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Oz

Capraz bagl enzimler, serbest enzimlere gore belirli bir sicaklikta daha kararli halde olurlar. Cok sayida amin grubuna
sahip olan sigir serum albumini (BSA) enzim kiimeleri arasinda giiglii bir baglanma saglayarak, biyoaktif tabakanin
aktivitesi ve stabilitesinin artmasina yol agar. Enzim-BSA karisimi, glutaraldehit gibi ¢apraz baglayici bir madde ile
kovalent baglandiktan sonra daha kararli hale gelir. HRP enzimi altin elektrot lizerine BSA, jelatin ve glutaraldehit ile
birlikte UV 151k yardimiyla immobilize edildi. Her elektrot icin 7,5 mg, 15 mg, 30mg ve 60 mg derisimlerde farkli BSA
miktarlar1 kullanilarak dort farkli elektrot hazirlanmistir. Hazirlanan dort farkli elektrot kullanilarak, dort farkli ferr6z
demir analiti ile 16 kez elektrokimyasal dl¢iim gergeklestirilmistir. Glutaraldehit enzime gore daha yiiksek affinite
gosterdigi BSA polimerine baglanarak, HRP tizerindeki BSA’dan kaynaklanan siki kovalent ¢apraz baglar1 azaltmis ve
enzim aktivitesinin devam etmesini saglamistir. Farkli BSA derisimlerinin, enzim aktivitesini dnemli 6l¢iide etkiledigi
goriilmiistiir. Enzimleri ¢apraz baglamak amaciyla kullanilacak polimerlerin derisimi, elektrokimyasal ¢alismalarda

Onemli bir etkendir.

Anahtar Kelimeler: BSA, Hidrojen peroksidaz, Elektrokimya.

HYDROGEN PEROXIDASE ENZYME ACTIVITY AT DIFFERENT CONCENTRATIONS

OF BSA

Abstract

Cross-linked enzymes are more stable at a certain temperature than free enzymes. Bovine serum albumin (BSA), which
has a large number of amine groups, provides a strong binding between enzyme aggregates, thus leading to increased
activity and stability of the bioactive layer. The enzyme-BSA mixture becomes more stable after covalent bonding with
a crosslinking agent such as glutaraldehyde. The HRP enzyme was immobilized on the gold electrode together with BSA,
gelatin and glutaraldehyde with the help of UV light. Four different electrodes were prepared using different amounts of
BSA at 7.5 mg, 15 mg, 30 mg and 60 mg concentrations for each electrode Using four different electrodes prepared, 16
electrochemical measurements were performed with four different ferrous iron analytes. Glutaraldehyde binds to the BSA
polymer, which has a higher affinity than the enzyme, reducing the tight covalent cross-links caused by BSA on the HRP
and ensuring the continuation of the enzyme activity. It was observed that different BSA concentrations significantly
affected the enzyme activity. The concentration of polymers to be used for crosslinking enzymes is an important factor

in electrochemical studies.

Keywords: BSA, Hydrogen peroxidase, Electrochemistry.
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1. GIRIS

Biiyiik miktarda su emen ve ii¢ boyutlu yapiyr koruyan g¢apraz bagli hidrojel aglari,
elektrokimya testlerinden biyomedikal uygulamalara kadar uzanan calismalarda biiyilk 6neme
sahiptir (1,2). Dogal proteinler ve sentetik polimerler dahil olmak {izere bircok malzeme hidrojel
hazirlamak i¢in kullanilmistir (3). Giiniimiizde kolajen ve jelatin igeren protein bazli hidrojeller,
capraz baglayic1 Ozellige sahip glutaraldehit veya suda c¢ozilinlir karbodiimidler kullanilarak
sentezlenmektedir. Bu proteinlerin ve bunlara dayali iiretilen hidrojellerin yaninda, sigir serum
albiimini (BSA), insan serum albiimini (HSA) ile bunlardan elde edilen hidrojeller de, diisiik maliyeti,
stabilitesi, ligand baglama 6zellikleri ve yliksek ¢6ziiniirliigii nedeniyle tercih edilmektedir (4,5).

Glutaraldehit ile capraz bagli sigir serum albiimin (BSA), biyouyumlulugu ve biyolojik olarak
parcalanabilirligi nedeniyle elektrokimya ¢alismalar1 ile ¢ok cesitli biyomedikal uygulamalarda
kullanilmaktadir (6). Sigir serum albiimin (BSA) genellikle oldukg¢a gdzenekli bir yapi, nispeten iyi
hidrofilik 6zellik ve in vivo uygulamalar i¢in yabanci cisim reaksiyonunu biyiik O6l¢iide
baskilayabilen gelismis biyouyumluluk sergilerler (7).

Capraz baglama yontemi hemen hemen her enzim i¢in uygulanabilen, bir¢ok ekonomik ve
cevresel faydaya sahip olan bir yontemdir. Icerisinde enzim ve polimerlerin bulundugu hidrojel,
capraz baglama yontemine uygun polimerler ile hazirlanir ise yiiksek aktiviteye olanak saglar (8).

En az iki reaktif uca sahip hidrojel polimerleri, enzim yiizeylerinin spesifik aminoasit
gruplarina baglanarak enzim molekiillerinin hidrojel igerisinde ii¢ boyutlu yapisi bozulmadan bir
arada kalmalarini saglar (9). Cok sayida amin grubuna sahip olan s1gir serum albumini (BSA), enzim
kiimeleri arasinda giiclii bir baglanma saglar, béylece hidrojel aktivitesi ve stabilitesinin artmasina
yol agar (10).

Enzimler sadece glutaraldehit 1ile c¢apraz baglandiginda aktivitelerini tamamen
kaybetmektedir. BSA, aktivite kaybini dnlemek i¢in glutaraldehit ile birlikte koruyucu madde olarak
kullanilmaktadir. BSA’ nin molekiiler agirligi enzimlerin molekiiler agirligindan genel olarak daha
biiyiiktiir. Boylece BSA ¢ogunlukla glutaraldehit ile bag yaparak, enzim iizerindeki glutaraldehit
baskisini azalttig1 daha 6nceki benzer caligmalarda gdsterilmistir (11).

Calismamizda enzim aktivitesinin diigmemesi i¢in BSA ve glutaraldehit ¢apraz baglayicilar
birlikte kullanilmistir. Ayrica farkli BSA konsantrasyonlarinda enzim aktivite degisimlerini
gostermek icin HRP (yaban turpu peroksidazi) enzim aktivitesinden yararlanilmistir.

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Elektrodun Hazirlanmasi

Altin elektrot, kadifeye yiizey lizerine gama aliimina soliisyonu damlatilarak temizlendi. Daha
sonra distile su icerisinde durulanmadan 6nce sonikator ve %96’lik etanolde 5-10 dakika bekletildi.
Elektrot yiizeyi temizlendikten sonra 7,5 mg BSA ve 67,5 mg jelatin, pH’s1 6,0 ve derigimi 100 mM
olan 300 uL asetat tamponu igerisinde ¢6ziiliip 35 °C’de 20 dakika bekletildi. Bu karistmin 10 pL’si,
10 puL daha 6nce hazirlanan 1 mg/mL derisimdeki HRP enzimi ile karigtirilarak elde edilen toplam
hacim 20 pL olarak altin ¢calisma elektrodu iizerine yayildi. Daha sonra altin elektrot tizerine 5 pL
%?3’liikk glutaraldehit’in de eklenmesi ile hazir hale gelen immobilize tabaka 1 saat UV 11k altinda
bekletildi (Sekil 2.1.1).

Caligmadaki amacimiz elektrokimyada enzimlerin ¢apraz baglanmasinda ¢ok sik kullanilan
BSA’nin farkli derisimlerine, HRP enziminin verdigi katalitik tepkileri gostermektir. Bu nedenle
diger parametreler sabit tutulmak sureti ile ayni iglemler BSA’nin 15, 30 ve 60 mg derisimleri
kullanilarak ii¢ elektrot daha hazirlanmistir. Boylece diger biitiin parametreler ayni tutularak, sadece
7,5; 15; 30 ve 60 mg BSA derisimlerinde dort farkli elektrot hazir hale getirilmistir.
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Sekil 2.1.1. Au elektrot iizerine HRP enziminin BSA, gluataraldehit ve jelatin ile beraber UV 151k
kullanilarak immobilize edildigi gosterilmektedir.

UV 151tk polimer yiizeylerde fotokimyasal olarak molekiillerin ¢apraz baglanma
reaksiyonlarin1 baglatir (12). Enerji deposu olan UV 151tk HRP enziminin BSA ve glutaraldehit
polimerine ¢apraz baglanmasini hizlandirmis ve kolaylastirmistir. Ayrica ¢calismamizda yer alan
jelatin bir hidrojeldir ve hidrojeller enzimlere uygun destek ortamlar1 saglayarak, enzimleri hareketsiz
hale getiren en 6nemli biyomalzemedir (13).

2.2. Deneyin Yapihisi

Hazir hale getirilen Au elektrot, 5 mL, 100 mM asetat tamponu bulunan 6lgiim hiicresine
yerlestirildi. Daha sonra dl¢tim hiicresi igerisine ayarlanabilir mikro pipet ile 5 pL, 50 pg/dL ferroz
demir (Fe™) ile 5 pL, 10 g/dL H,O: arka arkaya ilave edilerek dl¢iim yapildi. Ayni islemler elektrot
tekrar hazir hale getirildikten sonra 100, 150 ve 200 pg/dL ferrdz demir (Fe*?) derisimi varliginda ve
yine ayni sekilde her bir derisim i¢in 5 pL, 10 g/dL H,Os ilave edilerek tekrarlandi. Olgiimler
termostatli su banyosu kullanilarak 40 °C’de ve manyetik karistirict kullanilarak gerceklestirildi. Bu
islemler 7,5; 15; 30 ve 60 mg BSA derisimlerinde dort farkli elektrot ile ve her bir elektrot i¢in dort
farkl1 50, 100, 150 ve 200 pg/dL ferrdz demir (Fe™?) derisimi varliginda gerceklestirilmistir. Boylece
toplam 16 kez 6l¢tim gerceklestirilerek sonuclar elde edilmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3 ve
Sekil 3.4)

Year: 2022 Vol:5 Issue: 8 30




GOBEKLITEPE International Journal Of Health Sciences

Potentiostat (Dizenekte enzimin Au elektrotun yerlegtirildigi Sleiim Termostatls zu banyvosu
analite verdiZi tepliyi bilgisayar hilcresi i
elcraning alctanr).

Sekil 2.2.1. Elektrokimyasal dl¢iimlerin yapildig: diizenek.

Indirgenmenin meydana gelecegi bir potansiyelde ¢alisildiginda, devreden gegen anodik akim
arta kalan H>O, derisimi ile dogru, Fe*? derisimi ile ters orantilidir. Fenton reaksiyonuna gdre HRP
enziminin katalizledigi tepkime ile ortamdaki Fe*? miktar1 kadar H,O» kullanilir. Fenton reaksiyonu
sonucunda arta kalan H>O» derisimi 6lgiildiiglinde ters orantili olarak baglangicta kullanilan demir
miktar 6l¢iilmiis olacaktir (14). Yapilan dl¢iimlerde tepkime sonunda arta kalan H>O» derisimi palm
sens marka potentiostat doniistiiriicii ile bigisayar ekranina aktarilmistir (Sekil 2.2.1).

Bu sekilde elde edilecek olan veriler, farkli derisimdeki analite enzimin (elektrot yiizeyine
farklt BSA derisimleri ile capraz bagli) verecegi katalitik aktiviteleri gosterecektir. Elde edilecek bu
sonuglar elektrokimyada ve klinik biyokimyada enzimlerin g¢apraz baglanmasinda kullanilan
BSA’nin ve dolayl olarak diger capraz baglayici plimerlerin derisimlerinin belirlenmesinde segici
olunmasi gerektigini ortaya koyacaktir.

3. BULGULAR

Sirastyla 7,5; 15; 30 ve 60 mg derisimlerinde dort farkli BSA miktarlariyla diger parametreler
sabit tutularak hazirladigimiz elektrotlarimiz ile, igersinde 100 mM asetat tamponu bulunan 6lglim
hiicresine 50 pg/dL ferrdz demir (Fe*?) ve 10 g/dL H>O: ilave edilerek dlgiimler gergeklestirilmistir.
Bu 6l¢timlerden elde edilen degerler sekil 3.1°de gosterilmistir.
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50 ug/dL ferroz demir (Fe*?) derisimi

Akim (pA)

0 7,5 15 22,5 30 37,5 45 52,5 60 67,5

BSA derisimi (mg)

Sekil 3.1. 50 pg/dL ferroz demir (Fe*?) derisiminde elde edilen enzim aktivite degerleri.

Sekil 3.1°deki grafik ncelendiginde 50 pg/dL ferrdz demir (Fe*?) ve 10 g/dL H,O, varliginda
yapilan Ol¢limlerde en yiiksek HRP enzim aktivesi, 15 mg BSA derisiminin bulundugu elektrot ile
test edilmistir.

Sirasiyla 7,5; 15; 30 ve 60 mg derisimlerinde dort farkli BSA miktarlariyla diger parametreler
sabit tutularak hazirladigimiz elektrotlarimiz ile, icersinde 100 mM asetat tamponu bulunan 6l¢iim
hiicresine 100 pg/dL ferrdz demir (Fe*?) ve 10 g/dL H,Oz ilave edilerek dlgiimler gergeklestirilmistir.
Bu ol¢iilerden elde edilen degerler sekil 3.2°de gosterilmistir.

100 pg/dL ferréz demir (Fe*?)derigimi

Akim (pA)

0 7,5 15 22,5 30 37,5 45 52,5 60 67,5

BSA derisimi (mg)

Sekil 3.2. 100 pg/dL ferroz demir (Fe*?) derisiminde elde edilen enzim aktivite degerleri.

32
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Sekil 3.2°deki grafik ncelendiginde 100 pg/dL ferrdz demir (Fe*?) ve 10 g/dL H,O, varhiginda
yapilan Olglimlerde en yiiksek HRP enzim aktivesi, 15 mg BSA derisiminin bulundugu elektrot ile
test edilmistir.

Sirasiyla 7,5; 15; 30 ve 60 mg derisimlerinde dort farkli BSA miktarlariyla diger parametreler

sabit tutularak hazirladigimiz elektrotlarimiz ile, icersinde 100 mM asetat tamponu bulunan dl¢iim
hiicresine 150 pg/dL ferréz demir (Fe*?) ve 10 g/dL H20: ilave edilerek dl¢iimler gerceklestirilmistir.

Bu odl¢iimlerden elde edilen degerler sekil 3.3’de gosterilmistir.

150 pg/dL ferréz demir (Fe*?) derisimi

= = =
o = N

Akim (pA)
Y]

0 7,5 15 22,5 30 37,5 45 52,5 60 67,5

BSA derisimi (mg)

Sekil 3.3. 150 pg/dL ferroz demir (Fe*?) derisiminde elde edilen enzim aktivite degerleri.

Sekil 3.3 °deki grafik ncelendiginde 150 pg/dL ferréz demir (Fe*?) ve 10 g/dL H>O, varliginda
yapilan dlglimlerde en yiiksek HRP enzim aktivesi, 15 mg BSA derisiminin bulundugu elektrot ile
test edilmistir.

Sirastyla 7,5; 15; 30 ve 60 mg derisimlerinde dort farkli BSA miktarlariyla diger parametreler

sabit tutularak hazirladigimiz elektrotlarimiz ile, igersinde 100 mM asetat tamponu bulunan 6lglim
hiicresine 200 pg/dL ferréz demir (Fe*?) ve 10 g/dL H,O: ilave edilerek dlgiimler gergeklestirilmistir.

Bu 6lciilerden elde edilen degerler sekil 3.4’de gosterilmistir.
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200 pg/dL ferrik demir (Fe*?) derisimi
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BSA derisimi (mg)

Sekil 3.4. 200 pg/dL ferroz demir (Fe*?) derisiminde elde edilen enzim aktivite degerleri.

Sekil 3.4’deki grafik ncelendiginde 200 pg/dL ferrdz demir (Fe*?) ve 10 g/dL H,O» varliginda
yapilan Olglimlerde en yiiksek HRP enzim aktivesi, 15 mg BSA derisiminin bulundugu elektrot ile

test edilmistir.

Farkli BSA miktarlar1

a e 7,5mg Y=-0,0065x+10,321
R?=0,9634
12
e 15mg y=-0,0066x+ 12,498
< R =0,9436
2
g0 30mg y=-0,0129x+12,18
Z R? = 0,9621
<
8 e 60mg y=-0,0079x +9,8655
R? = 0,9999
6
0 50 100 150 200 250

Ferrik demir (Fe*?) derisimi pg/dL

Sekil 3.5. Farkh BSA derisimlerine bagh olarak gerceklesen enzim aktivite degerleri.

Sonug olarak diger parametreler sabit tutularak, 7,5; 15, 30 ve 60 mg BSA derisimlerinde
hazirladigimiz elektrotlar ile 50, 100, 150 ve 200 pg/dL ferrdz demir (Fe*?) varliginda HRP enziminin
katalitik aktivite degerleri Sekil 3.5’te gosterilmistir. Bu sonuglara gore, 50, 100, 150 ve 200 pg/dL
ferrdz demir (Fe*?) kullanilarak yapilan dl¢iimlerin tamaminda optimum enzim aktivitesi 15 mg BSA
derisiminin bulundugu elektrot ile elde edilmistir. 7,5 ve 30 mg BSA derisimlerinde HRP enzim
aktivitesinin kismen azaldigi, 60 mg BSA derisiminde HRP enzimi katalitik aktivitesinde daha fazla
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bir diisiisiin oldugu gozlenmistir. 15 mg BSA derisiminden daha az veya daha yiiksek derisimlerde,
HRP enzim aktivitesinin azaldig1 goriilmektedir.

4. SONUC VE ONERILER

Elektrokimyasal calismalarda farkli BSA derisimlerinin enzim aktivitesi lizerine etkisini
aragtirmak i¢in, 7,5; 15; 30 ve 60 mg derisimlerdeki BSA miktarlar1 kullanilarak hazirlanmis
elektrotlar ile her bir derisim i¢in ayr1 6lgme islemi gergeklestirilmistir. Farkli BSA derisimlerinde
HRP enzimi farkl katalitik aktivite gdstermistir. Optimum enzim aktivitesinin, derisimi 15 mg olan
BSA derisiminde gerceklestigi goriilmiistiir. Bu sonuglar elektrokimyasal ¢aligmalarda diger ¢apraz
baglayicilarda oldugu gibi, BSA derisiminde enzim aktivitesi iizerinde dnemli 6l¢iide etkili oldugunu
gostermektedir.

Elektrokimya g¢alismalarinda BSA miktar1 olmas1 gereken derisimden fazla ise, enzim
iizerindeki kovalent bag sayis1 artmakta ve boylece enzim aktivitesinin azalmasina neden olmaktadir.
Eger BSA miktar1 olmasi gereken derisimden diisiik ise, igerisinde ¢apraz bagl enziminde bulundugu
hidrojelin stabilitesinin ve bunun sonucunda enzim aktivitesinin azalmasina neden olur. Bu
caligmada; enzimlerin ¢apraz baglanmasinda kullanilan BSA’nin farkli derisimlerinin enzim
aktivitesi ilizerine 6nemi test edilmistir.

Ozellikle klinik biyokimyada kan demiri, iire, glikoz ve kan gazlar1 gibi hastaliklarin teshisi
icin yapilan enzimatik testlerin gelisiminde, enzimlerin ¢apraz baglanmasinda kullanilan BSA’nin
derisimindeki farkliliklarin 6nemi vurgulanmak istenmistir. Hedef analiti dogru ve verimli bir sekilde
olgmek i¢in, kullanilacak enzim dogru ve verimli katalitik aktivite gostermelidir. Elde edilen
sonuglara gére BSA miktarinin de§ismesi, enzim aktivitesinin artmasi ya da azalmasi ile
sonuglanmaktadir. Bu sonugclar, elektrokimyada enzimleri ¢apraz baglamak i¢in kullanilacak olan en
uygun BSA derisiminin 6nemini ayrintili bir sekilde ortaya koymaktadir.
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