektrotu
uygulamalarin da siklikla tercih edilen enzimlerdendir. Enzimle gelistirilmis elektrot

sistemlerinin fazla bilesenli sistemlerde, hizli analize olanak saglamalar1 ve yiiksek
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hassasiyette Olciim degerleri gibi avantajlar1 nedeniyle ekoloji, saglik, analitik kimya,

gibi alanlarda genis uygulama sahasi bulunmaktadir [99].

Enzim temelli bir amperometrik elektrot, kimyasal secici tabaka icin bir enzim, sinyale
doniistiiriicii i¢in bir elektrot, elektrotun bagl oldugu bir sinyal yiikseltici ve sonuglarin

okunacagi bir ekran sisteminden olusmaktadir (Sekil 1.14) [99].

SUBSTRAT

URON

Sinyal

Sekil 1.14. Bir enzim elektrotunun temel kisimlari.
1.8.1. Amperometrik Biyosensorler Jenerasyonlari

Amperometrik biyosensorlerin olusumu icin, elektron aligverisinde gorevli redoks
enzimi ve elektrotlar arasindaki elektronik baglant1 iligkisi 3 kusak seklinde
gelismektedir:

*Birinci kusak amperometrik elektrotlar: Enzim substratinin ya da {iriiniin elektro

aktivitesi iizerine temellenir.

oikinci kusak amperometrik elektrotlar: Redoks medyatorlerinin serbest halde ya

da immobilize edilmis biyomolekiillerin kullanimi {izerine temellenir.

Uciincii kusak amperometrik elektrotlar: Enzimin redoks aktif bolgesi ile
elektrot yiizeyi arasinda direk elektron tasmmasi tiizerine temel olusturur.
Amperometrik elektrotlarin gelistirilmesinde cesitli yaklasimlar Sekil 1.15°de
belirtilir [100].
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Sekil 1.15. Amperometrik enzim elektrotu jenerasyonlar1 a) I. Nesil Amperometrik elektrotlar,
b) II. Nesil Amperometrik elektrotlar, c) III. Nesil Amperometrik elektrotlar [103].

I. Nesil biyosensor jenerasyonlarinda dezavantajlarmmin en Onemlisi cok yiiksek
potansiyel uygulanmasidir. Bu problem kiiciik redoks aktif molekiiller olan, enzimin
redoks aktif kismu ile elektrot yiizeyi arasinda elektron taginmasini gerceklestiren
medyatorlerin (ferrosen tiirevleri, ferrosiyanid, iletken organik tuzlar ve kinonlar)

secimi ve kullanimi ile ¢oziiliir.

II. Nesil biyosensor jenerasyonlarinda bir¢cok redoks enzimi temelli elektrotlar igin
medyatorlerin kullanimi uygulanan potansiyeli diistiriir. Bunun yani sira, medyatorler
kullanildiklar1 ~ elektrotlarda lineer cevap araligini yiikselir. Ayrica glukoz
elektrotlarinda, bilinen elektrot kullanim Omriinii uzatirlar ciinkii enzim aktivitesi i¢in
zararli olan hidrojen peroksit medyator kullanildigr durumda iiretilmez. Dezavantaj
olarak medyatorler sadece redoks enzimlerine bag kurarak enzim ve elektrot arasinda
elektron transferini saglamaz bununla beraber c¢esitli reaksiyonlara da sebep olmaktadir

[101].

III. Nesil biyosensor jenerasyonlarinda elektron transferi substratin iiriine katalitik
donustiiriilmesi ile iligkilendirilmektedir. Reaksiyonda gorevli enzimi elektrot ve
substrat molekiilii arasinda medyatér bulunmadan elektron transferini fazlalastirarak, bir
elektro katalizor gorevi lstlenilmektedir. Bu tiir biyosensorler, cogunlukla iistiin
secicilik gosterirler, c¢iinkii baska reaksiyonlara baslatmadan enzimin redoks
potansiyeline es deger potansiyelde ¢alisirlar. Biyomolekiil ve elektrot yiizeyi arasindaki
iliskinin kuvvetli olmas1 bu tiir biyosensorlerin hassashigini olumlu etkiler. Ilerlemis

caligmalar yiiksek performansli amperometrik biyosensorler i¢cin redoks enzimi ve
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elektrot arasinda elektron transferinin arttirilmasi temeline onem verilir. Bu sistemlerin
gelistirilebilir bagka bir 6zelligi ise, dogrudan elektron transferine dayali enzim temelli

amperometrik araclara hedef alinir [102].

1.8.2. Manyetik Boncuklar ve Nanopartikiiller

Son yillarda, mikro ve nanomateryallerin elektrokimyasal biyosensorlere aktif kullanimi
oldukca goriilmektedir. Bu alanda manyetik partikiillerin sisteme katilmasi yeni
jenerasyon biyosensorlerde ©zel ilgi odagi olmustur. Manyetik partikiiller yillardir
satistadir (6rnegin, BioMag®, Dynabeads®, Adembeads® ve SiIMAG®) ve
laboratuvarlarda kullamlmaktadir. Ozellikle bir sividan saflastirilmak istenen biyolojik
orneklerin eldesinde kullanilmaktadirlar. Sekil 1.16’da verildigi lizere, manyetik
materyallerden (demir, nikel, kobalt, neonidim-demir-boron, samaryan-kobalt veya
magnetit) olusan inorganik bir kor icerir. Bunun iizerinde polisteren, dekstran,
poliakrilik asit veya silikadan olusan bir polimer tabaka bulunmaktadir. Bu tabaka,
fonksiyonel gruplarla (6rnegin amino ve karboksilik asit) modifiye edilir. Bu
fonksiyonel gruplar sayesinde, manyetik partikiillerin ylizeyine peptidler, kiiciik

molekiiller, proteinler, antikorlar ve niikleik asitler baglanabilinmektedir [106].

Manyetik partikiillerin biiytikliikleri birka¢ nanometre (5-50 nm) ile birka¢ mikrometre
(1-10 wm) arasmnda degisir. Bu partikiiller, etkili transport, hizli 6l¢iim kinetikleri,
baglanma 6zgiilliigiiniin arttirilmas: ve isaretleyici olarak etki eder. Kiiciik magnetler
tarafindan sivi ortamdan c¢ekilerek rahatlikla toplanip ayristirilabilir. Magnet cekilince
tekrardan dagilirlar ve bu toplama ve dagilmayla istenmeyen Ornek icerikleri rahatlikla
yikanir ve uzaklastirilir. Partikiiller niikleik asit, protein, viriis, bakteri ve hiicrelerin

immunomanyetik seperasyonlarinda kullanilir [103].
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Sekil 1.16. Manyetik partikiillerin sematik gosterimi (A), foksiyonel gruplarla aktivasyon (B) ve
konjuge biyolojik molekiiler (C) [103].

Biyosensorler ile ilgili pek cok calismada, screen printed elektrot (SPE) temelli
biyosensorlerin gelistirilmesinde onemli noktanin elektrot ylizeyi iizerine aktif formda
biyolojik reseptoriin immobilizasyonu oldugunu gosterilmektedir [104, 105, 106]. Sekil
1.17°de magnetize karbon baskili elektrotlar iizerinde (SPE) streptavidinle modifiye
manyetik partikiillere dayali immiinosensor aplikasyonu gosterilmektedir. Burada
sandevi¢ tip immun Olciim ile antijen miktar1 Ol¢iilmektedir. Bunun icin Oncelikle
biyotinlenmis yakalayict monoklonal antikor streptavidinle modifiye partikiil tizerine
baglanmistir. Sonrasinda ortama antijen ilave edilerek, antijenin antikora baglanmasi
beklenmis ve devaminda alkalen fosfataz isaretli ikincil antikor ortama konularak
antijene baglanmasi saglanmistir. Sonu¢ olarak modifiye edilmis manyetik partikiiller
altinda magnet bulunan SPE’ler lizerine konularak stabilize edilmis ve stabilize edilmis
modifiye partikiiller {izerine enzimin substrati olan 1-NP (1-naftilfosfat) eklenerek,
aciga cikan elektro aktif iirtin (1-naftol) differansiyel pulse voltametri ile dlgiilmektedir

[107].
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Sekil 1.17. Manyetik boncuklarim modifikasyonu ve baskili elektrotlar iizerinde biyosensor
Olciimleri [107].

1.8.3. Baskili Elektrotlar (Screen-Printed Electrodes: SPE)

Baskili elektrotlar son zamanlarda biyosensor calismalarinda siklikla kullanilan ve
basitlik, hizlilik ve ucuzluk bakimindan iimit verici olan malzemelerdendir. Baskili
elektrot temelli kullamilip atilabilen biyosensorler biyomolekiillerin, pestisitlerin,
antijenlerin, DNA, mikroorganizmalar ve enzimlerin miktar tayinlerinde yeni ufuklar
acmaktadirlar. Ayrica tasimabilir cihazlarda minyatiirize edilerek
kullanilabilinmektedirler. Ozellikle elektrokimyasal sensorlerin minyatiirizasyonunda
siklikla kullanilmaktadirlar. Bu durumun en 6nemli avantaji, 6rnek hacminin birkag
mikrolitreye kadar kiiciiltiilmesidir. Bu da bu cihazlarin diyagnoz sistemlere kolaylikla
entegre edilmelerini saglamaktadir. SPE yiizeyleri ¢ok farkli analitleri 6lcmek amaciyla

kolaylikla modifiye edilir. Bu sayede bir¢ok analit az miktarlarda da olsa ol¢iiliir [108].

SPE’lerde calisma elektrodu karbon, altin, platin, giimiis veya karbon nanotiiplerden
yapilmaktadirlar. Elektrodun yapisinda bir ¢alisma, karsit ve referans elektrot bulunur.
Genellikle caligma elektrotu ve karsit elektrot ayni maddeden yapilirken, referans
elektrot farkli maddeden yapilmaktadir. Genellikle giimiis kullanilir (Sekil 1.18). Bu

kombinasyon elektrokimyasal 6l¢timlerde kullanilmaktadir.
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Sekil 1.18. SPE yapusi.

Amperometrik biyosensorlerin  kullanim alanlari, klasik elektrotlarin SPE’lerle
degistirilmesi sayesinde daha da genislemistir. SPE'ler ozellikle eser seviyelerdeki
madde analizlerinde bellek etkilerinin ortadan kaldirilmasi ve onlarin yerinde in situ
tayin icin cazip avantajlari1 biyosensor calismalarina eklemislerdir. SPE'ler yapisinda
diizlemsel seramik veya plastik destekler gibi farkli materyallerin baskisini icerir. Bu da

SPE'lerin biiyiik esneklikte olmasina yardimeci olur [108].

Bu calismada; “Printed-ECELISA cihazi, ve Dropsens 8x ve 96x SPE’ler ile peynir
suyunda BKM-7 tayini, elektrokimyasal sisteme uyarlanmig, bizim tarafimizdan
gelistirilen manyetik boncuklara dayali elektrokimyasal ELIZA (ECELISA) kit icerigi

ile yapilmagtir.



2. BOLUM
GEREC VE YONTEM

2.1. Deneylerde Kullanmilan Materyaller

2.1.1. Kimyasallar

Deneylerde kullanilan baslica kimyasal maddeler, Merck, Aldrich, Fluka, Sigma,
Abcam, Abnova, eBioscience, Milipore Amicon, Dynabeads, Thermo gibi firmalardan
ithal edilen antijen, antikorlar ve reaktifler olup, kimyasallar analitik saflikta

bulunmaktadir.

2.1.2. Arag, Gerec ve Cihazlar

Deneyler sirasinda kullanilan arag, geregler ve cihazlar Tablo 2.1, Sekil 2.1, Sekil 2.2,
Sekil 2.3 ve Sekil 2.4°de verilmektedir.

Tablo 2.1. Deneylerde kullanilan arag, geregler ve cihazlar.

CIHAZLAR

Dropsens—DRP-Cast8X

Dropsens-DRP-Cast96x

Vortex mixer-Labnet International, Inc.

pH metre-Mettler Toledo

Hotplate& Stirrer-HSD 180 MTOPS

Hassas Tarti-OHAUS (Item PA214C)

Su Cihazi-Q-POD-Lod No: FACA33864 (saf-distile su)-MILLIPORE
EPPENDOREF mikropipet takim: ve EPPENDOREF tiipler:1 ml, 1.5 ml, 2 ml, 4 ml
Santrifiij-Sigma 2—-16 PK
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Sekil 2.1. Baskili ECELISA Sistemi: Potansiyostat, elektrot baglantilari, 8x elektrot ve
bilgisayar baglantisi

Sekil 2.2. Deneylerde kullanilan santrifiij cihazi
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Sekil 2.4. Manyetik boncuklar1 toplama ve yikamada kullanilan magnet

2.2. Yontemler

2.2.1. Biotin-BKM-7 Spektrofotometrik Direk ELIZA Calisma Metodu

Sekil 2.5°de biotin isaretli BKM-7 ile yapilmis direk ELIZA ¢alisma metodu verilmistir.
Bu calisma yarismali ELIZA calismasi icin gerekli olan optimum antikor ve antijen

miktarlarinin belirlenmesi i¢in yapild1.
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+ Oncelikle 1/50, 1/100 ve 1/150 dilue edilmis poliklonal BKM-7 antikoru,
100 pl kuyucuklara konularak bir gece 4°C de inktuibe edilnustir.

+ Ertesi giin 6nce 300 ul yikama tamponu ile 5 defa yikannustir ve sonrasinda
200 pul bloklama tamponu ile 1 saat bekletilerek bloklama yapilnustir.

* Yine yikamadan sonra kuyucuklara 100 pl, 7.8-500 ng/ml araliginda
biotinlenmis BKM-7, kuyucuk i¢inde ¥4 diliisyonla eklenmustir. 1.30 saat
calkalamali inkiibasyona tabi tutulmustur. )

+ Inkiibasyon sonunda yine plaka yikanarak, bu sefer 100 ul, 1/250
dilieAvidin-HRP eklenmustir. 40 dk ¢alkalamali inkiibe edilnustir.

+ Inkiibasyon sonunda yine plaka yikanarak, bu sefer 100 pl ABTS iceren
AquaBlue substrat eklennmustir. 30 dk inkiibasyon sonunda absorbans 450nm
de okunmustur. -

+ Oncelikle ELISA antikor optimizasyonu yapilnus ve buna bagh olarak
standart grafik i¢in kullamlan antikor, antijen ve Avidin-HRP miktarlart
belirlennustir. Bu nuktarlar sirasiyla, 1/100, 7,8-500 ng/ml, 1/250°dir. A

+  Gratikler elde edilen bu sonuglara gore ¢izilnmgti

KEEC €K

Sekil 2. 5. Biotin-BKM-7 Direk ELIiZA calisma metodu diyagrami

2.2.2.Yarismah BKM-7 ELIZA Metodu

Yarismali BKM-7 metodunun sematik gosterimi ve calisma diyagrami Sekil 2.6 ve

Sekil 2.7°de verilmistir.
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ELISA plate m i’ T J“ P

B ) | .
BKM-7 Fetal calf
serum

Antikoru

e SR oS
Biotin Biotin
igaretli BKM-
7 +lsaretsiz
BKM-7

Avidin
igaretli HRP

Sekil 2.6. Yarigsmali BKM-7 metodunun sematik gosterimi

» Ilk giin ELISA plakast 100 pl, 1/100 dilite antikorla bir gece 4°C de
bekletilerek kaplandi.

+ Ikinci giiniin sabaht 300 pl yikama tamponuile 5 kere yikandi.

+ 200 pl bloklama tamponuile blokland:.

||

* 6.25-150 ng/ml araliginda BKM-7 ve 200 ng/ml Biotin-BKM-7 kuyucuklara i
esit miktarda eklendi. 1 saat 15 dk ¢alkalamali inkiibe edildi.

» Inkitbasyon sonrasi yikandi ve 1/200 dilile Avidin-HRP eklendi. 40 dk
calkalamali inktibe edildi.

* Tekrar yikandive 100 ul ABTS iceren AquaBlue substrati eklendi. 30 dk
inkiibasyon sonunda absorbans 450nm de BioRad microquant ELISA plaka
okuyucuda okunmustur.. Grafikler elde edilen bu sonuglara gore ¢izilnustir.

CE4GE

Sekil 2.7.Yarigmali BKM-7 metodu diyagrami
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Standart grafigi ¢izebilmek amacli, bu metotta Kor (Blk), non-spesifik baglanma (NSB)

ve maksimum baglanma (Bo) calisilmigtir.

Kor: Kaplama ve bloklama tamponu, Avidin-HRP ve substrat Aqua-Blue
bulunmaktadir. BKM-7 antikoru eklenmemistir.

Non-spesifik Baglanma: Kaplama ve bloklama tamponu, Avidin-HRP, Biotin-BKM-7
ve substrat Aqua-Blue bulunmaktadir. BKM-7 antikoru eklenmemistir.

Maksimum Baglama: Kaplama ve bloklama tamponu, Avidin-HRP, en yiiksek Biotin-
BKM-7 konsantrasyonu ve substrat Aqua-Blue bulunmaktadir. BKM-7 antikoru

eklenmistir.

Yarismali BKM-7 standart grafii Cayman Chemicals, EIA-Double Excel ¢alisma

programinda ¢izilmistir.
2.3. Baskili Elektrokimyasal ELIZA (PrintECELISA)

2.3.1. Doniisiimlii Voltametri

HRP substrat1 2,2'-Azinobis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]-diammonium salt
(ABTS)’in oksidasyon ve rediiksiyon piklerini belirlemek amaciyla, doniisiimlii

voltametri Ag/AgCl referansa karsi, 50 mVs™ tarama hiziyla ¢ekildi.

2.3.2. Manyetik Boncuklar (MBs) ile Amperometrik Direk Biotin-BKM-7

Biyosensor Tayin Metodu

Metot, streptavidin (avidin)-biotin konjugasyonu prensibine dayali direk ECELISA

protokolii iizerinden yiiriitiildii.

Direk Biotin-BKM-7 metodunun sematik gosterimi Sekil 2.8’da verilmistir. Bu caligma,
asil biyosensOr protokolii olan yarismali ECELISA caligmalart i¢cin optimizasyon
kosullarmi belirlemek amaciyla yapildi. Direk ECELISA caligmalarinda 0,1 mg/ml MB
ve 1,46 pg/ml poliklonal BKM-7 antikor konsantrasyonu kullanildi. Okumalar 8x
elektrot i¢in toplam 20 pl’de ve 96x i¢in 80 pl’de yapildi.
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Calisma sirasinda kullanilan asagida 16’1 toplama magneti (Sekil 2.9), 8x DRP SPE
(Sekil 2.10) ve 96x DRP SPE elektrotlar1 resimleri Sekil 2.11°de verilmektedir.
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Sekil 2.8. Yarigmali BKM-7 metodunun sematik gosterimi

Sekil 2.9. Eppendorf icinde daginik ve 16’11 magnet iizerinde toplanmis modifiye manyetik
partikiiller.
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DS 8X110 DS

Sekil 2.10. Dropsens 8x DRP amperometrik biyosensor elektrotu.
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Sekil 2.11. Dropsens 96x DRP amperometrik biyosensor elektrotu ve potansiyostat konnektorii

2.3.3. Direk ECELISA ile Amperometrik BKM-7 Biyosensor Optimizasyonu

2.3.3.1. Farkh Cahisma Tamponu Denemeleri

Farkli calisma tamponlar ile elde edilecek sonuglar1 karsilastirmak amaciyla
elektrokimyasal ELIZA’da (ECELISA) iki farkli tamponla deney yapildi. Calismada
kullanilan MB ve BKM-7 antikor miktar1 srrasiyla 0.1 mg/ml ve 1,46 pug/ml’dir.
Uygulama potansiyeli olarak 150 mV sisteme uygulanmistir. Okumalar 20. dk da
gercgeklestirildi.

Tampon 1: 0.01M PBS; 0.138M NacCl, 0.0027M KCl, pH:7.4

Tampon 2: 0.01M fosforik asit tamponu, pH:7.4
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2.3.3.2. Uygulama Potansiyeli Optimizasyonu

Sistem uygulama voltajin1 bulmak amaciyla, 50, 100, 150, 200 ve 300 mV uygulama
potansiyelleri ile amperometrik dl¢timler yapildi. Bu calisma araligi Zor ve ark. (2011
ve 2012)’nin buldugu sonuglara gore sec¢ildi [109, 110]. Kullanilan MB ve BKM-7
antikor miktar1 swrasiyla 0.1 mg/ml ve 1,46 pg/ml’dir. Okumalar 20. dk da
gercgeklestirildi.

2.3.3.3. Streptavidin Kaph Manyetik Boncuk Konsantrasyonu Denemeleri

Calismada kullanilan streptavidin kaplt MB konsantrasyonunun etkisi farkli miktarlarda
MB’ler kullanilarak yapildi. Bunun ic¢in 0.03, 0.1, 0.2 mg/ml konsantrasyonlarinda ki
MB’ler caligma ortamu i¢ine konulmus ve sonucglar degerlendirildi. BKM-7 antikor
miktar1 1,46 pg/ml’dir. Uygulama potansiyeli olarak 150 mV sisteme verildi. Okumalar
20. dk da gerceklestirildi.

2.3.3.4. HRP Substratlar1 ABTS ve H>O,’nin Amperometrik Optimizasyonu

Bu amacla, HRP substratlar1t ABTS ve H,O,’in farkli konsantrasyonlar1 hazirlanarak,
HRP aktivitesi ilizerine etkisi MBs dayali biotin-BKM-7 amperometrik sistemde
Ol¢iildii. Bunun i¢in ABTS ve H>O;’in sirasiyla 0.76 ve 0.292 mmol/lt (1/5 diliisyon);
1.9 ve 0.73 mmol/It (1/2 diliisyon); 3.8 ve 1.46 mmol/It (diliisyonsuz) konsantrasyonlar
denendi. Olgiimlerde Biotin-BKM-7 konsantrasyonu 10-200 ng/ml araligindadir. BKM-
7 antikor ve MB miktarlar1 sirasiyla 1.46 pg/ml ve 0.1 mg/ml’dir. Okumalar 150 mV’da
20 dk sonunda gerceklestirildi.

2.3.3.5. HRP Aktivitesi Okuma Siiresi Tespiti

HRP aktivitesi okuma siiresi tayininde kullanilan Biotin-BKM-7 konsantrasyonlar1 0,5-
250 ng/ml arasidir. Antikor, MB, Avidin-HRP konsantrasyonlar1 sirasiyla 1,46 pg/ml,
0,1 mg/ml, 1/400 diliisyondur. Substrat konsantrasyonu 1,9 mmol/lt ABTS + 0,73
mmol/lt H,O, dir. Okumalar 10, 20 ve 30. dk’larda yapildi. Uygulama potansiyeli 150

mV’dur.

2.3.3.6. Poliklonal BKM-7 Antikor Konsantrasyonu Optimizasyonu

Poliklonal BKM-7 antikor konsantrasyonu optimizasyon ¢aligmasinda Biotin-BKM-7
miktarlar1 10-300 ng/ml arasindadir. Denenen antikor konsantrasyonlar1 0.78, 1.46, 2.92
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ug/ml’dir. Denenen calisma araligi streptavidin kapli 1 pm capli MB’larm biotinli
antikor baglama kapasitesine (20 pg antikor/mg MB) gore belirlendi. MB ve Avidin-
HRP konsantrasyonlar1 smrasiyla 0,1 mg/ml ve 1/400 diliisyondur. Substrat
konsantrasyonu 1,9 mmol/lt ABTS + 0,73 mmol/lt H,O,’dir.

2.3.3.7. Avidin-HRP Konsantrasyonu Optimizasyonu

Avidin-HRP konsantrasyonlar1 optimizasyon ¢alismasmda 1/200, 1/400 ve 1/500 HRP
diliisyonlar1 son basamakta modifiye MB’ler iceren ependorflar i¢ine konuldu. Caligma
ortamindaki MB, BKM-7 antikor ve Biotin-BKM-7 konsantrasyonlar1 sirastyla 0,1
mg/ml, 1,46 ug/ml ve 200 ng/ml’dir. Substrat konsantrasyonu 1,9 mmol/lt ABTS + 0,73
mmol/lt H,O,’dir. Okuma siiresi 20. dk; uygulama potansiyeli 150 mV’dur.

2.3.3.8. Optimizasyonlardan Sonra Standart Grafikler Uzerinden Uygulama

Potansiyeli Farki Calismalar

Calisma ortamida MB, antikor ve Avidin-HRP konsantrasyonlar: sirastyla 0,1 mg/ml,
1,46 pug/ml ve 1/400 diliisyondur. Biotin-BKM-7 standart araligi 0,5-150 ng/ml’dir.
Substrat konsantrasyonu 1,9 mmol/lt ABTS + 0,73 mmol/lt H,O,’dir. Elektrot {izerine
10 pl modifiye MB’lar ve 10 pl substrat konularak okuma yapildi. Okuma siiresi 20 dk,
uygulanan potansiyeller 50, 150 ve 300 mV dur.

Buraya kadar yapilan optimizasyon caligmalarinda 8x DRP SPE elektrotlar

kullanilmastir.

2.4 Optimize Edilmis Kosullar Altinda 96x DRP SPE Elektrotlarda BKM-7

Biyosensor Olciimleri

Bu calismada Biotin-BKM-7 konsantrasyon araligi 0,5-100 ng/ml olarak tutuldu.
Antikor, MB, Avidin-HRP konsantrasyonlar1 sirasiyla 1,46 pug/ml, 0,1 mg/ml, 1/400
diliisyondur. Substrat konsantrasyonu 1,9 mmol/lt ABTS + 0,73 mmol/lt H,O,’dir.
Elektrot tizerine 40 pl modifiye MB’lar ve 40 pl substrat konularak, toplam 80 pl’de
okuma yapildi. Uygulama potansiyeli 150 mV, okuma 20. dk’da yapild1.

2.4.1.Yarismah BKM-7 ECELISA Olciimleri

Bu kisimda, daha Onceki basamaklarda yapilan ve olusturulan optimizasyon kosullar1

altinda A1l tip inek siitii BKM-7 yarismali ECELISA metodu gelistirilmistir. Bu amacg
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dogrultusunda yine avidin-biotin etkilesimine dayali, yarismali ECELISA protokolii
uygulanmistir. Bu protokolde, poliklonal BKM-7 antikoruna yarismali olarak baglanan
biotin isaretsiz BKM-7’lere karsi, biotin isaretli BKM-7 konsantrasyonlarina dayali
sinyal eldesi prensibi kullamilmistir. Sinyaller sisteme uygulanan sabit voltaja karsi
degisen akim iizerinden toplamistir. 8x ve 96x DRP ekran baskili karbon elektrotlar
(SPEs) kullanilarak amperometrik okumalar gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda
gelistirilen uygulama prosediirii sekilsel olarak asagida verilmektedir (Sekil 2.12).

(A) N
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Sekil 2.12. Yarigmali ECELISA uygulama protokolii sematik gosterimi

2.4.1.1. 8x DRP SPE Uzerinde Yarismah BKM-7 ECELISA Metodu

8x DRP SPE’ler ile okumalar: gerceklestirilen yarismalit ECELISA BKM-7 biyosensorii

metodunun c¢alisma diyagram Sekil 2.13’de verilmistir.
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+ Oncelikle 10 mg/ml streptavidin kapli manyetik boncuklardan 0,1 mg/ml MB
hazitlannustir.

N
+ (lalisma ortanu 1gerisine 0,1 mg/ml MB, 1,46 ng/ml BKM-7antikoruve

caltsma tamponu konularak 40 dk siireyle, ¢alkalamali, oda sicakliginda inktibe

edilnustir.
<
* Bustire zarfi i¢erisinde ¢alisima tamponuile 0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 100,200
ng/ml araliginda Biotinsiz BKM-7 standart seri hazirlannustir.
S

» Inkiibasyon sonrasinda MB ve antikor karistnundan her bir eppendorfa 250 pd i
olacak sekilde bolustirilerek 3 deta magnet tizerinde yikannustir

* En son yikamadan sonra BRM-7 antikoru baglanmus MB ler uzerine 125l )
220 ng/ml Biotin-BKM-7 ve 125 jd standart Biotinsiz BKM-7 konulmustur.
Bu kansunlar 1.30 saat calkalamali olarak, oda sicakliginda inkiibe edilnmstir.

+ Inkiibasyon sonrasinda MBlar, 250 pl calisma tamponu icerisinde ve magnet
uizerinde 3 kere yikannustir.

+ En son yikama sonrasinda 250 pl, 1/400 dilisyonda Avidin-HRP konulmustur. |
30 dk, calkalamali olarak, oda sicakliginda inkiibe edilnustir.

« Inkiibasyon sonrast magnet tizerinde 3 kere yikanmustir. Her bir eppendorfa
250 ul ¢alisma tamponu konularak, MB’lar siispanse edilmustir.

+ Suspansiyondan 10 pl ve 1/2 diliisyonlu HRP substratindan yine 10 pl 8x SPE
elektrotlar tizerine konularak, 150 mV’da, 20 dk sonunda aktivite okunmustur. |

» Sonuglar akima karsi zaman amperometrik voltamogramlarn tizerinden nA
olarak hesaplanmustir.

* Ilk olarak 4-parameter logistic grafigi tizerinden sonuglardan kor degeri
cikarilarak akima karst BKM-7 konsantrasyonlar grafigi ¢izilmstir.

*Log/Logit grafigi ciziminde, oncelikle sonuglardan kor degeri ¢ikartmigtir. Avrica Bo'1 )
hesaplamak i¢in NSB degeri Bo’dan ¢ikarilmig ve standart konsantrasyonlarma karsi
Logit B/Bo degerleri kullamlarak, standart grafik Cayman log-logit curve fit EIA analiz
programuile ¢izilmistir. -

€€ €& €« KKK

Sekil:2.13. 8x DRP SPE’ler ile okumalar1 gerceklestirilen yarismali ECELISA BKM-7
biyosensorii metodunun calisma diyagrami

Kor: Sadece 1/400 Avidin-HRP ve 1,9 mmol/lt ABTS + 0,73 mmol/lt H,O,
bulunmaktadir.



56

Non-spesifik Baglanma (NSB): 0,1 mg/ml MB, 220 ng/ml Biotin-BKM-7, 1/400
Avidin-HRP, ve substrat 1,9 mmol/It ABTS + 0,73 mmol/It H,O, bulunmaktadir. BKM-

7 antikoru eklenmemistir.

Maksimum Baglama (B,): 0,1 mg/ml MB, 220 ng/ml Biotin-BKM-7, 1/400 Avidin-
HRP, ve substrat 1,9 mmol/lt ABTS + 0,73 mmol/It H,O, bulunmaktadir. 1,46 pg/ml
BKM-7antikoru eklenmistir.

Grafigi ¢izmek i¢in
1. Bo degerinden NSB degeri ¢ikarilmistir. Cikan deger diizeltilmis maksimum

baglanma degeridir.

2. Daha sonra B/Bo (Ornek veya standart baglanmasi/Maksimum baglanma) degeri
hesaplanmustir. Ornek veya standart baglanmasimin diizeltilmis degerleride yine

NSB degeri ¢ikarilarak bulunmustur. Bu sekilde Log/logit grafigi ¢izilmistir.

Logit fonksiyonu kesintisiz sigmoidal bir islevdir ve asagidaki gibi gosterilir.

logit B/B, = log. [(B/B,)/(1-B/B,)] (1)
ya da logit Y =log.[1/(1 - Y)] 2)
nerede Y = (B - NSB)/(B, — NSB) 3)

2.4.1.2. 96x DRP SPE Uzerinde Yarismah BKM-7 ECELISA Metodu

96x DRP SPE’ler ile okumalar1 gerceklestirilen yarismali ECELISA BKM-7

biyosensorii metodunun ¢aligma diyagrami Sekil 2.14’de verilmistir.

+ 8x SPE calisma metodunun aymst uygulanarak fakat ECELISA protokoliine
tabi tutulmus MB "lardan 40 pd ve yine 1/2 substrat solisyonunda 40 pd 96x
SPE elektrotlar tizerine konularak enzim aktivitesi okunmustur.

P

e N = > -
* Yine sonuglar akima karst zaman amperometiik voltamogramlart tizerinden nA

olarak hesaplannustir.

.

» Ilk olarak 4-parameter logistic grafigi tizerinden sonuglardan kor degeri
cikarilarak akima karst BKM-7 konsantrasyonlart gratigi ¢izilnustir.
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+ Log/Logit grafigi ¢izinunde, oncelikle sonuglardan kor degert ¢ikartlnustir.
Ayrica Bo’t hesaplamak 1¢in NSB degeri Bo’dan ¢ikarilnus ve standart
konsantrasyonlarina karst Logit B/Bo degerleri kullanilarak, standart grafik
Cayman log-logit curve fit EIA analiz progranu ile ¢izilmistir.

Sekil:2.14. 96x DRP SPE’ler ile okumalar1 gerceklestirilen yarismali ECELISA BKM-7
biyosensorii metodunun ¢aligma diyagrami

2.5. Gelistirilen Amperometrik Biyosensor ile Peynir Alti Suyu Orneklerinde

BKM-7 Tayini

Calismamizda ornek ici BKM-7 tayini, marketlerde satilmakta olan 6 cesit beyaz
peynirin peynir alt1 suyundan (Torku, Pmar, Icim, Yorsan, Tahsildaroglu, Siitas
markalar1) ornek alinarak yapildi. Peynir alti suyu BKM-7 miktarlari, olusturulan
Log/Logit standart grafigi kullanilarak hesaplandi. Log/Logit grafigi c¢iziminde,
oncelikle sonuglardan kor degeri ¢ikarildi. Ayrica Bo’1 hesaplamak icin NSB degeri
Bo’dan c¢ikarildi ve standart konsantrasyonlarma karsi Logit B/Bo degerleri

kullanilarak, Cayman EIA analiz programu ile log-logit fit standart grafigi cizildi.

2.5.1. Peynir Alt1 Suyuna Peptit Salimmminin Saglanmasi

Beyaz peynir Ornekleri iiretimleri sirasinda mayalanma bakterilerinin proteolitik
aktivitesi sonucunda, siit f-kazein peptitlerinden peynir B-kazomorfin peptitleri ortaya
cikmaktadir. Bu [-kazomorfin peptitlerini peynir alti1 suyundan analiz etmek
miimkiindiir. Oda sicakliginda bir hafta bekletilen ve yeterli proteolitik seviyeye ulasan
her markanin peynir alt1 suyu sargi bezinden siiziilerek peynir tortusu uzaklastirildi.

Siiziintii 0rnek olarak kullanildi.

2.5.2. Peynir Suyundan Peptit Eldesi

Siiziilerek elde edilen peynir alt1 sularinin pH’s1 7.4°e ayarlandi. Bu 6rneklerden 500puL
almarak Amicon Ultra-0.5 Santrifiigal (MW Cut-off: 3000 Dalton) filtrelere konularak
15 dk 14000xg de, 4° de santrifiij edildi. Filtrat 6rnek ¢ozelti olarak kullanild1.

2.5.3. ECELISA Yontemi ile Peynir Alt1 Suyu Orneklerinden BKM-7 Tayini
Prosediirii

8x ve 96x DRP SPE’ler ile okumalar1 gergeklestirilen yarismali ECELISA BKM-7
ornek konsantrasyonlart metot calisma diyagrami Sekil 2.15°de verilmistir.
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+ Oncelikle 10 mg/ml streptavidin kapli manyetik boncuklardan 0,1 mg/ml MB 1

hazirlannusgtir. J
* (lalisma ortanu igerisine 0,1 mg/ml MB, 1.46 ng/ml BKM-7antikoruve p

calisma tamponu konularak 40 dk siireyle, calkalamali, oda sicakliginda

inkiibe edilnustir. A

* Bustire zarfi i¢erisinde ¢alisima tamponuile 0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 200
ng/ml araliginda Biotinsiz BKM-7 standart seri hazirlannustir.

« Inkubasyon sonrasinda MB ve antikor Kartstmndan her bir eppendorta 250 pl
olacak sekilde bolustiurulerek 3 defa magnet tizerinde yikannustir.

En son yikamadan sonra BKM-7 antikoru baglannus MB’ler tizerine 125 pl 225
ng/ml Biotin-BKM-7 ve 125 l standart Biotinsiz BKM-7 konulmustur.
Ornekler i¢in 125 pd hazirlanmus peynir suyu ve 125 pd 220 ng/ml Biotin-BKM-
7 MB’ler tizerine eklennustir. Bu kanigiumlar 1.30 saat ¢alkalamali olarak, oda

sicakliginda inkube edilnustir.

Inkubasyon sonrasinda MBlar, 250 pd c¢alisma tamponu igerisinde ve magnet
uzerinde 3 kere yikannustir.

+ En son yikama sonrasinda 250 pl, 1/400 dilisyonda Avidin-HR P konulmustur.
30 dk, ¢alkalamal1 olarak, oda sicakliginda inkiibe edilnustir.

« Inkiibasyon sonrast MB lar magnet tizerinde 3 kere yikanmustir. Her bir
eppendorta 250 l ¢alisma tamponu konularak, MB’lar stispanse edilnustir.

"

+ Suispansiyondan 8x SPE ve 96x SPE elektrotlar tizerine 10 pl ve40
konulmus. Bunun tizerinel/2 diliisyonlu HRP substratindan yine 10 pd ve 40 pd
konularak, 150 mV~da, 20 dk sonunda aktivite okunmustur.

w

+ Sonuglar akima kars1 zaman amperometrik voltamogramlar tizerinden nA
olarak hesaplannustir.

+ Ik olarak 4-parameter logistic grafigi iizerinden sonuglardan kor degeri
cikarilarak akima karst BKM-7 konsantrasyonlar grafigi ¢izilmuistir.

« Log/Logit grafig1 ciziminde, oncelikle sonuglardan kor degen ¢ikanlmustir. )
Ayrica Bo’1 hesaplamak 1¢in NSB deger1 Bo’dan ¢ikarilnus ve standart
konsantrasyonlarina karst Logit B/Bo degerlen kullanilarak, standart grafik
Cayman log-logit curve fit EIA analiz progranu ile ¢izilnustir. e

€€ €&

Sekil:2.15. 8x ve 96x DRP SPE’ler ile okumalari1 gerceklestirilen yarigmali ECELISA BKM-7
ornek konsantrasyonlart metot calisma diyagrami
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2.6. istatistiksel Analiz

Yapilan caligmalar sonucunda uygulanan prosediiriin metot i¢i varyasyon katsayi
(%CV) SPSS 15 istatistik programn ile hesaplandi Yapilan c¢alismalar sonucunda
uygulanan prosediiriin metot i¢i varyasyon katsayisi (%CV) 8xSPE icin % 4,7 olarak,
96xSPE i¢in % 8.3 olarak bulundu.

8x ve 96x DRP SPE elektrotlar kullanilarak bulunan 6 farkli peynir alti suyu
konsantrasyonlar1 Wilcoxon testiyle incelendi ve iki farkli elektrottan elde edilen
sonuclar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 sonucuna ulasildi

0,524, p= 0,600). Bu hesaplamalar SPSS 15 istatistik programu ile yapild.



3. BOLUM

BULGULAR

Tez ¢alismamizda Printed-ECELISA cihazina bagl olarak peynir suyunda opioid aktif
BKM-7 peptit tayin metodu gelistirildi. Bu kapsamda elektrokimyasal dl¢iim, enzimatik
isaretler (HRP) iizerinden yapildi. Protokol olarak MB ve SPE’ler iizerinden gelistirilen
yarismalt ECELISA metodu kullanildi.

Spektrofotometrik ve ECELISA sistemlerinden BKM-7 konsantrasyonlarina karsi
alman sinyaller, yeni kurulan sitemin Ozgiilligi ve deteksiyon limitleri i¢in
kargilastirildi. Kosullar Oncelikle direk immun Ol¢iimlerle belirlendi ve yarismali
Olciimlere uyarlandi. 8x elektrotlu ekran baskili karbon elektrokimyasal elektrotlar
(8xSPCE) ve 96xSPCE’ler 6l¢iim sistemi olarak kullanilarak sonuclar degerlendirildi ve

immunosensor tasarimi tamamlandi.
3.1. Spektrofotometrik ELIZA Cahsma Metodu Bulgulan

3.1.1. Biotin-BKM-7 Direk ELIZA Sonuclan

Oncelikle spektrofotometrik direk ELIZA ptotokolii optimizasyonu yapildi ve buna
bagh olarak elde edilen standart grafik icin kullanilan antikor ve Avidin-HRP optimum
miktarlar1 belirlendi. Bu konsantrasyonlar sirasiyla, 1/100 ve 1/250 diliisyondur. Elde

edilen bu sonuclar yarismali spektrofotometrik ELISA optimizasyonunda kullanildi.

Sekil 3.1’de direk ELISA poliklonal BKM-7 antikor optimizasyon grafikleri
verilmektedir. Buradan elde edilen sonuglarla ¢izilen BKM-7 Direk ELISA standart

grafigi Sekil 3.2’de verilmektedir. Optimize edilmis kosullar altinda metot dl¢tiim araligi

7,8-125 ng/ml BKM-7 olarak bulundu.
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Sekil 3.1. Direk ELISA BKM-7 antikor konsantrasyonlart degisim grafigi. BKM-7
konsantrasyonu 7,8-500 ng/ml arasindadir. Avidin-HRP 1/250 diliisyonda
eklenmistir.
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Sekil 3.2. BKM-7 Direk ELISA standart grafigi: Antikor konsantrasyonu 1/100, 6l¢iim araligi
7,8-125 ng/ml’dir.

3.1.2. Yarismah BKM-7 ELIiZA Sonuclan

Direck BKM-7 ELIZA sonuglar1 ile elde edilen optimum degerler goz Oniinde
bulundurularak, yarismali ELIZA baslangi¢ calismalar1 yapildi.

Standart grafigi ¢izebilmek amacli, yine kor, non-spesifik baglanma (NSB), maksimum
baglanma (Bo) standart seri ile birlikte calisildi. Sekil 3.3’de ¢ahisilan ELIZA plakasinin
caligma sonrasi goriiniimii verilmektedir. Antikora baglanmak i¢in biotin baglhi BKM-7

ve biotinsiz BKM-7"nin yarismasi yiiziinden, renk degisimi direk ELIZA 6l¢iimlerinde
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oldugu gibi renk c¢ogalmasi seklinde degil, konsantrasyon arttikca renk azalmasi
seklindedir.

Standartlar

Sekil 3.3. Yarigmali BKM-7 ELIZA’s1 plakasinin ¢aligma sonrasi goriiniimii

Sekil 3.4°de BKM-7 yarismali ELISA icin log/logit standart grafigi verilmektedir.
Grafiklerin ¢izimi log-logit curve fit, Cayman EIA analiz programi kullanilarak yapildi.
Optimize edilmis kosullar altinda metot Ol¢iim araligi 6.25-125 ng/ml BKM-7 olarak

bulundu.

3,0
2,5 -
2,0 -
1,5
1,0 A
0,5 1

0,0 T T T 1 rrrry T T T T 1 rrry T T T LN B B i |
1 10 100 1000
BKM-7 (ng/mL)

y = -0,6978Ln(x) + 3,8021
R? = 0,9912

Logit(B/Bo)

Sekil 3.4.BKM-7 yarismali ELISA icin standart log/logit grafigi: 6lciim arahg1 6.25-125 ng/ml
BKM-7"dir.
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3.2. BKM-7 Elektrokimyasal ELiZA (ECELISA) Ol¢iim Metodu Sonuclar

3.2.1. Doniisiimlii Voltametri

Asagida verilen doniisiimlii voltametri voltamogramina gore, iki farkli oksidasyon ve
bir rediiksiyon pik potansiyeli tespit edildi. Potansiyeller sirasiyla, 0.340 (1), 0.738 (1I)
ve -0.294 (III) mV olarak bulunmustur (Sekil 3.5). Bu calisma HRP subsratlarinin
(ABTS ve H;0,) karbon elektrotlar yiizeyindeki elektrokimyasal davraniglari tayin
etmek igin yapildi. Enzimatik reaksiyon sirasinda ABTS katyonik (ABTS/ABTS™) ve
dikatyonik (ABTS™*/ABTS*") forma okside olmaktadur.

II /

Current (uA)
T
=3
°
—

-5.0 <+ ]TI

-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 08 0.9
Potential (V)

Sekil 3.5. ABTS doniisiimlii voltametri voltamogrami: Voltamogram Ag/AgCl referansa karsi,
50 mVs™ tarama hiziyla cekilmistir.

3.2.2. Direk ECELISA ile Amperometrik BKM-7 Biyosensor Optimizasyonu

3.2.2.1. Farkh Tampon Denemeleri Sonuclari

0,0IM PBS tamponu (tampon 1), pH 7.4 tamponu ile yine pH’s1 7,4 olan 0,01 M
fosforik asit tamponu (tampon 2) karsilastirilarak alinan amperometrik sinyallere gore
tampon 1 calisma tamponu olarak belirlendi (Sekil 3.6). Tampon 1°de goriilen

amperometrik degisim, tampon 2’de goriilmedi.
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Sekil 3.6. Calisma tamponlar1 karsilagtirma grafigi: -50-500 mV aras1 tarama yapilmstir.

3.2.2.2. Uygulama Potansiyeli Sonuclar

MB temelli ECELISA ve Biotin-BKM-7 ile gerceklestirilen amperometrik 6lgciimlerde
optimum uygulama voltaji, 50, 100, 150, 200 ve 300 mV uygulama potansiyelleri
amperometrik  sonuglar1  dogrultusunda degerlendirildi  (Sekil 3.7). Calisilan
hidrodinamik voltamogramdan optimum rediiksiyon potansiyeli be 150 mV vs.
AglAgCl olarak se¢ildi. Ciinkii substrat 200mV vs. AglAgCl’den sonra okside olmaya

baslamaktadir ve bunun akim iizerinde ki etkisinden kaginilmigtir.
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Sekil 3.7. Uygulama potansiyeli voltametri grafigi

3.2.2.3. Streptavidin Kaph Manyetik Boncuk Konsantrasyonu Optimizasyon

Sonuclar

Calismada kullanilan streptavidin kapli MB konsantrasyonunun etkisi farkli miktarlarda
(0.03, 0.1, 0.2 mg/ml) MB’ler kullanilarak yapilmis ve elde edilen sonuglara gore

optimum konsantrasyon 0.1 mg/ml olarak bulundu (Sekil 3.7). Denenen caligma araligi
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streptavidin kapli 1 pm c¢apli MB’larin biotinli antikor baglama kapasitesine (20 ng
antikor/mg MB) gore belirlendi (Sekil 3.8).

=350 -

=300 -

-250

-200 -

Akim/nA
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=100 -
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0,03 0,1
Manyetik Boncuklar (mg/ml)

Sekil 3.8. Caligma kosullarinda manyetik boncuk miktar1 optimizasyon grafigi

3.2.2.4. HRP Substrati ABTS’in Amperometrik Optimizasyon Sonuclari

Bu amacla, HRP substratlar1 ABTS ve H>O,’in farkli konsantrasyonlar1 hazirlanarak,

HRP aktivitesi tizerine etkisi MB’lara dayali biotin-BKM-7 amperometrik sisteminde

Olciildii. Elde edilen akim verilerine gore lineerlik gosteren, 1/2 substrat diliisyonu

sonuglariyla elde edilmis olan dogrusal grafik, optimum degerleri (1,9 mmol/lt ABTS
ve 0,73 mmol/lt H,0,) tespit etmekte kullanild1 (Sekil 3.9).

-450

-400

-350

-300

Akim (nA)
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= 1/2 dilution
—a— No Dilution
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BKM-7giotin (Ng/ml)

Sekil 3.9. ABTS ve H;O, optimum konsantrasyonlari belirleme grafigi: Biotin-BKM-7
konsantrasyonu  10-200 ng/ml arasindadir.  Antikor,
konsantrasyonlari sirasiyla 1,46 pg/ml, 0,03 mg/ml ve 1/400 diliisyondur.

MB,

Avidin-HRP
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3.2.2.5. HRP Aktivitesi Okuma Siiresi Tespiti

Daha once optimize edilmis kosullar altinda, HRP’nin substratiyla olan optimum
reaksiyon siiresi tesbiti yapildi. Her ne kadar siire arttikca elde edilen akim degisimi
artsada ve enzimin ABTS ile verdigi 20 dk okuma siiresi optimum okuma siiresi olarak
kabul edildi. Bunun sebebi 20. dk da elde edilen nA degisim miktarlarinin deneysel

sonuclar i¢in yeterli olmasi ve siirenin uzunlugunun minimum seviyede tutmaktir (Sekil
3.10).

-350 T
¢ 10 min

B 20 min 2
-300 A 30 min R"=0,98

Akim (nA)

0 50 100 150 200 250
BKM-7biotin (ng/ml)

Sekil 3.10. HRP aktivitesi okuma siiresi tespiti: Biotin-BKM-7 konsantrasyonlar1 0,5-250 ng/ml arasidir.
Antikor, MB, Avidin-HRP konsantrasyonlar1 sirasiyla 1,46 pg/ml, 0,03 mg/ml,
1/400 diliisyondur. Substrat konsantrasyonu 1,9 mmol/lt ABTS + 0,73 mmol/lt
H,0,’dir. Uygulama potansiyeli 150 mV’dur.

3.2.2.6. Poliklonal BKM-7 Antikor Konsantrasyonu Optimizasyon Sonuclari

Poliklonal BKM-7 antikor konsantrasyonu calismasi, ECELISA calisma karigimi
icerisindeki etkin antikor miktarin1 belirlemek amaciyla yapildi. Denenen caligma
aralig: streptavidin kapli 1 um capli MB’larin biotinli antikor baglama kapasitesine (20
pg antikor/mg MB) gore belirlendi. Elde edilen sonuglara gore en iyi regresyon egrisini
veren antikor konsantrasyonu, 1.46 pg/ml, optimum miktar olarak kabul edildi. (Sekil
3.11)
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Sekil 3.11. Poliklonal BKM-7 antikor konsantrasyonu optimizasyon grafigi: Biotin-BKM-7
konsantrasyonlart 10-300 ng/ml arasidir. MB ve Avidin-HRP konsantrasyonlari
stirastyla 0,1 mg/ml, 1/400 diliisyondur.

3.2.2.7. Avidin-HRP Konsantrasyonu Optimizasyon Sonuclar

Avidin-HRP konsantrasyonlar1 optimizasyon c¢aligmasinda 1/200, 1/400 ve 1/500
diliisyonlar son basamak olarak modifiye MB’ler iceren eppendorflara konuldu. Enzim
konsantrasyonunun ¢alisma ortamu icindeki etkisi daha 6nce diger parametreler icin elde
edilmis olan optimizasyon kosullar1 icinde degerlendirildi. 1/400 diliisyona tabi
tutulmus Avidin-HRP konsantrasyonu, diger konsantrasyonlara karsi verdigi akim

degisimine dayanarak optimum miktar olarak kabul edildi. (Sekil 3.112)
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Sekil 3.12. Avidin-HRP konsantrasyonlari1 optimizasyon grafigi: Antikor konsantrasyonu 1,46
pg/ml;  Biotin-BKM-7  konsantrasyon 200 ng/ml’dir. Antikor ve MB
konsantrasyonlari sirasiyla 1,46 pg/ml, 0,1 mg/ml’dir.
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3.2.2.8. Optimizasyonlardan Sonra Standart Grafikler Uzerinden Uygulama

Potansiyeli Farki Sonuclar

Calisma ortaminda optimize edilmis olan biitiin kosullar altinda sistemin tamaminin
giivenirligini gdstermek amaciyla tekrardan uygulama potansiyel farki denendi. Calisma
sonucunda elde edilen standart grafikler dogrultusunda ¢alisma kosullarimizin optimize
edildigi gosterildi (Sekil 3.13). Optimize kosullar altinda direck BKM-7 ECELISA
immunosensOr standart grafigi ¢izildi (Sekil 3.14). Uygulama optimum voltajinin 150

mV oldugu gosterildi. Biotin-BKM-7 6l¢iim limitleri 0,5-150 ng/ml olarak bulundu.

Sekil 3.15’de elde edilen biotin-BKM-7 standart grafigine ait amperometrik

voltamogramlar verilmektedir.

Buraya kadar yapilan optimizasyon calismalar1 8x DRP SPE elektrotlar ile yapilmigtir.
Bu caligmalarla, yarigmali ECELISA icin gerekli olan caligma araliklar1 ve

optimizasyon kosullar1 belirlenmis ve ileriki dl¢ctimlerde kullanilmiglardir.

-250 T

¢ 300mV

Akim (nA)

0 30 60 90 120 150
BKM-7piotin (ng/ml)

Sekil 3.13. Uygulama potansiyeli farki calisma grafigi. Biyotin-BKM-7 ¢alisma aralig: 0,5-150
ng/ml’dir. MB, antikor ve Avidin-HRP konsantrasyonlar: sirasiyla 0,1 mg/ml, 1,46
pg/ml ve 1/400 diliisyondur. Substrat konsantrasyonu 1,9 mmol/It ABTS + 0,73
mmol/lt H,O,’dir. Elektrot tizerine 10 pul modifiye MB’lar ve 10 pl substrat
konularak 20. dk da okuma yapilmistir.
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Sekil 3.14. Optimize edilmis kosullar altinda Biotinlenmis BKM-7 direk ECELISA standart
grafigi. Biotin-BKM-7 6lciim limitleri 0,5-250 ng/ml’ dir.
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Sekil 3.15. DRP 8X’lik elektrot kullanilarak elde edilen biotin-BKM-7 standart egrisi
amperometrik voltamogram goriiniimii. Konsantrasyon aralig1 0,5-250 ng/ml’dir.

3.2.2.9. Optimize Edilmis Kosullar Altinda 96x DRP SPE Elektrotlarda Biotin-
BKM-7 Direk ECELISA Sonuclarn

DRP 8x elektrotlar kullanilarak elde edilen optimum degerler varliginda biotin-BKM-7
direk ECELISA tayini DRP 96x SPE’ler kullanilarak da yapildi. Bu ¢alismada Biotin-
BKM-7 konsantrasyon aralig1 0,5-100 ng/ml olarak tutuldu. Grafikler farkli zamanlarda
(10, 20 ve 30 dk) okuma yapilarak cizildi. (Sekil 3.16)
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Sekil 3.16. Optimizasyon kosullarindan sonra 96x Direk Biotin-BKM-7 ECELISA
okuma siireleri grafigi. Biotin-BKM-7 konsantrasyon aralig1 0,5-100 ng/ml’dir. Antikor,
MB ve Avidin-HRP konsantrasyonlar1 swasiyla 1,46 pg/ml, 0,1 mg/ml, 1/400
diliisyondur. Substrat konsantrasyonu 1,9 mmol/lt ABTS + 0,73 mmol/lt H,O,’dir.
Elektrot iizerine 40 pul modifiye MB’lar ve 40 pl substrat konularak okuma yapilmistir.
Uygulama potansiyeli 150 mV dur.

3.3.Yarismah BKM-7 ECELISA Olciimleri

Calismanm amac1 olan, BKM-7 yarismali ECELISA yontemine dayanan amperometrik
biyosensor gelistirme kisminda, direk ECELISA yonteminden elde edilen bulgular
kullanilarak, BKM-7 immunosensér metodu tasarlandi. Bu dogrultuda yine avidin-
biotin etkilesimine dayalt ECELISA protokolii uygulandi. Bu protokolde, poliklonal
BKM-7 antikoruna yarigsmali olarak baglanan biotin isaretsiz BKM-7’lere karsi, biotin
isaretli BKM-7 konsantrasyonlarina dayali sinyal eldesi prensibi uygulanarak, dl¢timler

icin hem 8x hem de 96x SPE’ler kullanildi.

3.3.1. DRP 8x SPE’ler ile Elde Edilen BKM-7 Yarismalh immunosensor Sonuclari

DRP 8xSPE optimizasyon caligmalari ile elde edilen optimize sonuglarla, yarismali
ECELISA deneyleri gerceklestirildi. Elde edilen akim degisimleri kullanilarak oncelikle
4-parameter logistic grafigi lizerinden akima karst BKM-7 konsantrasyonlar1 grafigi

cizildi (Sekil 3.17).

Log/Logit grafigi ¢iziminde, Oncelikle sonuclardan kor degeri c¢ikarildi. Ayrica Bo’1
hesaplamak icin NSB degeri Bo’dan cikarildi. BKM-7 yarismali ECELISA standart
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grafigi, standart konsantrasyonlarma karsi Logit B/Bo degerleri kullanilarak, Cayman

log-logit curve fit EIA analiz programu ile cizildi (Sekil 3.18). Log/logit grafigi, 4-

parameter

logistic grafigini lineer hale getirmek ve ornek sonucglarimmi bu grafikten

hesaplamak i¢in ¢izildi.

Sekil 3.17.

Sekil 3.18.
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DRP 8x elektrotta BKM-7 tayini i¢in tasarlanan edilen manyetik boncuk temelli
yarismalt ECELISA metodu i¢in elde edilen akima karsi konsantrasyon 4-
parameter logistic grafigi. BKM-7 konsantrasyon aralig1 0,5 — 200 ng/ml’dir.
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DRP 8x’lik elektrotta BKM-7 tayini i¢in tasarlanan edilen manyetik boncuk temelli
yarismalt ECELISA metodu icin elde edilen log/logit grafigi. BKM-7
konsantrasyon aralig1 0,5 — 200 ng/ml’dir.
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3.3.2. 96x SPE Dropsens Elektrotlar Kullanilarak Calsilan Yarismah BKM-7

Biyosensor Sonuclari

DRP 8xSPE optimizasyon caligmalar1 ile elde edilen sonuclar dogrultusunda, DRP
96xSPE yarismali ECELISA deneyleri gerceklestirildi. Elde edilen akim degisimleri
kullanilarak Oncelikle 4-parameter logistic grafigi iizerinden akima karst BKM-7
konsantrasyonlar: grafigi ¢izildi (Sekil 3.19).

Log/Logit grafigi ¢iziminde, Oncelikle sonuclardan kor degeri c¢ikarildi. Ayrica Bo’1
hesaplamak icin NSB degeri Bo’dan cikarildi. BKM-7 yarismali ECELISA standart
grafigi, standart konsantrasyonlarna kars1 Logit B/Bo degerleri kullanilarak, Cayman
log-logit curve fit EIA analiz program ile cizilmistir (Sekil 3.20). Log/logit grafigi, 4-
parameter logistic grafigini lineer hale getirmek ve Ornek sonuglarini bu grafikten

hesaplamak i¢in ¢izildi.
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Sekil 3.19. 96x SPE Dropsens elektrotta BKM-7 tayini i¢in dizayn edilen manyetik boncuk
temelli yarismali ECELISA metodu icin elde edilen akima karsi konsantrasyon
grafigi. BKM-7 konsantrasyon aralig1 0,5 — 200 ng/ml’dir.
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Sekil 3.20. 96x Dropsens SPE elektrotta BKM-7 tayini i¢cin dizayn edilen manyetik boncuk
temelli yarismali ECELISA metodu i¢in elde edilen log/logit grafigi. BKM-7
konsantrasyon aralig1 0,5 — 200 ng/ml’dir.

3.4.Peynir Alt1 Suyu BKM-7 Yarismah ECELISA Metodu Optimizasyonu:

Calisma standart kosullar altinda, metotta belirtilen Ornek hazirlama prosediiriiniin

devaminda yapilmistir. Her iki miiltipleks elektrotta kullanild:.

Yapilan calismalar sonucunda uygulanan prosediiriin metot i¢i varyasyon katsayisi

(%CV) 8xSPE i¢in % 4,7 olarak, 96xSPE i¢in % 8.3 olarak belirlendi.

Tablo 3.1’de 6 adet farkli marka peynir sularinda tespit edilen BKM-7 miktarlari
verilmektedir. Sonuclar cift tekrarli verilerden elde edildi. Sonug¢larin istatistiksel analizi
Wilcoxon testiyle incelenmis olup ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadig1 sonucuna ulasildi (Z=-0,524, p=0,600).
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Tablo 3.1. 8X ve 96X LIK Elektrotlarda 6 farkli peynir alt1 suyuna ait BKM-7

konsantrasyon sonuclar1 (Z=-0,524, p=0,600)

6 Farkh Marka Beyaz 96.x DRP SPE’den Elde 8).< DRP SPE’den Elde
Peynir Alti Suyu Edilen Sonuclar (BKM-7 | Edilen Sonuclar (BKM-7
ng/ml) ng/ml)

[1] 227,0345,9 190,67+1,14
[2] 0,77+0,008 0,23+0,006
[3] 122,25+1,96 119,7+0,67
[4] 173,48+2,78 199,05+1,11
[5] 88,63+2,84 64,85+0,18
[6] 33,98+1,26 36,6+0,21

Genel deneysel sonuglar olarak asagidaki veriler bulunmustur.

1.

0,01M PBS pH 7.4 tamponu, pH’s1 7,4 olan 0,01 M fosfat tamponu ile
karsilastirilarak ¢caliyma tamponu olarak belirlendi.

Enzim (HRP) substratlari, ABTS ve H,O,, optimum konsantrasyonlar: sirasiyla,
0.73 wmol/ml ve 1.9 umol/ml olarak bulundu. Bu kosullar da hem dogrusallik
hem de egim acisindan uygun akim degerlerine ulasildi.

Uygulama potansiyeli olarak 150 mV vs. Ag/AgCl belirlendi.

10, 20 ve 30. dakikalarda ABTS’e kars1t HRP aktivitesi alinarak, okuma siiresi
20 dk olarak belirlendi.

Biotinlenmis BKM-7 direk ECELISA standart grafigi cizilerek, calisma araligi
0.5-250 ng/ml olarak belirlendi.

BKM-7 tayini i¢in dizayn edilen manyetik boncuk temelli yarismali ECELISA
metodu i¢cin elde edilen akima karsi konsantrasyon ve log/logit grafikleri

cizilerek, caligma 6l¢iim araligi 0.5-200 ng/ml olarak bulundu.



4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

4.1. Tartisma

Belirli saghk faydalar1 aktarmak iizere ©zel maddeler ile gii¢lendirilmis gidalar:
tanimlamak i¢in, sanayi tarafindan 1980'lerde Japonya kokenli terim "fonksiyonel gida"
terimi kullamilmustir. Etkili diyet miidahale ve stratejileri ararken, gidanm yeni bir smifi
“fonksiyonel gida” hizla gelismis ve bu probiyotik, prebiyotik, nutrasétik gibi bir¢ok
yeni terimleri ortaya ¢ikarmustir. Fonksiyonel gida i¢in bir¢cok olasi tanimlar vardir;
ancak, fonksiyonel gida genellikle temel beslenme saglanmasi 6tesinde saglik tesviki
gida olarak tantmlanmaktadir. Fonksiyonel gidalar, dogal gidalardan meydana gelen ve
sadece icerigi zenginlestirilmis olabilirler. Benzer olarak, pozitif bir sekilde viicut
islevlerinin siirl sayida etkileyen bir yiyecek bileseni iceriyorsa, bir fonksiyonel gida
oldugunu belirtilmistir. Ancak, Pariza (1999) fonksiyonel gida i¢in yeni bir tanim
Onermistir. Bu da "imal" siirecinde bir genetik miihendisligin yam sira geleneksel gida
isleme uygulamalar1 yoluyla degismesiyle insan miidahalesi bir {iriinii ifade etmektedir

[65].

Inek siitiiniin ekosistemde en degerli dogal besinlerden birisidir. Bu sebepten, ekonomik
kaygilarla ciftlik hayvanlarinin ekonomik 0nem tasiyan vasiflarini 6n plana ¢ikarmak
icin genetik iyilestirmeyi amaclayan 1slah calismalar1 uygulanmaktadir. Bu asrin
baslarinda akademik olarak calisilmaya baslanan siit protein tipleri damizlik seciminde
Olciit olarak alinmaya ve genetik popiilasyonlarin 1slahinda kullanilmaya baslanmistir
[111]. Fakat bu 1slah caligmalar1 ve gen modifikasyonlar1 normalde siitlerde

bulunmayan zararl proteinlerin agiga ¢ikmasina sebep olmustur [112].

Diinyada su an Al ve A2 tip kazein iceren siit olarak nitelendirilen siitler arasinda
onemli farklar bulunmaktadir. Bu fark, Al siitii yani geni oynanmis ineklerden elde

edilen (daha cok siit elde etmek amacl olan 6zellikle Hollanda inekleri-Holstein, Jersey
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gibi) meydana getirmekte, A2 ise beta-kazein lizerinde mutasyona ugramamis olan

ineklerden elde edilen siitii simgelemektedir.

Tiirkiye, Kuzey Anadolu yerli wklar1 bu farklilagmaya ugramis geni ve buna bagh
olarak mutajenik kazeini tasitmamaktadir. Yani saghkl siit saglamaktadirlar [113].
Arastirmacilar farkl iilkelerindeki inek siitii tipleri hakkinda aragtirma yaparak BKM-7

insidans1 hakkinda bilgi vermislerdir.

Mohammad Raies Ul Haq ve ark. (2015) hint sigirlarmin beta-kazein varyantlarinin
sindirimi sirasinda salinmis gastrointestinal BKM-7"nin salinimi konusunda arastirma
yapmislardir. Hindistan da ki en iyi siit vericiler arasinda ki melez Karan Fries (KF)
ineklerinin, Al ve A2 allelleri tasiyicilar1 oldugu gostermislerdir. MS-MS ve yarigmali
ELIZA yontemiyle genlerdeki BKM-7 fraksiyonlarmi belirlemislerdir. A1A1
varyantinin A1A2 varyantma gore yaklasik 3.2 kat fazla oldugu goézlemlemislerdir
[114].

Asledootir ve ark. (2017) ex vivo gastrointestinal sindirimden sonra Al ve A2 sigir
beta-kazeinden BKM-7 biyoaktif peptidinin tanimlanmas: ve nicelendirilmesi ilizerine
arastirma yapmiglardir. Bu calisma, beta-kazeininin farkli genetik varyantlarini
gostermektedir. Kiitle spektrometri analizleri, 60YPFPGPIPN68 peptidinin sadece
prolin iceren varyantlardan tespit edildigini ortaya koymustur. Sonug¢ olarak, beta-
kazein genetik varyasyonunun in vitro sindirim ile ilgili yayimlanmis literatiir
tarafindan daha O©nce verildigi iizere yalmizca Al varyantiyla baglantili oldugu

gosterilmistir [115].

Beta-kazomorfin arastirmalarinin bu kadar onemli olmasinin sebebi, bu opioid aktif
peptitlerin insan sagligi iizerine olan etkileridir. Opioid peptitler, opioid agonist
(rahatlaticilar) ve opioid antagonist (uyaricilar)’dan olusmaktadir. Rahatlatici etkiye
sahip peptitler morfin benzeri uyusturucu bir etki gosterirken, uyarici peptitler ise bu
etkiyi azaltict ya da engelleyici bir etki gosterir. Kazein kaynakl peptitlerden kazokinler
uyaricit etkiye, eksorfin, o ve P-kazomorfin ise rahatlatic1 etkiye sahiptirler [-
kazomorfinler, B-kazeinlerden tiireyen 3’ten 7 aminoasite kadar degisen kiiciik
peptitlerdir [116]. BKM’ler sindirim esnasinda ya da besin islenmesi sirasinda [-
kazeinden serbest birakilirlar. 60 ile 66 rezidiide yer alan Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle

sekansli peptit ilk kez 1970’lerin sonunda kazein-tiirevli opioid peptit olarak tanimlanan
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biiyilkbas p-kazomorfin-7 (BKM-7)’dir [113, 114]. BKM-7 opioid peptiti besin
proteinlerinden tiireyen biyoaktif peptitin ilk 6rnegidir ve mii-opioid reseptor ligantidir.
BKM-7'nin  N-terminalindeki  “Tyr-Pro-Phe”  dizilimi, peptidin reseptorlere
baglanmasini saglamaktadir. Bu sayede opioid Ozelliklere sahip olan peptit viicutta
morfin-benzeri aktivite gosteren bir molekiill olarak hareket edebilmektedir. Bu
ozelliginden dolayi, bu molekiiliin farkli hastaliklarin sebebi oldugu literatiirde
verilmistir [117]. Biyoaktif peptitlerin insan saghginda ve beslenmesindeki 6nemi

stirekli vurgulanmstir [33].

Beta-kazomorfin tiiketiminin bir¢cok hastalia sebebiyet verdigi ve risk faktorii oldugu
cok cesitli caligmalarda yillar boyunca ifade edilmistir [118]. Bu amacla, siitte ve siit
tiriinlerinde opioid aktif peptidlerin varlig1 ve miktar analizleri, siit kalitesi parametreleri

Olctimleri arasina katilmistir [119].

Bugiine kadar yapilan ¢alismalardan yola cikarak, tip 1 diyabet gelisiminde rolii olan
BKM-7"nin, Swinburn (2004) ve Truswell' in (2006) saglik sorunlar1 raporlar1 sonucuna
dayanarak besinlerde bulunmasina izin verilmemistir (Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi

Bilimsel Raporu, 2009) [119]

Diinya iizerinde biiyiik 6neme sahip olan Al ve A2 tip siit ayrimi i¢in cesitli calismalar
yullardir siiregelmektedir. Bunun i¢in Oncelikle hayvanlarin genotiplemesi ve siit ve siit

tiriinleri kazeinlerinin protein dzellikleri ¢alisilmigtir [120].

1990'larin sonunda, bazi raporlar kazein varyanti Al tiiketiminin bir risk faktorii
oldugunu ortaya koymustur. Insanlarda diyabet (insiiline bagimli) ve iskemik kalp
hastaligr kazein Al varyanti tiiketimi sonucu arttigi literatiirde verilmistir [121]. Bu
beta-kazein varyant1 bazi insan hastaliklarmin gelisiminde belli bir rol oynamaktadir.
Ayrica, ani bebek Oliimii sendromu (SIDS)’inde varyant beta-kazomorfin ile iligkili

oldugu ileri siiriilmiistiir [122].

McLachian’in 2001 yilinda yaptig1 caligmaya gore, giinliik 2-4 mg Al tip B-kazein
alintminin iskemik kalp hastaliklarina ve diger P-kazein Al tiiketimine bagh
hastaliklarin risk faktorlerinde 6nemli bir artisina sebep oldugu anlagilmistir. 0.5-1.5 mg

Al B-kazein tiikketen toplumlarda risk faktorlerinde onemli artis gozlenmemistir [123].
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Jarmolowska ve ark. (1999), opioid aktiviteyi ticari Brie, Kaszkawal, Kamp ve Tilsit
peynirleri kullanarak test etmislerdir. Bu peynirlerin peptid Ozlerinin, izole tavsan
bagirsagin da artan kasilmalara sebep oldugu ve yogun opioid aktivitesini
goriintiilemislerdir. Opioid aktivitesini izole tavsan bagirsak motor aktivitesi lizerinde
morfin ve peynir 6ziine karsi eylemleri karsilastirirarak tespit etmislerdir. Elde edilen
sonuglarla, yazarlar hem morfin hem de peynirin peptit 0ziiniin opioid reseptorleri ile

etkilesimi ve bagirsak kasilmalari ile genliginin arttigin1 géstermislerdir [124].

Kaminski ve ark. (2007), sigir B-kazein polimorfizmi ve potensiyelinin insan sagligina
olan etkisini arastirmiglar. Bu calisgmada bogalarda beta-kazein alellerinin sikligini
genetik olarak incelenmis. Istemik kalp rahatsizligi, tip 1 diyabet ve ani bebek 6liimii

sendromlu kisilerin diyetlerinde daha cok f-kazein tiirevlerine rastlanmigtir [125].

De Noni ve ark. (2009) beta-kazomorfinlerin potansiyel saghk etkilerinin gozden
gecirilmesi ile ilgili aragtirmalar yapmuslardir. Bu calismada, peptitlerin rahatlikla kan
beyin bariyerinden gecebildigi, otizm ve diger bir¢cok kardiyovaskiiler hastaliklara ,
insiiliin bagh tip 1 diyabete neden oldugu yoniinde iliski kurulabilir oldugu séylenmis

ama net bir sonuca ulasilamamistir [126].

Banks (2015), opioid peptidler ve kan-beyin bariyeri iizerinde arastirma yapmislardir.
Peptidlerin ve diizenleyici proteinlerin kan-beyin bariyeri (BBB)'ni gecebilecegini
gosterilmislerdir. Yaptig1 caligmalar, BBB'yi gecerken peptitlerin ve diizenleyici
proteinlerin beyine bilgi verici molekiiller olarak etkili oldugu gosterilmistir. Bu sekilde
peptitler ve proteinlerin gelisimsel ve fizyolojik degisikliklere sebep oldugunu
belirlenmistir [127].

Sokolov ve ark. (2014), inek BKM-7 immiinreaktivite diizeylerinin, otistik ¢ocuklarin
idrarlarinda yiiksek miktarda oldugunu gostermislerdir. Siit kazeininden gelen eksojen
opioid peptitlerin yiiksek konsantrasyonlarinin ¢ocuklarda otizmin patojenezine katkida
bulabilecegini ifade etmislerdir. Arastirmacilar yeni bir yiiksek duyarlilikli ELIZA
metodu kullanarak, otistik cocuklarin idrarinda kontrol ¢ocuklarina oranla ¢ok daha

fazla idrar BKM-7 seviyesine sahip olduklarmmi gostermislerdir. Otistik belirtilerin
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coklugunun idrarda BKM-7 konsantrasyonlar1 ile korele oldugunu gostermisleridir

[128].

Lister ve ark. (2015), kemirgenlerde gida kaynakli opioid benzeri peptitlerin davranigsal
etkilerini sizofreni i¢in incelemislerdir. Bunun i¢in bugday gluteni ve siit kazein tiirevi
gibi diyet peptitlerinin asir1 yliklenmesini uygulamiglardir. Calismada cesitli gida tiirevi
opioid benzeri peptidlerin etkilerini incelemek igin c¢esitli davranig testleri
kullanilmigtir. Sonu¢ olarak, gida kaynakli peptitlerin kemirgen davranisini

etkileyebildigini gostermislerdir [129].

Kazomorfinlerin zararli etkilerinin yani swra, son zamanlarda yararli etkilerininde
olabilecegi arastirmacilar tarafindan belirtilmektedir. Bu dogrultuda daha 6nce zararl

etkileri oldugu sdylenen hastaliklar iizerine ¢alismalar yapilmistir.

Wei Zhang ve ark. (2012), BKM-7'nin tip 1 diyabet iizerindeki varsayimsal koruyucu
etkisini bir sican modelinde arastirmiglardir. Sicanlari1 kontrol, diyabet ve / -
kasomorfin-7-tedavi grubu olarak ii¢ gruba ayirmislardir. Biyokimyasal kan sekeri ve
bobrek fonksiyonu da dahil olmak iizere cesitli parametreler incelemis ve TGF-1
plazma konsantrasyonunu ELIZA ile 6l¢miislerdir. Bulgularinda, BKM-7’nin, diyabetin

neden olan bobrek interstisyel fibrozunu zayiflatir yonde etki ettigi verilmektedir [130].

Dong-Ning Hana ve ark. (2013), streptozotosin kaynakli hiperglisemi ve oksidatif stres
uygulanan diyabetik siganlarda BKM-7'nin kardiyomiyopati iizerine koruyucu etkisini
arastirmiglardir. Sonu¢ olarak BKM-7'nin miyokardiyal enerji metabolizmasini
tyilestirdigini, kanda ve kasta serbest radikal aracili oksidatif stresi azalttig1 sonucuna

ulagmuslardir [131].

Jarmolowska ve ark. (2013), glikoz ve kalsiyum iyonlarinin, Caco-2 hiicrelerinin bir
monolayerinden BKM-7 gecirgenliginin verimliligine etki edip edemeyecegini
arastrmuslardir. ELIZA  yontemini uygulayarak BKM-7'nin Caco-2 monolayer
iizerinden gecirgenlik katsayisi hesaplamislardir. Kiiltir ortammnda glikoz ve Ca®*

konsantrasyonlarinda bir artigla BKM-7 gecis verimliliginde bir artisin oldugu sonucuna
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ulasmislar ve bu sonuglarm bebeklerdeki iltihaplanma ve gida alerjisinin patojenezinin

anlasilmasinda faydali olacagi yoniinde goriis belirtmislerdir [132].

Etkileri bu kadar fazla olan BKM-7"nin farkl 6rneklerde gosterimi ve degerlendirilmesi
elzem hale gelmis bulunmaktadir. Siit ve siit iiriinlerinde (siit, yogurt, peynir gibi)
BKM-7 tespitinde bir¢ok farkli yontem gelistirilmis ve literatiire sunulmustur. Aciga
cikan biyoaktif peptitlerin analizleri c¢esitli analitik yontemlerle tespit edilmektedir
[133]. BKM-7 tayininde, siitiin in vitro enzimatik sindirim sonucu aciga ¢ikan peptitleri
gostermek amaciyla spektral karsilastirma, second order derivative spectroscopy ve
HPLC yontemleri ilk yillarda kullanilan metotlardir [134]. Bu metotlar ile BKM-7

miktar dl¢timii yapilamamaktadir. Az sayida BKM-7 6l¢tim metodu yayinlanmstir.

Edmund ve ark. (1998) yaptiklar1 ¢alismada iyi tanimlanmig B-kazeinin kullanimini
arastirmiglardir. Ekstraseliiler proteazin olusturdugu peptitleri sivi kromatografisi-kiitle

spektrometresi (LC/MS) ile tanimlamaslardir [135].

Macaud ve ark. (1999) yaptiklar1 ¢calismada mide proteinazi ile miidaheleden sonra
kazeinden izole edilebilen yeni kazomorfin-benzeri peptidi gostermislerdir. inek siitii
kazein peptit hidrolizatindan kazomorfin ve kazomorfin-benzeri peptitin tespiti i¢in hizli
bir metot uygulamiglardir. B-kazomorfin 1-3 ve 090-94 kazomorfin-benzeri peptitleri
ters-faz HPLC ile tespit etmislerdir. Bu teknigin kompleks hidrolizatlardan aromatik
aminoasitleri iceren biyoaktif peptitlerin tanimlanmast ve saflastirilmasini

basitlestirdigini gdstermislerdir [136]

Jarmolowska ve ark. (2007) yeni dogmus bebekler icin iiretilen ticari bir bebek
mamasini agonistik dort opioid peptide karsi test etmis ve -kazomorfinlerin olustugunu
gozlemislerdir. Bu ¢alismada izole tavsan bagirsagr motor aktivite iizerindeki etkileri
inceleyerek, peptit varligini HPLC ile belirlemislerdir. Sonu¢ olarak, bu formiillerin

opioid aktivite ¢esitliliginin ek bir gostergesi olabilecegini one stirmiislerdir [137].

Ekstra keskin Cheddar, Isvigre, Blue, Brie ve Limburger peynirlerinin analizleri
Muehlenkamp ve Warthesen (1995) tarafindan literatiire sunulmustur. Bu yazarlar
tarafindan yapilan ¢alismalarda, BKM-7 peynirlerde saptanamamustir. Fakat nihai sonug
olarak yazarlar, daha hassas algilama yoOntemleri ile peynirde muhtemel BKM-7

varligimin gosterilebilecegini 6n gérmiislerdir.
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Senocq ve ark., 2002 yilinda comte peynirinin cesitli starter kiiltiirleri ile olgunlastirma
stireci sirasinda, B-kazeinin ile sindirimi ile agia c¢ikan peptit fragmantlarini indirek
ELIZA metodu ile arastirmislardir ve farkh fragmantlar1 % icerik olarak sunmuslardir

[138].

Garcia ve ark (2009), nano elektrosprey, iyon tutucu kiitle spektrometrisi ile siit
iriinlerinde  beta-kazomorfinler ve tiirevleri iizerinde arastrma yapmuslardir.
Elektron spreyi (ESI) quadrupole iyon tuzak kiitle spektrometresi ile (QIT-MS) peynir
ve siitte bu bilesikleri incelemislerdir. Cikolatali siit veya peynir 6rnekleri kullanilarak
beta- kazomorfinler i¢in kalibrasyon verileri elde etmislerdir: NanoMate / MS (25-1000
g / L); NanoMate / MS2 (5-1000 g / L); NanoMate / MS3 (2.5-1000 g / L) [139].

Burada 6l¢iim limiti mg/ml’dir.

Yogurt ve peynirde yapilan diger caligmalardan biri olan Juan-Garcia ve ark.’nin (2009)
caligmasi siit iirtinlerinden beta-kazomorfinlerin tespiti i¢in nanoelektrosprey ile birlikte
ion-trap-mass spektrometresi metodunu gelistirilmesi ve kazomorfinlerin siit ve siit

iriinlerinden direkt dl¢iimiiniin saglanmaya caligmasidir [140].

Sienkiewicz-Szlapka ve ark. (2009a), farkli peynir tiirlerinde agonistik ve antagonistik
opioid peptit igerigini arastirmiglardir. Agonistik (f-casomorfin-5 ve B-casomorfin-7) ve
antagonistik olan ii¢ opioid peptid (kazoksin-6, kazoksin-C ve laktoferroksin A)
etkinligi, li¢ yar1 sert peynirde (Edamski, Gouda ve Kasztelan) ve iki olgunlagsma kalip
peynirinde (Brie ve Rokpol) incelenmistir. BKM'lerin kalip peynirlerinde daha yiiksek
seviyede bulunurken, antagonistik olan opioid peptidlerin miktarimin yarr sert
peynirlerde daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Peptitlerin opioid aktivitelerini
izole tavsan deneyleri ile teyit etmislerdir[141]. Gelistirilen Rekabetci ELIZA, ECso'de
tahmin edilen hassasiyeti gostermistir BKM konsantrasyonu kalip peynirlerinde daha
yiikksek seviyede bulunurken, antagonistik olan opioid peptidlerin miktarinin yar1 sert
peynirlerde daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Kalip yar1 sert peynirlerdeki
BKM 'lerin miktar1 166-648 mg.100 g olarak bulmuslardir

Sienkiewicz-Szlapka ve ark. (2009b), Brie, Rokpol, Edamski, Gouda ve Kasztelan
cesitli peynir ekstraktlarinda BKM-5 ve BKM-7 miktar tayinini yarismali ELIZA testi
ile gerceklestirmislerdir. Peynir ekstraktlarindan saflastirdiklar1 BKM-7"nin miktarini
peynir cesitlerine gore Brie icin 648 + 79, Rokpol i¢in 166 + 20, Edamski i¢cin 100 £+ 12,
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Gouda i¢in 6 + 1 ve Kasztelan icin 4 + 0.3 pg.100.g™ (w/w) olarak bulmuslardir. BKM-
7 i¢in ELIZA testi hassasiyetini 13 + 2 pg/ml olarak vermislerdir [141]. Bu 6l¢iim limiti
bizim limitimizden daha hassastir. Bu farklihk BKM-7’ye karsi iiretilen monoklonal

antikor 0zelliginden kaynaklanmaktadir.

De Noni ve ark. (2010) cesitli peynir ekstraktlarindan elde ettikleri suda ¢oziinebilir
peptit fragmentlerinin HPLC-MS/MS analizleri ile BKM-7 miktarlarini Brie’de 0.15 +
0.02, Fontina’da 0.04 + 0.01, Gouda’da 0.1 £+ 0.02, Gorgonzola’da 0.01 ve Cheddar’da
0.11 £0.02 mg.kg'1 (w/w) olarak bulmuslardir [142].

Kost ve ark. (2009), insan ve inek siitiiyle beslenen infantlarin plazmalarindaki insan ve
inek BKM-7 miktarlarini, fizikomotor gelisim agisindan, RIA (dl¢iim hassasiyeti
fmol/ml) ile tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak, inek siitii ile beslenen ve serum BKM-7
miktarlar1 yiliksek c¢ikan infantlarin fizikomotor davranislarinin, anne siitii ile

beslenenlere gore oldukga geri kaldigimi gostermislerdir [143].

Nguyen ve ark. (2014) seyreltme sivi kromatografi-tandem Kkiitle spektrometresi
yontemi ile  beta-kazomorfinin es zamanli  tanimlanmast ve tesbitini
gerceklestirmislerdir. Yogurtta BKM-7 miktar1 dl¢miisler ve 6l¢iim limitlerini 0.01-10
ng/L olarak vermislerdir [144].

Nguyena ve ark. (2014), siit isleme sirasinda beta-kazomorfinlerin olusumu ve
parcalanmasim arastirmiglardir. Siitte BKM'leri analiz etmek icin yiiksek UV-Vis ve
kiitle spektrometrisinin algilanmasina baglh yiiksek performansli sivi kromatografisi ile
ELIZA kullanmislardir. Ticari peynirlerde varliga rastlamislar, ancak bunlarmn varligmni

ticari yogurtlarda teyit edememislerdir [145].

De Noni ve ark. (2015), gastrointestinal sindirim sonucunda peynirlerde (Cheddar,
Gorgonzola, Maasdam ve Grana Padano) in vitro ortamda BKM-7 tanimlanmasi iizerine
arastirma yapmuslardir. Ultra Performansli S1vi Kromatografisi / Yiiksek Coziintirliikli
Kiitle Spektrometresi kullanilarak farkli peynirlerde sigir beta-kazein kaynaklt BKM-7
olusumunu arastirmiglardir. 11.74 mg.kg'l.l'1 araliginda toplam BKM igerigini ortaya

cikarmiglardir [146].
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Minekus ve ark. (2014), standartlastirilmis in vitro gastrointestinalin sindirim yontemi
ile BKM-7 igerigini degerlendirmislerdir. Mide sindirimi basamagindan sonra BKM-7
sadece Cheddar ve Gorgonzola’da (sirasiyla 0.25 ve 2.87 mgkg'.1") bulmuslardir
[146].

Nguyen ve ark. (2015), Avustralya siitii icindeki dogal beta-casomorfinlerin LC-MS /
MS ve LC-HRMS ile tanimlanmasi ve nicelendirilmesini arastirmislardir. Avustralya
cevresinde 14 ticari pastorize siitten BKM-7 tayini sivi kromatografi-tandem kiitle
spektrometresi (LC-MS /MS) ve sivi kromatografi-yiiksek ¢oOziiniirliiklii (Orbitrap)
kiitle spektrometresi (LC-HRMS) ile yapilmustir [147].

Simdiye kadar BKM-7 tayini i¢in gelistirilen tek biyosensor Parashar ve ark. (2015)
tarafindan gelistirilen aptamer temelli biyosensordiir. Bu dogrultuda arastirmacilar,
BKM-7’ye karsi afinitesi olan 155 ssDNA’y1 belirlemislerdir. Aptamerleri altin
nanopartikiillerle isaretleyerek renkteki degisimi takip etmislerdir. Enzim bagimli
aptamer-emici Olciim (ELASA) yontemi ile biyolojik sivilardaki (idrar, plazma, gibi)
BKM-7 miktarlarmi tespit etmislerdir. Olgiim limitlerini 7.7-156.7 nM arasinda
bulmuslardir [148]. Bu biyosensorle verilen Ol¢iim araligi ng/ml hassasiyetindedir.

Bizim 6l¢iim araligimizla yaklasik ayni miktarlardadir.

Calismamizda BKM-7 tayini i¢in dizayn edilen manyetik boncuk temelli BKM-7
immunosensoril ile elde edilen calisma araligi 0.5-200 ng/ml olarak belirlenmistir.
Diger Olciim metotlar1 ile karsilastirildiginda hassasiyeti oldukga yiiksek ve Ol¢iim
aralig1 genistir. Bir tek s1vi kromatografisi-tandem kiitle spektrometresi yontemi (pg/ml)
ve RIA yontemi (fmol/ml) hassasiyeti Olciimiimiizden daha fazladir. Ama bu

yontemlerin 6n hazirligi ve uygulanmasi yontemimize gore daha zor ve uzundur.

Woodford’a (2009) gore teorik olarak bir bardak siitte 2-3 gr Al beta-casein
bulunmaktadir ve GIS (Gastrointestinal Sindirim) sindirimi ile bu miktar kazeinden 66 -
100 mg BKM-7 salinmaktadir. Emilim orami kisiye gore degismekle beraber, bu
miktarin pug diizeyinde emilime tabii tutuldugu varsayilabilir [149]. Bu sonugtan yola
cikarak, caligmada gelistirilen ng hassasiyet diizeyine sahip olan ECELISA testimizin,
BKM-7 icin dl¢iimii i¢in gecerli olan LCsy (etkisini gosterdigi zararli miktarr) miktarini

tayin etmede yeterli oldugu goriilmektedir.
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4.2. Sonuc ve Oneriler

Insan saglig1 iizerine siire gelen etkileri uzun yillardir arastirilan ve bu sayede siirekli
onemini koruyan opioid aktif peptit B-kazomorfin-7 (BKM-7)’nin siit ve siit
triinlerindeki tayin ve miktar tespiti zaman icinde siit kalitesi parametreleri ol¢iimleri
arasma katilmistir. BKM-7’nin Al tip siit biyobelirteci olarak analitik yonden giinliik

hayata uygulanabilirligi kuvvetli ve ozgiildiir.

Yurtici ve yurtdis1 literatiirde ki caligmalar incelendiginde, simdiye kadar higbir
caligmada siit ve siit iirtinlerindeki BKM-7"nin miktar analizinin immunosensor analizi
ile yapilmadigr goriilmektedir. Bu c¢alisma, bu acidan Tiirkiye’deki piyasa
peynirlerindeki olast BKM-7 ihtivasini gésteren daha hizli ve kolay sonug veren yegane

caligma niteligindedir.

Yaptigimiz bu ¢alisma ile pek ¢ok hastaligin etmeni olan ve saglik acisindan her yonden
Oonem ihtiva eden biyoaktif bir peptit olan BKM-7"nin tayininde kullanilan mevcut
ELIZA yontemlerinin aksine BKM-7’nin insan metabolizmasi ve ekstraksiyon
yontemleri dahil edilmeden peynirdeki BKM-7 varligi ve miktar tespiti miimkiin
kilinmistir. Buna bagli olarak Al tip siitiin tespitine olanak saglayan, Tiirkiye’ deki bu
konu ile ilgili taramayr ve tayin metodunu gerceklestiren 6zel bir calisma niteligi

tasimaktadir

Elde edilen sonuglara gore 6zgiil ve hassasiyeti ng/ml olarak bulunan immunosensor,
peynir suyu disinda diger siit ve siit iirlinlerinde, ¢esitli saflagtirma iglemlerinden sonra,
BKM-7 miktar tayini i¢in kullanilabilir. Gelistirilen immiinosensorle peynir suyunda
peptidin direk Ol¢ciimii onemli bir avantajdir. Ayrica, sadelik, otomasyon ve gerekli
enstriimantasyon saglandigr caligmamizda aym anda ve tek seferde sonug

saglayabilecek ve siit iiriin kalitesi hakkinda fikir veren bir metot gelistirilmistir.

Calismada kullanilan ¢oklu elektrot sistemleri (8xDRP ve 96xDRP) karsilastirildiginda
ornek miktar: tespitinde farkliliklar tespit edilmemistir. Fakat 6l¢tim miktar: farkliligi ve
sinyal yiiksekligi bakimindan 8xDRP elektrotlarinin daha duyarli ve uygun oldugu

gorilmiistiir.
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Gelistirilen immiinosensoriin, siit kalite ve kontroliinde 6nemli bir belirte¢ kabul edilen
BKM-7 peptidinin biyolojik sivilarda, siit ve siit iiriinlerinde tespiti ve Ol¢iimiinde

Oonemli bir yer alacagi on goriilmektedir.

Ayrica dlgiim sistemi farkli analitler igin uygulanabilirdir. Bu sekilde ELIZA protokolii
icine farkli antikorlar dahil edilerek, bir¢ok farkl antijenin 6l¢iimii i¢in de kullanilabilir.

[leride bu amagla calismalar yapilacaktir.

Ileri ki calismalarda antikor baglanmis MB’lar1 direk olarak numune icine koyarak,
antijenin baglanmasi ve devam eden protokoliin uygulanmasinin saglanmasi

planlanmaktadir.



86

KAYNAKLAR

1. Turner, A.P.F., 1987. Biosensors: fundamentals and applicaitons. Oxford University

Press, Ingiltere, s; 5-7.

N

. Lei, Y., Chen, W., Mulchandani, A. 2006. Microbial Biosensors. Analytica Chemica
Acta, 568; 200-210.

3. Junhui, Z., Hong, C. and Ruifu, Y., 1997. DNA based biosensors. Biotechnology
Advances, 15; 43-5

N

. Cetin, B., Avsar, A., Ulusoy, A. T., 2011. Kazein icerikli besinler ve dental iiriinler.
Atatiirk Universittesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Dergisi, 1 (1):24-31.

5. Hall, E.A.H.1990. Biosensors. Ch: 1 biosensors in context, Open university Press,

Ingiltere, s;3-30

6. Metin, M., 2010. Siitiin bilesimi ve islenmesi. 9. Baski Ege Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi, 793s.

J

. Cakmakei, S. 2008. Peynirde olgunlasma, pp. 761-762. Tiirkiye 10. Gida Kongresi,
21-23 Mayzis, 2008, Erzurum.

o0

. Celik, S., Uysal, S., 2009. Beyaz peynirin bilesim, kalite, mikroflora ve olgunlagmasi.
Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 40 (1): 141-151

9. Ugiincii, M., 2005. Siit ve Mamulleri Teknolojisi. Meta Basim Matbaacilik,

Bornova, {zmir, 571s.

10. Tailford, A. K., Berry, C. L., Thomas, A. C., Campbell, J. H., 2003. A casein variant

in cow’s milk is atherogenic. Atherosclerosis, 170 (1): 13-19.

11. Gaiaschi, A., Beretta, B., Poiesi, C., Conti, A., Giuffrida, M.G., Galli, C.L., Restani,
P., 2000. Proteolysis of a- casein as a marker of grana padanocheese ripening.

Journal of Dairy Science, 83 (1): 2733-2739.

12. Cetin, B., Avsar, A., Ulusoy, A. T., 2011. Kazein igerikli besinler ve dental iiriinler.
Atatiirk Universittesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Dergisi, 1 (1):24-31.

13. Woodford, K., 2009. Devil in the milk : ilness, health, and politics of Al and A2
milkj. Chelsea Gren Publishing Company, USA



14.

15.

16

17

18

19

20

21

22

23

24

87

Macaud, C., Zhao, Q., Ricart, G., Piot, J. M., 1999. Rapid detection of a
casomorphin and new casomorphin — like peptide from a peptic casein
hydrolysate by spectral cosparison and second order derivative spectroscopy

during HPLC anaysis. Journal Of Liquid Charomatography, 22 (3):401-418

Zoghbi, S., ET all.,,2006. Beta- Casomorphin -7 regulates the secretion and
expression of gastro intestinal mucins through a —opioid pathway, American
Journal Of Physiology-Gastrointestinal And Liver Physiology, 209:1105-
GI1113.

. Juan — Garcia , A., Font, G., Juan , C., Pico, Y., 2009. Nanoelectrospray with ion-
trap mass spectrometry fort he determination of beta- casomorphins in derived

milk product. Talanta 80 (1) :294-306

. Ceballos, L. S., Morales, E. R., Aderve, G., Castro , J. D., Martinez. L. P.,
Sampeloya, M. R. S., 2009. Cosmoposition of goat and cow milk produced

under similar conditions and analzed by identical methadology. Journal Of

Food Composition And Analysis, 22 (1):322-329

. Unal, R. N., Besler, H. T., 2006. Beslenmede siitiin 6nemi. Hacettepe Universitesi

Beslenme ve Diyetetik Boliimii. Ankara.

. Anonim, 2002. Istanbul Ticaret Odasi, Diinya ve Tiirkiye’de Siit ve Siit Uriinleri

Sanayinde Gelismeler, Yaym No: 2002-7.
. Milli Egitim Bakanlig, 2011. Siit ve iiriinleri 850CK0020 Cevre Sagligi. Ankara.

. Unal, R. N, Besler, H. T., 2006. Beslenmede siitiin 6nemi. Hacettepe Universitesi

Beslenme ve Diyetetik Boliimii. Ankara.

. Anonim, 2002. Istanbul Ticaret Odasi, Diinya ve Tiirkiye’de Siit ve Siit Uriinleri

Sanayinde Gelismeler, Yaym No: 2002-7.

. Toelstede, S., Hofmann, T., 2008. Sensomics mapping and identification of the key
bitter metabolites in Gouda cheese. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 56 (1): 2795-2804.

. Kiiciikoner, E., 2011. Peynir ve yogurt olusum mekanizmasi, pp. 26-33. 1. Ulusal
Helal ve Saglik Gida Kongresi, 19 - 20 Kasim 2011, Vakiflar Genel Mudiirliigii
Kongre Salonu, Kizilay/Ankara, 203s.



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

88

Ng-Kwai-Hang, K. F., Grosclaude F., 2002. Genetic polymorphism of milk
proteins. Advanced Dairy Chemistry Proteins, Parts A&B. New York:
Kluwer Academic/Plenum Publishers, 1 (1): 739-816.

Farrell, H. M., Jimenez-Flores, R., Bleck, G. T., Brown, E. M., Butler, J. E.,
Creamer, L. K., et al., 2004. Nomenclature of the proteins of cows’ milk-sixth

revision. Journal of Dairy Science, 87 (1):1641-1674.

Yin, H., Miao, J., Zhang, Y., 2010. Protective effect of -casomorphin-7 on type 1
diabetes rats induced with streptozotocin. Peptides, 31 (9): 1725-1729.

Mclachian, C. N. S., 2001. B-casein Al ischaemic heart disease mortality and other

illnesses. Medical Hypothesses, 56 (2): 262-272.

Mishra, B. P., Mukesh, M., Prakash, B., Sodhi, M., Kapila, R., Kishore, A., et al.,
2009. Status of milk protein, B-casein variants among Indian milch animals.

Indian Journal of Animal Sciences, 79 (7): 722-5.

Woodford, K., 2009. Devil in the milk: illness, health, and politics of Al and A2
milk. Chelsea Green Publishing Company, USA.

Ozcan, T., Delikanli, B., 2011. Gidalarin tekstiirel 6zelliklerinin gelistirilmesinde
peyniralt1 suyu protein katkilarmin fonksiyonel etkileri. Uludag Universitesi

Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 25 (2):77-88.

Stuknyte, M., De Noni, 1., Guglielmetti, S.,Minuzzo, M., Mora, D.,2011. Potential
immunomodulatory activity of bovine casein hydrolysates produced after
digestion with proteinases of lactic acid bacteria, International Dairy Journal,

21 (10): 763-769.

Korhonen, H., Pihlanto,.A., 2006. Bioactive peptides: production and functionality.
International Dairy Journal, 16 (1): 945-960.

Roncada P, Piras C, Soggiu A, Turk R, Urbani A, Bonizzi L., 2012. Farm animal
milk proteomics. Journal of Proteomics, 75 (14): 4259-74.

Durlu—Ozkaya, F., 2001. Salamura Beyaz peynirlerden izole edilen bazi
laktokokenterokok ve laktobasil suslarinin proteolitik aktivite, bakteriyosin
etkenligi ve biyojen amin olusumu agisindan karsilastirilmasi. Ankara

Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti, Doktora Tezi, Ankara, 63 s.



36

37

38.

39.

40

41

42

43

44.

89

. Kurek, M., Przybilla, B., Hermann, K., Ring, J., 1992. A naturally occurring opioid
peptide from cow's milk beta-casomorphine-7 is a direct histamine
releaser in man. International Archives of Allergy and Applied Immunology,

97 (2): 115-120.

. Foss-Freitas, M. C., Foss, N. T., Donadi, E. A., Foss, M. C., 2008. Effect of the
glycemic control on intracellular cytokine production from peripheral blood
mononuclear cells of type 1 and type 2 diabetic patients. Diabetes Research
and Clinical Practice, 82 (1): 329-334.

Mills, S., Ross, R. P., Hill, C., Fitzgerald, G. F., Stanton, C., 2011. Milk
intelligence: mining milk for bioactive substances associated with human health.

Review Article International Dairy Journal, 21 (1): 377-401.

Mills, S., Stanton, C., Hill, C., Ross, R. P., 2011. New developments and
applications of bacteriocins and peptides in foods. Annual Review of Food

Science Technology, 2 (1): 299-329.

. Dogan, Y., Akarsu, S., Ustundag, B., Yilmaz, E., Gurgoze, M. K., 2006. SerumlIL-
1B, IL-2, and IL-6 in insulin-dependent diabetic children. Mediators of
Inflammation, 2006 (1): 59206.

. Sharma, S., Singh, R., Rana, S., 2011. Bioactive peptides. International Journal of
Bioautomation, 15 (4):223-250.

. Eriksen, E. K., Vegarud, G. E., Langsrud, T., Almaas, H., Lea, T., 2008. Effect of
milk proteins and their hydrolysates on in vitro immune responses. Small

Ruminant Research. 79 (1):29-37.

. Pepe, G., Tenore, G. C., Mastrocinque, R., Stusio, P., Campiglia, P., 2013. Potential
anticarcinogenic peptides from bovine milk hindawi publishing corporation.

Journal of Amino Acids, 2013 (1): 939804, 7 p.

Yin, H., Miao, J., Ma, C., Sun, G., Zhang, Y., 2012. B-Casomorphin-7 cause
decreasing in oxidative stress and inhibiting NF-kB-iINOS-NO signal pathway in
pancreas of diabetes rats. Journal of Food Science, 77 (2): 278-282.



45

46.

47

48

49

50

51

52

53

54

55

90

. Park, Y. W., Juarez, M., Ramos, M., Haenlein, G. F.W., 2007. Physico-chemical
characteristics of goat and sheep milk. Small Ruminant Research, 68 (1-2): 88-
113.

Potocnik, K., Gantner, V., Kuterovac, K., Cividini. A., 2011. Mare’s milk:
composition and protein fraction in comparison with different milk species.

Mljekarstvo, 61 (2): 107-113.

. Raynal-Ljutovac, K., Lagriffoul, G., Paccard, P., Guillet, I., Chilliard, Y., 2008.
Composition of goat and sheep milk products. Small Ruminant Research

79 (1): 57-72.

. Ceballos, L. S., Morales, E. R., Adarve, G. T., Castro, J. D., Martinez, L. P.,
Sampelayo, M. R. S., 2009. Composition of goat and cow milk produced under
similar conditions and analyzed by identical methodology. Journal of Food

Composition and Analysis, 22 (1): 322-329.

. Tholstrup, T., 2006. Dairy products and cardiovascular disase. Current Opinion in

Lipidology. 17 (1): 1-10
. The Great Plains Laboratory, Inc., Gluten/Casein Peptides Test Brochure

. Dettmer, K., Hanna, D., Whetstone, P., Hansen, R., Hammock, B. D., 2007. Autism
and urinary exogenous neuropeptides: development of an on-line SPE-HPLC-

tandem mass spectrometry method to test the opioid excess theory. Analytical

and Bioanalytical Chemistry, 388 (1): 1643—-1651.

. Reichelt, W. H., Stensrud, M. B., Reichelt, K. L., 1998. Peptide excretion in Celiac
disease. Journal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition, 26 (1): 305-
3009.

. Whiteley, P., Shattock,K., Carr,P., Hooper , M., Todd, L., 2010. How could a
gluten- and casein-free diet ameliorate symptoms associated with autism

spectrum conditions? Journal of Autism Insights, 2 (1): 39-53.

. Jarmolowska, B., et all.,, 2007. Opioid activity of humana formula for newborns.

Journal of the Science of Food and Agriculture, 87 (1): 2247-2250.

. Tveiten D., Reichelt K., 2012. Exorphins in urine from schizoaffective psychotics,

Open Journal of Psychiatry, 2 (1): 220-227.



91

56. Reichelt, K. L., Michael L., Gardner, G., 2012. Genetic and dietary factors related to
schizophrenia. Open Journal of Psychiatry, 2 (1): 12-20

57. Liu, Y., Heiberg,T., Reichelt, K. L., 2007. Towards a possible aetiology for

depressions? Behavioral and Brain Functions, 3 (1): 47., 7 p.

58. Babacan, F.,Topcu, A., Soyletir, G., Doganay, M., 1996. Infeksiyon Hastaliklarinin
immiinoserolojisi, Infeksiyon Hastaliklar.. Nobel Tip Kitabevleri, Ankara,

235 s.

59. Reichlin, M., 1980. Use of glutaraldehyde as a coupling agent for proteins and
peptides. Methods in Enzymology, 70 (1): 159-165.

60. Abbas, K., Lichtman, A., Pober, J., 2011. Quantitation of Antigen. In: Cellular and
Molecular Immunology, 2nd Edition. W.B. Saunders Company, Philadelphia,
560p.

61. Peninsula Laboratories, LLC A Member of the Bachem Group, Peptide Enzyme

Immunoassay (EIA) Protocols.

62. Yidiz A., Geng O., Bektas S., Enstriimantal Analiz Yontemleri, Hacettepe
Universitesi Yaymlari, Ankara, (1997). Pp: 285.

63. Adams R.N., Electrochemistry at Solid Electrodes, New York, Decker, (1969).

64. Lee, H., Shan, G., Watanabe, T., Stoutamire, D., W., Gee, S., J., Hammock B., D.,
2002. Enzyme-linked immunosorbent assay for the pyrethroid deltamethrin,
Journal of Agricultural and Food Chemustry, 50: 5526-5532.

65.Thévenot, D. R., Toth, K., Durst, R. A., Wilson, G. S., 2001. Electrochemical

biosensors: recommended definitions and classification. Biosensors and

Bioelectronics, 16 (1): 121-131.

66.Zhai, J., Cui, H., Yang, R., 1997. DNA based biosensors. Biotechnology Advances,
15 (1): 43-58.
67. Gerard, M., Chaubey, A., Malhotra, B. D., 2002. Application of conducting

polymers to biosensors. Biosensors and Bioelectronics, 17 (5): 345-359.

68.Mello, L. D., Kubota, L. T., 2002. Review of the use of biosensors as analytical tools
in the food and drink industries. Food Chemistry, 77 (2): 237-256.



92

69. Vargas-Bernal, R., Rodirguez-Miranda, E., Herrera- Perez, G., 2012. Pesticides-
Advances in Chemical and Botanical Pesticides. (Editor: Soundararajan, R.P.).

Intech, Croatia, pp. 329-356.

70.Newman, J. D., Tigwell, L. J., Warner, P. J., Turner, A. P. F., 2001. Biosensors:
boldly going into the new millennium. Sensor Review, 21 (4): 268-271.

71.Clark, L. C., Lyons, C., 1962. Electrode systems for continuous monitoring in
cardiovascular surgery. Annals of the New York Academy of Sciences, 102
(1): 29-45.

72. Chaubey, A. and Malhotra, B.D., Mediated Biosensors. Biosensors &
Bioelectronics, 17 (2002), 441-456.

73. Mehrvar, M., Bis, C., Scharer, J. M., Young, M. M., Luong, J. H., 2000. Fiber-Optic
Biosensors. Trends and Advances. Analytical Sciences, 16 (7): 677-692.

74. Giirsoy, O., Kinik, 0., Kavas, G., 2002. Gida giivenligi ve HACCP Kapsaminda Siit
Teknolojisi Ac¢isindan Biyosensorlerin Degerlendirilmesi. Diinya Yaymncilik,

62-68 s.

75. Luong, J. H. T., Bouvrette, P., Male, K. B., 1997. Developments and applications of
biosensors in food analysis. TIBTECH September 15: 369-377.

76.Chang, S. C., Rawson, K., McNeil, C. J., 2002. Disposable tyrosinase-peroxidase bi-
enzyme sensor for amperometric detection of phenols. Biosensors and

Bioelectronics, 17 (11-12): 1015-1023.

77.Senyurt, 0., 2008. Development of Paper Type Tyrosinase Biosensor.
Biotechnology. Ankara, Middle East Technical University. Master of Science:
58.

78. Cesarino, 1., Moraes, F. C., Lanza, M. R., Machado, S. A., 2012. Electrochemical
detection of carbamate pesticides in fruit and vegetables with a biosensor based

on acetylcholinesterase immobilised on a composite of polyaniline—carbon

nanotubes. Food Chemistry, 135 (3): 873-879.

79. Diviés C., 1975. Remarks on ethanol oxidation by an "Acetobacter xylinum"

microbial electrode (author's transl). Ann Microbiol, 126 (2):175-86.



93

80. Malhotra, B. D., Chaubey, A., 2003. Biosensor for clinical diagnostics industry.
Sensors and Actuators B: Chemical, 91: 117-127.

81.Lei, Y., Chen, W., Mulchandani, A., 2006. Microbial biosensors. Analytica
Chimica Acta, 568 (1): 200-210.

82.0tlu, B., 2011. Biyosensorler: biyoreseptor molekiiller. 6th International Advanced
Technologies Symposium (IATS’11). 16-18 Mayzis, Bildiriler Kitab: Sayfa: 5-
7.

83. Ogawa, A., Maeda, M., 2008. An artificial aptazyme-based riboswitch and its
cascading system in E. coli. ChemBioChem, 9: 206-209.

84. Nunez, O., Moyano, E., Galceran, M. T., 2005. LC-MS/MS analysis of organic
toxics in food. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 24 (7): 683-703.

85.Li, Y., 2006. CIGR Handbook of Agricultural Engineering Volume VI Information
Technology. Edited by CIGR-The International Commission of Agricultural
Engineering. ASABE, pp. 52-93

86.Singh, S., Solanki, P. R., Pandey, M. K., Malhotra, B. D., 2006. Covelent
immobilization of cholesterol esterase and cholesterol oxidase on polyaniline
films for application to cholesterol biosensor. Analytica Chimica Acta, 568:
126-132.

87.Niculescu, M., Nistor, C., Frebort, 1., Pec, P., Mattiasson, B., Csoregi, E., 2000.
Redox hidrogel-based amperometric bienzyme electrode for fish freshness

monitoring. Analytical Chemistry, 72: 1591-1597.

88.Ruan, C. M., Wang, H., Li, Y., 2002. A bienzyme electrochemical biosensor coupled
with immunomagnetic separation for rapid detection of Escherichia coli

O157:H7 in food samples. Trans. ASAE, 45 (1): 249-255.

89.Liu, G., Lin, Y., 2006. Biosensor based on self-assembling acetylcholinesterase on
carbon nanotubes for flow injection/amperometric detection of organophosphate

pesticides. Analytical Chemistry, 78: 835-843.

90.Schulze, H., Scherbaum, E., Anastassiades, M., Vorlova, S., Rolf, D., Schmid, R. D.,

Bachmann, T. T., 2002. Development, validation, and application of an



94

acetylcholinesterase-biosensor test for the direct detection of insecticide residues

in infant food. Biosensors and Bioelectronics, 17: 1095-1105.

91.Kroger, S., Setford S. J., Turner, A. P. F., 1998. Immunosensor for 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid in aqueous/organic solvent soil extracts. Analytical

Chemistry, 70 (23): 5047-5053.

92.Deo, R. P., Wang, J., Block, 1., Mulchandani, A., Joshi, K. A., Trojanowicz, M., Lin,
Y., 2005. Determination of organophosphate pesticides at a carbon

nanotube/organophosphorus hydrolase electrochemical biosensor. Analytica

Chimica Acta, 530 (2): 185-189.

93.Mulchandani, A., Mulchandani, P., Chen, W., 1998. Enzyme biosensor for
determination of organophosphates. Field Analytical Chemistry and
Technology, 2 (6): 363-369.

94 Karakas, C., 2009. The Development of Alkaline Phosphatase Based Paper
Bioreporter for Evaluation of Milk Pasteurization Biotechnology. Ankara,

Middle East Technical University. Master of Science: 148.

95.Malhotra, B. D., Singhal, R., Chaubey, A., Sharmai S. K., Kumar, A., 2005. Recent
trends in biosensors. Current Applied Physics, 5: 92-97.

96.Sadana, A., 2006. Binding and Dissociation Kinetics for Different Biosensor
Applications Using Fractals, Elsevier, Amsterdam, 343 pp.

97. Biran, 1., Rissin, D., Ron, E., Walt. D., 2003. Optical imaging fiber-based live
bacterial cell array biosensor. Analytical Biochemistry, 315: 106-113.

98. Illanes, A., 2008. Enzyme Biocatalysis Principles and Applications. Springer, pp.
38

99. Sarma, A. K., Vatsyayan P., Goswami P., Minteer S. D., 2009., Recentadvances in
material science for developing enzyme electrodes. Biosensors and

Bioelectronics, pp. 2313-

100. Freire, R. S., Pessoa, C. A., Mello, L. D., Kubota, L. T., 2003. Direct
electrontransfer: an approach for electrochemical biosensors with higher
selectivity and sensitivity. Journal of the Brazilian Chemical Society, 14

(2):230-243.



95

101.Russell, R. . M., Robertson, J. L.,Savin, N. E., 1977. POLO: A new computer
program for probit analysis. Bulletin of the Entomological Society of America,
23 (3): 209-213.

102. Jusoh, N., Aziz, A. A., 2006. Immobilization of Glucose Oxidase and Ferrocene
Redox Polymer in Cross-Linked Poly (Vinyl Alcohol) with Bovine Serum
Albumin as Protein Stabilizer, pp. 1-5. Regional Postgraduate Conference On

Engineering and Science, 26 -27 July 2006, Malaysia.

103. Li‘ebana, S., Branddo, D., Alegret, S., Pividori, M. 1., 2014. Electrochemical
immunosensors, genosensors and phagosensors for Salmonella detection,

Analytical Methods, 6: 8858-8873.

104.Hart, J. P., Wring, S. A., 1997. Recent developments in the design and application
of screen-printed electrochemical sensors for biomedical, environmental and

industrial analyses. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 16 (2): 89-103.

105.Albareda-Sirvent, M., Merkoci, A., Alegret, S., 2000. Configurations used in the
design of screen-printed enzymatic biosensors. A review. Sensors and

Actuators B: Chemical, 69 (1): 153-163.

106.Albareda-Sirvent, M., Merkoci, A., Alegret, S., 2001. Thick-film biosensors for
pesticides produced by screen-printing of graphite—epoxy composite and

biocomposite pastes. Sensors and Actuators B: Chemical, 79 (1):48-57.

107.Moreno-Guzman, M., Gonzalez-Cortés, M. A., Yanez-Sedeno, P., Pingarrén, J. M.,
2011. A disposable electrochemical immunosensor for prolactin involving

affinity reaction on streptavidin-functionalized magnetic particles. Analytica

Chimica Acta, 692 (1-2): 125-30.

108.Taleat, Z., Khoshroo, A., Ardakani, M. M., 2014. Screen-printed electrodes for

biosensing: a review. Microchimica Acta, 181: 865-891.

109. Kinga Zér, Alexandru Zabara, Lo Gorton, Mihaela Nistor. Development of
amperometric immunoassays (AlAs) for calpastatin and calpain with possible
applications in the biomedical field. Sensors and Actuators B 152 (2011) 248—
253.



110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120

96

Kinga Zor, Katarzyna Dymek, Roberto Ortiz, Audrey M. Faure, Ebru Saatci, Lo
Gorton, Ronald Bardsley, Mihaela Nistor. Indirect, non-competitive
amperometric immunoassay for accurate quantification of calpastatin, a meat
tenderness marker, in bovine muscle. Food Chemistry 133 (2012) 598-603.

Kaminski, S., Cieslinska, A., Kostyra, E. J., 2007. Polymorphism of bovine beta-
casein and its potential effect on human health. Journal of Applied Genetics,
48 (3): 189-98.

Caroli, A. M., Chessa, S., Erhardt, G. J., 2009. Milk protein polymorphisms in
cattle: effect on animal breeding and human nutrition. Journal of Dairy

Science, 92 (1): 5335-5352.

Ding, H., 2009. Genotyping of beta-kazein, kappa-kazein and beta-laktoglobulin
genes in turkish native cattle breeds and efforts to delineate BCM-7 on human
PBMC. METU Graduate School of Natural and Applied Sciences, PhD Thesis,
Ankara, 208 p.

Mohammad Raies UlHaq, Raje ev Kapila, Suman Kapila. Food Chemistry, 168
(2015) 70-79

Tora Asledottir , Thao T. Le , Bjgrn Petrat-Melin , Tove G. Devold , Lotte B.
Larsen , Gerd E. Vegarud , International Dairy Journal 71 (2017) 98e106

Scientific Report of EFSA Prepared by a DATEX, 2009. Working group on the
potential health impact of beta-casomorphins and related peptides, EFSA
Scientific Report, 231 (1): 1-107.

De Noni 1., 2008. Release of B-casomorphins-5 and -7 during simulated gastro-
intestinal digestion of bovine B-casein variants and milk-based infant formulas.

Food Chemistry, 110 (4):897-903.

Woodford, K., 2009. Devil in the milk: illness, health, and politics of Al and A2
milk. Chelsea Green Publishing Company, USA.

Roncada P, Piras C, Soggiu A, Turk R, Urbani A, Bonizzi L., 2012. Farm animal
milk proteomics. Journal of Proteomics, 75 (14): 4259-74.

. Kurek, M., Przybilla, B., Hermann, K., Ring, J., 1992. A naturally occurring

opioid peptide from cow's milk beta-casomorphine-7 is a direct histamine



97

releaser in man. International Archives of Allergy and Applied Immunology,

97 (2): 115-120.

121. Yin, H., Miao, J., Zhang, Y., 2010. Protective effect of f-casomorphin-7 on type 1
diabetes rats induced with streptozotocin. Peptides, 31 (9): 1725-1729.

122. Mclachian, C. N. S., 2001. B-casein Al ischaemic heart disease mortality and other
illnesses. Medical Hypothesses, 56 (2): 262-272.

123. Mclachian, C. N. S., 2001. B-casein Al ischaemic heart disease mortality and other
illnesses. Medical Hypothesses, 56 (2): 262-272.

124 .Jarmolowska, B., Kostyra E., Krawczuk, S., Kostyra., H. 1999. B-
Casomorphinisoalatedfrom brie cheese. Journal of the Science of Food and

Agriculture, 79 (1): 1788-1792.

125.Stanisaw Kaminski, Anna Cieoelinska, Elzbieta Kostyra J Appl Genet 48(3), 2007,
Polymorphism of bovine beta-casein and its potential effect on human
health 48(3), ,pp. 189-198pp. 189-198

126. Ivano De Noni, Richard J. FitzGerald, Hannu J. T. Korhonen, Yves Le Roux, Chris
T. Livesey, Inga Thorsdottir, Daniel Tomé, Renger Witkamp. EFSA Scientific
Report (2009) 231,1-107

127. William A. Banks Peptides and the blood-brain barrier 72 (2015) 16-19

128. Oleg Sokolova, Natalya Kosta, Olga Andreevaa, Ekaterina Korneevab, Viktor
Meshavkina, Yulia Tarakanovaa, Aleksander Dadayanc, Yurii Zolotarevc,
Sergei Grachevd, Inna Mikheevab, Oleg Varlamove, Andrey Zozulyaaa
Peptides 56 (2014) 68-71

129. Josh Lister, Paul J. Fletcher , José N. Nobrega , Gary Remington . Pharmacology,
Behavioral effects of food-derived opioid-like peptides in rodents: Implications
for schizophrenia?134 (2015) 70-78

130. Wei Zhang, Jinfeng Miao, Chang Ma, Dongning Han, Yuanshu Zhang. (-
Casomorphin-7 attenuates the development of nephropathy in type I diabetes via
inhibition of epithelial-mesenchymal transition of renal tubular epithelial cells.

Peptides 36 (2012) 186-191.



98

131. Dong-Ning Han, Dong-Hui Zhang, Li-Ping Wang, Yuan-Shu Zhang Protective
effect of _-casomorphin-7 on cardiomyopathy of streptozotocin-induced diabetic
rats via inhibition of hyperglycemia and oxidative stres 44 (2013) 120-126.

132. Beata Jarmotowska, Matgorzata Teodorowicz, Ewa Fiedorowicz,Edyta
Sienkiewicz-Szlapka, Michal Matysiewicz, El zbieta Kostyra Peptides 49 (2013)
59-67

133. Picariello, G., Ferranti, P., Fierro, O., Mamone, G., Caira, S., Di Luccia, A.,
Monica, S., Addeo, F., 2010. Peptides surviving the simulated gastrointestinal
digestion of milk proteins: biological and toxicological implications. Journal of
Chromatography B Analytical Technologies in the Biomedical and Life
Sciences, 878 (3-4): 295-308.

134. Macaud, C., Zhao, Q., Ricart, G., Piot, J. M., 1999. Rapid detection of a
casomorphin and new casomorphin-like peptide from a peptic casein
hydrolysate by spectral comparison and second order derivative spectroscopy

during HPLC analysis. Journal of Liquid Chromatography, 22 (3):401-418.

135. Edmund, R. S., Gang Fang, C., Jeronimus-Stratingh, M., Andries, P., Poolman, B.,
Konings, W. N., 1998. Reconstruction of the proteolytic pathway for utilization
of B-casein by Lactococcus lactis. Molecular Microbiology, 27 (1): 1107-111.

136. Macaud, C., Zhao, Q., Ricart, G., Piot, J. M., 1999. Rapid detection of a
casomorphin and new casomorphin-like peptide from a peptic casein
hydrolysate by spectral comparison and second order derivative spectroscopy

during HPLC analysis. Journal of Liquid Chromatography, 22 (3):401-418.

137. Senocq, D., Dupont, D., Rolet-Répécaud, O., Levieux, D., 2002. ELISA for
monitoring the cleavage of B-casein at site Lys28-Lys29 by plasmin during

Comte cheese ripening. Journal of Dairy Research, 69 (3): 491-500.

138. Ana Juan-Garcia., Guillermina Font, Cristina Juan, Yolanda Pico Talanta
Nanoelectrospray with ion-trap mass spectrometry for the determination of

beta-casomorphins in derived milk products 80 (2009) 294-306

139. Juan-Garcia, A., Font, G., Juan, C., Pico, Y., 2009. Nanoelectrospray with ion-trap
mass spectrometry for the determination of beta-casomorphins in derived milk

products. Talanta 80 (1): 294- 306.



99

140. E. Sienkiewicz-Szlapka, B. Jarmlowska, S. Krawczuk, E. Kostyra, H. Kostyra, M.
Iwan. Contents of agonistic and antagonistic opioid peptides in different cheese

varieties. International Dairy Journal 19 (2009) 258263

141. Sienkiewicz-Szlapkaa, E., Jarmolowskaa, B., Krawczuka, S., Kostyraa, E.,Kostyrab,
H., Iwan, M., 2009. Contents of agonistic and antagonistic opioid peptides in

different cheese varieties. International Dairy Journal, 19 (4): 258-263.

142. Korhonen, H., 2009. Milk-derived bioactive peptides: From science to applications.
Journal of Functional Foods, 1 (2): 177-187.

143. Kost NV1, Sokolov OY, Kurasova OB, Dmitriev AD, Tarakanova JN, Gabaeva
MYV, Zolotarev YA, Dadayan AK, Grachev SA, Korneeva EV, Mikheeva IG,
Zozulya AA. Beta-casomorphins-7 in infants on different type of feeding and

different levels of psychomotor development. Peptides. 2009. 10):1854-60

144. D.D. Nguyen , V.A. Solah , S.K. Johnson , JJW.A. Charrois , F. Busetti , Food
Chemistry Identification and quantification of native beta-casomorphins in

Australian milk by LC-MS/MS and LC-HRMS 146 (2014) 345-352

145. D. D. Nguyena, S. K. Johnsona, F. Busettib & V. A. Solaha (2014)Formation and
Degradation of Betacasomorphins in Dairy Processing, Critical Reviews in
Food Science and Nutrition, Critical Reviews in Food Science and Nutrition,

DOI: 10.1080/10408398.2012.740102

146. Ivano De Noni, Milda Stuknyt, Stefano Cattaneo LWT - Food Science and
Technology Identification of b-casomorphins 3 to 7 in cheeses and in their in
vitro gastrointestinal digestates 63 (2015) 550e555

147. D.D. Nguyen, F. Busetti, S.K. Johnson, V.A. Solah. Journal of Food Composition
and Analysis Isotope dilution liquid chromatography—tandem mass
spectrometry for simultaneous identification and quantification of beta-
casomorphin 5 and beta-casomorphin 7 in yoghurt 44 (2015) 102-110

148.Yudhishthir S. Rajput, Abhishek Parashar and Rajan Sharma “Aptamer-Based
Sensing of B-Casomorphin-7~, J. Agric. Food Chem. 2015, 63, 2647-2653.

149. Yin, H., Miao, J., Zhang, Y., 2010. Protective effect of f-casomorphin-7 on type 1
diabetes rats induced with streptozotocin. Peptides, 31 (9): 1725-1729



100

OZGECMIS

KIiSISEL BiLGILER

Adi, Soyadi: Tugba Ferak

Uyrugu: Tiirkiye (TC)

Dogum Tarihi ve Yeri: 21 Subat 1990, Nigde

Medeni Durumu: Evli

Tel: 530 043 40 37

e-mail: tugba.ozkaya@bysproje.com

Yazigma Adresi: Talas Mevlana Mah. Sehit Naci Akarsu Sok. Altin Hayat 5 Apt.

Kat:13 No:51 Talas/ Kayseri
EGITIM
Derece Kurum Mezuniyet Tarihi
Yiiksek Lisans Erciyes Universitesi / Fen 2017
Bilimleri Enstitiisii — Biyoloji
Lisans Erciyes Universitesi/ Fen 2013
Fakiiltesi — Biyoloji
Lise Siimer Lisesi(YDA) 2008

IS DENEYIMLERI
Yil Kurum Gorev

2013-2015. Bys Grup Bilisim Sistemleri Proje Asistani
Danigmanlik Tic. Ve San. Ltd. Sti.

KATILDIGI KONFERANSLAR:

¢ 2nd International Congress On Biosensors, [zmir, 2015
e 5th International Conference on Biosensing Technology, Italy, 2016

¢ 4th Global nanotechnology Congress and EXPO, Dubai, 2018

GOREV ALDIGI PROJELER :

1. TUBITAK 1509 Uluslararas1 Sanayi Ar-Ge Projeleri Destekleme Programi
kapsamindaki 91358 numarali ve “PRINTED ELECTROCHEMICAL ELISA,
PRINTEDELISA” baslikl1 projesi



101

SERTIFIKALARI:

No | Tanmm Niteligi | Yurtici/ | Yili | Siiresi
dis1

1 Bilgisayar Isletmenlgi Ve Operatorliik Kurs Yurtici | 2009 | 160
Kursu (06/07/2009-27/08/2009) saat

2 Tiirk Telekom Akedemi Gelecege Dair | Seminer | Yurtici | 2013 | 1 giin
— Madalyonun Oteki Yiizii

3 Proje Park 15 Biyo-Med Ar-Ge Proje Proje Yurtici | 2014 | 1 giin

Pazar1 Kayseri pazari

4 Pedagolojik Formasyon Kurs Yurtici | 2014 | 4ay
Programi(26/6/2014)

5 Eppendorf Pipet kullanimi Seminer | Yurtici | 2014 |1 giin
(26/06/2014)

6 Deulcome Dil Kurs Yurtici 2014- | 6 ay
Kursu(2014/2015)(4/07/2015) 2015

7 2nd International Congress On Kongre | Yurtici 2015 | 3 giin
Biosensors(1010-12/5/215)

8 Bioanalytics using single plasmonic Seminer | Yurtici | 2015 |1 giin
nanostructures

9 Molecular vibrations and Raman Seminer | Yurtici 2015 |1 giin
spectroscopy

Yabanci dil: Ingilizce



