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OZET

Bu tez calismasinda, katekolamin ailesinin elektroaktif bir norotransmitteri olan dopamini
tayin etmek i¢in yeni bir amperometrik biyosensor hazirlandi. Bu amagla CDs-CPTMS
(karbon nano dot-3-Kloropropil-trimetoksisilan) ile modifiye edilmis karbon pasta elektrot
hazirlandi. Tirozinaz enzimi glutaraldehit ile gapraz baglanarak modifiye karbon pasta
elektrot yiizeyine immobilize edildi. Dopamin tayini, enzimatik tepkime sonucu olusan
dopaminokinonun indirgenmesi ile yapildi. Hazirlanan dopamin biyosensoriiniin en uygun
calisma kosullarinin incelenmesi i¢in dogrusal ¢aligma araligi belirlendi. Biyosensoriin
dopamine cevabina substrat derisiminin etkisi, pH ve sicakligin etkisi incelendi. Ayrica
CDs-CPTMS’nin miktari, tekrarlanabilirlik ve raf omrii belirlenerek dopamin tayinine
girigsim yapabilecek bazi maddelerin girisim etkileri belirlendi. Daha sonra biyosensor ile
hazirlanan sentetik kan numunesinde dopamin tayini yapildi.
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ABSTRACT

In this thesis, a new amperometric biosensor was prepared to detect dopamine, an
electroactive neurotransmitter of the catecholamine family. For this purpose, carbon paste
electrode modified with CDs-CPTMS (carbon nanodots-3-Chloropropyl-trimethoxysilane)
was prepared. The modified carbon paste was immobilized on the electrode surface by cross-
linking the tyrosinase enzyme with glutaraldehyde. Dopamine determination was made by
reduction of dopaminequinone formed as a result of enzymatic reaction. The linear operating
range was determined to examine the optimal operating conditions of the prepared dopamine
biosensor. The effects of substrate concentration, pH and temperature on the response of the
biosensor to dopamine were investigated. In addition, the amount, reproducibility and shelf
life of CDs-CPTMS were determined and the interference effects of some substances that
could interfere with the determination of dopamine were determined. Then, dopamine
determination was made in the synthetic blood sample prepared with the biosensor.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

verilmistir.

Simgeler Aciklamalar

°C Santigrat derece

% Yiizde

mg Miligram

g Gram

mL Mililitre

pL Mikrolitre

M Molar derisim

mM Milimolar derisim
pM Mikromolar derisim
nM Nanomolar derisim
\Y Volt

mV Milivolt

nA Mikroamper

nA Nanoamper

Ai Akim farki

R? Lineer regresyon katsayisi
S Saniye

dk Dakika

Kisaltmalar Aciklamalar

AA Askorbik asit

BSA Bovin serum albiimin
CDs Karbon nano dot
CPE Karbon pasta elektrot
CPTMS 3-Kloropropil-trimetoksisilan

Ccv Doniistimlii voltametri



Kisaltmalar

DA
DPV

EC

ES
Imax
Km
LOQ
MCPE

UA

Vmax

Aciklamalar

Dopamin

Diferansiyel puls voltametrisi
Enzim

Enzim kodu

Enzim - substrat ara kompleksi
Maksimum akim farki
Michaelis-Menten sabiti

Alt tayin sinir1

Modifiye karbon pasta elektrot
Substrat

Urik asit

Maksimum hiz
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1. GIRIS

Dopamin  (3,4-dihidroksifenetilamin)  katekolamin  ailesinin  elektroaktif  bir
norotransmitteridir. Dopamin (DA) insan beynindeki en 6nemli ndrotransmitterdir ve
tirozinaz enzimi igin bir substrattir. DA’nin merkezi sinir sistemi (CNS) (mesaj iletimini
saglar), adrenal sistem, hormonal sistemler ve kardiyovaskiiler sistemlerin isleyisinde kritik
bir rol oynadigi bilinmektedir. DA, lokomotor aktivite, bilis, duygu, pozitif pekistirme, besin
alimi ve endokrin diizenleme gibi ¢esitli islevleri kontrol eder. Ayrica beynin 6n lobunda da
bulunan DA; problem ¢6zme, dikkat ve hafiza i¢in dnemli bir yere sahiptir ve beynin diger

alanlarindaki bilgi akisin1 kontrol eder.

DA bircok besinde, gram basina birka¢ nanogramdan birka¢ mikrograma kadar
bulunmaktadir. Ornegin, muz, avokado ve muz kabugunda yiiksek derisimlerde bulunur.
Portakal, domates, elma ve diger bitkilerdeki dopamin igerigi nispeten diisiiktiir ve gram
basina 1 pg’dan azdir. Bununla birlikte DA, kisinin yemek veya baska bir uyarici ile

odiillendirilmesi durumunda salgilanir ve 6diil kimyasali olarak da isimlendirilir.

DA’nin viicuttaki normal derisim araligi yaklagik 1,0x107-1,0x10° M seviyelerindedir.
Anormal diizeydeki DA insanlar i¢in oliimciil olabilir. DA’nin derisim seviyesindeki
degisim, Parkinson, Alzheimer, Sizofreni, dikkat eksikligi, hiperaktivite ve uyusturucu
bagimliligi dahil olmak iizere belirli norolojik bozukluklarin gesitliligi ve ilerlemesi ile
dogrudan iliskilidir. Bununla beraber viicutta, DA ile birlikte {irik asit, askorbik asit gibi
maddeler de bulunur. Bu maddeler girisim etkisine neden olarak DA’nin dogru dl¢limiinii
sinirlandirabilir. Bu nedenle, dopaminin dogru tespiti ve miktarinin belirlenmesi, cesitli

norolojik hastaliklarin izlenmesi, teshisi ve dnlenmesi igin bir yontem gelistirilmelidir.

DA diizeyini izlemek i¢in immiinoassay, akis enjeksiyon analizi (FIA),yiiksek performansli
stvi kromatografisi (HPLC), spektrofotometrik ve kulometrik yontem gibi ¢esitli yontemler
gelistirilmistir. Bu yontemler yiiksek hassasiyet ve secicilik saglasa da, genellikle pahali
donanim, yiiksek egitimli teknisyenler, uzun tayin siiresi ve on islemler gerektirir (Rahman
ve digerleri, 2016; Zaidi, 2018; Dinakaran ve Chang, 2016; Shin ve digerleri, 2019; Balik¢t,
2019; Ermis, 2019; Q. Liu ve digerleri, 2020).



DA tayini i¢in kullanilan bu yontemler karmasik oldugundan ve pahali cihaz
gerektirdiginden daha basit ve maliyeti diisiikk olan yontemler gelistirilmelidir. Bu sebeple
DA tayini i¢in biyosensorlerin kullanilmasi diisiik maliyet, hizli tepki siiresi, yiiksek
hassasiyet, kolay hazirlanma gibi avantajlarindan dolay1r tercih edilmektedir.
Biyosensorlerin bu avantajlarindan dolay1 bu tez calismasinda DA tayini amaciyla bir

biyosensor tasarlandi.

Biyosensorler; biyolojik analitlerin taninmasini saglayan tanilama materyali igeren ve bir
fizikokimyasal doniistiiriicii yardimiyla biyolojik analit ile tanilama materyali arasindaki
etkilesim sonucunda olusan iiriiniin sinyalini dlgtilebilir bir sinyale doniistiirmeye yarayan

cihazlardir (Ozyurt, 2014).

Biyosensorler, fizik, kimya, biyoloji, biyokimya, tip, gida, ¢cevre izleme ve miithendislik gibi
cesitli uygulama alanlarinda kullanilir. Biyosensdrler diisiik maliyet, yiiksek hassasiyet,
kolay bulunabilirlik, hizli ve gercek zamanli algilama gibi avantajlara sahiptir (Keskin ve
Arslan, 2020).

Karbon, ozellikle yiiksek akim yogunluklarinin oldugu yerlerde yararli elektrot
malzemesidir. Karbon pasta elektrotlar (CPE), esas olarak kimyasal inertlik, saglamlik,
yenilenebilirlik, tekrarlanabilirlik, kararli tepki, yiiksek hassasiyet, diisiikk direng, ¢esitli
algilama uygulamalarina uygunluk gibi avantajlari nedeniyle elektrot olarak kullanilir.
Ayrica, CPE’ler toksik olmayan ve ¢evre dostu elektrotlardir (Tajik ve digerleri, 2020). Bu

ozelliklerinden dolay1 CPE’ler biyosensor calismalarinda sikca kullanilmaktadir.

Literatiirde DA tayini i¢in bir¢ok biyosensor bulunmaktadir. Bu amagla Raghu ve digerleri,
cok duvarli karbon nanotiip (MWCNT) ile modifiye edilen karbon pasta elektroda silika sol
jel yardimiyla tutuklama yontemi ile tirozinaz enzimini immobilize ederek diferansiyel puls
voltametrisi (DPV) ile DA tayini yapmislardir (Raghu ve digerleri, 2014). Florescu ve
David, kobalt (I1)-porfirin ile modifiye edilmis altin elektroda ¢apraz baglama yontemi ile
tirozinaz enzimini immobilize ederek DPV ile DA tayini yapmislardir (Florescu ve David
2017). Bezerra ve digerleri, 7,7,8,8 tetrasiyanokinodimetan (TCNQ) ile modifiye edilmis
karbon pasta elektroda polifenol oksidaz enzimini immobilize ederek akis enjeksiyon analizi
(FIA) kullanarak amperometrik yontem ile DA tayini yapmuslardir (Bezerra ve digerleri,
2003). Bujduveanu ve digerleri, CaCOs3 nanopargaciklari ile modifiye edilmis MWCNT



elektroduna tutuklama yontemi 1ile tirozinaz enzimini immobilize ederek
kronoamperometrik yontem ile DA tayini yapmislardir (Bujduveanu ve digerleri, 2013).
Ramu ve digerleri, DA tayini i¢in gozenekli grafen-polipirol-polifenol oksidaz ile modifiye
edilmis camsi karbon elektrot (GCE-PG-PPy-PPO) kullanarak amperometrik yontem ile DA
tayini yapmislardir, polifenol oksidaz enzimini ¢apraz baglama ile immobileze etmislerdir
(Ramu ve digerleri, 2021).

Bu tez ¢alismasinda ise, tirozinaz enzimi esasli bir amperometrik biyosensor tasarlandi. Bu
amagcla karbon dot 3-Kloropropil-trimetoksisilan (CDs-CPTMS) ilk defa Dog. Dr. Meryem
Kara, Dog¢. Dr. Saliha Ding ve Prof. Dr. Mustafa Ozmen tarafindan sentezlendi ve
karakterize edildi. Karbon pasta elektrot, CDs-CPTMS ile modifiye edildi. Modifiye karbon
pasta elektrodun ylizeyine tirozinaz enzimi ¢apraz baglanarak immobilize edildi. DA,
tirozinazin substratt oldugundan, hazirlanan biyosensorde tirozinaz enzimi kullanildi.

Tirozinazin kullanilmasi DA 6l¢limil i¢in yiiksek segicilik saglar.

Dopamin tayini, Ag/AgCl’ye kars1 -0,15 V’de enzimatik tepkime sonucunda olusan
dopaminokinonun elektrokimyasal olarak indirgenmesiyle yapildi. Ardindan dopamin
biyosensorii i¢in optimum calisma kosullart arastirildi. Hazirlanan biyosensoriin dopamine
cevabina pH, sicaklik ve substrat derisiminin etkisi belirlendi. Ayrica karbon pasta elektrodu
modifiye etmede kullanilan CDs-CPTMS miktari, biyosensoriin dogrusal ¢alisma araligi ve
girisim yapan maddelerin etkisi incelenmistir. Bununla birlikte biyosensor sentetik kan

numunesine uygulandi.

Literatiir incelendiginde CDs-CPTMS/CPE elektroda tirozinaz enzimi immobilize edilerek
hazirlanan bir DA biyosensorii olmadigi goriilmektedir. Bu nedenle bu tez ¢aligmasi 6zgiin

bir calisma niteligi tasimaktadir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Dopamin (DA)

Dopaminin (DA), kimyasal formiilii CgH1:NO> olup, kimyasal olarak adlandirilmas1 3,4-

dihidroksifenetilamin seklindedir ve molekiil yapist sekil 2.1.’de verilmistir.

HO NH.

HO

Sekil 2.1. Dopamin (DA) molekiil yapisi

DA, memeli merkezi sinir sistemlerinde mesaj iletimini saglayan, katekolaminlerin 6nemli
bir {iyesi olan norotransmitter molekiilidiir (Wightman ve digerleri, 1988). Motor ve bilissel
islevlerde yer alir ve merkezi sinir, hormonal, bosaltim (bdbrek) ve kardiyovaskiiler

sistemlerde hayati bir rol oynar (Joshi ve digerleri, 2010).

Beynin 6n lobunda ki dopamin; problem ¢6zme, dikkat ve hafiza i¢in 6nemli bir yere sahiptir
ve beynin diger alanlarindaki bilgi akisin1 kontrol eder (Balik¢i, 2019). Bununla birlikte
dopamin, kisinin yemek veya baska bir uyarici ile ddiillendirilmesi durumunda salgilanir ve

odiil kimyasali olarak da isimlendirilir (Ermis, 2019).

DA ilk olarak 1909 - 1910°da Berlin ve Londra'daki adrenal medulla arastirmalari sirasinda
sentezlendi, dogal olarak olusan dopamin ise ilk olarak 1931’de siiplirge otundan
(Sarothamnus scoparius) izole edildi. DA, 1950’lere kadar, merkezi sinir sistemdeki ana
katekolaminlerin sentezinde bir ara madde olarak biliniyordu. 1957°de Carlsson dopaminin

norotransmitter molekiilii oldugunu kesfetti (Foley, 2019).

Dopaminin hayvanlardaki ¢oklu islevi goz oniine alindiginda, bitkiler tizerinde arastirmalar
yapildi ve 1968'de diger bitkilerde de tespit edildi. Dopamin igerigi, tiirler arasinda, gram

basima birka¢ nanogramdan birka¢ mikrograma kadar degisir. Ornegin, muz, avokado ve



muz kabugunda yiiksek derisimlerde bulunur. Bununla birlikte, portakal, domates, elma ve
diger bitkilerdeki dopamin igerigi nispeten diisiiktiir ve gram bagina 1 pg'dan azdir (Q. Liu
ve digerleri, 2020).

2.1.1. DA biyosentezi

DA biyosentezi iki yolla gerceklesir. Oncelikle L-Fenilalanin, fenilalanin hidroksilaz enzimi
tarafindan L-Tirozine doniistiiriiliir. Birinci yolda; L-Tirozin, tirozin hidroksilaz enzimi ile
hidroksillenir ve L-DOPA’ya doniisiir. Daha sonra L-DOPA, dopa dekarboksilaz enzimi ile
DA’y1 olusturur. ikinci yolda; L-Tirozin, tirozin dekarboksilaz enzimi ile Tiramine déniisiir.
Daha sonra Tiramin, monofenol hidroksilaz enzimi ile DA’y1 olusturur (Sekil 2.2). Boylece
dopamin, tiraminin hidroksilasyonu veya L-DOPA’nin dekarboksilasyonu yoluyla iretilir.
DA, kendisi bir ndrotransmitter olmanin yani sira, epinefrin ve norepinefrinin onciisiidiir

(Meiser ve digerleri, 2013).
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Sekil 2.2. DA olusum tepkimesi (Kulma ve Szopa, 2007)



2.1.2. DA salgilanmasi

Insan beyni, bilgileri elektrik sinyalleri bi¢iminde isleyen ve ileten 100 milyardan fazla
norondan olusur. Noronlar arasindaki iletisim, sinaps adi verilen bolgede gergeklesir.
Sinaptik gelisim, normal beyin fonksiyonunu siirdiirmek igin kritik Gneme sahiptir.
Sinapslar, sinaptik vezikiilleri barindiran presinaptik akson terminallerinden ve
norotransmitter reseptorleri igeren postsinaptik bir bélgeden (genellikle dendritlerde) olusur.
Presinaptik ve postsinaptik bolgeler, 20 - 25 nm’lik bir bosluk olan sinaptik yarik ile ayrilir
(Van Spronsen ve Hoogenraad, 2010).

Sinapsta DA, postsinaptik ya da presinaptik DA reseptorlerine veya her ikisine birden
baglanir. Bu bag, alicidan bagimsiz olarak, presinaptik hiicrede bir elektrik potansiyeli liretir.
Postsinaptik DA reseptorleri durumunda, sinyal postsinaptik ndrona yayilirken, presinaptik
DA reseptorleri durumunda, sinyal presinaptik hiicreyi uyarabilir veya inhibe edebilir.
Otoreseptorler olarak da bilinen inhibitér potansiyeli olan presinaptik reseptorler,
norotransmitterlerin sentezini ve salinimini inhibe eder, bu nedenle normal DA seviyelerini
koruma islevi goriir. Sinaptik islevini yerine getirdikten sonra DA, yiiksek afiniteli DA
tagiyicilarinin (DAT) veya diisiik afiniteli plazma membran monoamin tasiyicilarinin
eylemleri yoluyla presinaptik hiicreler tarafindan tekrar sitozole alinir. Sitozolde bulunan
DA daha sonra vezikiiler monoamin tasinmasi (VMAT?) etkisi ile vezikiiller halinde yeniden
paketlenir (Sekil 2.3) (Juarez Olguin ve digerleri, 2016).
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Sekil 2.3. DA metabolizmas1 (Winner ve digerleri, 2017)



2.1.3. DA yikilimi

Birkag farkli siireg, sinapsta dopamin aktivitesini sonlandirir. Birincil siireg, presinaptik
norona dopamin geri alimindan olusur. Bagka bir sonlandirma isleminde ise iki farkli enzim
dopamini metabolize eder. Cogunlukla hiicre dis1 bir enzim olan katekol-o-metiltransferaz
(COMT) ve ¢ogunlukla hiicre i¢i bir enzim olan monoaminoksidaz (MAO), her biri
dopamini metabolize eder. COMT ve MAO dopamini metabolize ettiginde, ana {iriin
homovanilik asitten (HVA) olusur (Sekil 2.4). Bu metabolitin beyin omurilik sivisindaki
(BOS) derisimi, beyindeki dopaminerjik aktiviteye karsilik gelir (Kaufman ve Milstein,
2013: 504).
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NH;
(0]
HO HO
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nlgfl?::?;gaz Monoaminoksidaz
(COMT) (MAG)
(o) OH
(o}
HO

Homovanilik Asit(tHVA)

Sekil 2.4. DA yikilimi1 (Opmeer ve digerleri, 2010)

2.1.4. Parkinson Hastahig

Dopamin, kardiyovaskiiler ve merkezi sinir sistemlerinde 6nemli roller oynayan bir
norotransmitterdir. Yiiksek dopamin seviyeleri, kalp ¢arpintisina, hipertansiyona ve kalp
yetmezligine yol agan kardiyotoksisiteyi gosterir. Aksine, merkezi sinir sistemindeki diisiik

dopamin seviyeleri, Parkinson hastaligi, Sizofreni, Alzheimer hastaligi, stres ve depresyon



gibi ¢esitli norolojik hastaliklarin ana nedeni olarak goriilmektedir (Lakard ve digerleri,

2021).

Dopaminin BOS’taki derisimi Parkinson hastaliginda 1,22 ng/mL’den (7,96x10° M)
neredeyse tamamen tiikkenmeye kadar degisirken, 1,89-189 ng/mL (1,23x102 -1,23x10° M)
arasindaki diisiik derisim araligi, Alzheimer ve Sizofreni bozukluklarinin bir nedenidir

(Zaidi, 2018).

Parkinson hastaligi (PD), hem motor hem de biligsel islevi etkileyen ilerleyici,
norodejeneratif bir yaslanma bozuklugudur. Ortalama baslangi¢ yasi 55 olan ilerleyici bir
hastaliktir. PD’nin birincil patolojisi, 6zellikle substantia nigra’da (siyah bolge anlamina
gelen orta beyinde bulunan yapi1) yer alan dopaminerjik néronlarin kaybidir. PD’deki ana
motor semptomlar tremor (titreme), rijidite (kas sertligi), bradikinezi (hareketlerin
yavaglamasi), hipokinezi (diisitk hareket aralifi) ve akinezidir (bilingli hareketlerin
olmamasi). Tremor en ¢ok dinlenme sirasinda belirgindir. Hastanin uzuvlarinin pasif
hareketi i¢in sertlik bulunur. Klinik tan1 bu motor semptomlara dayali olarak konur. Motor
semptomlara ek olarak, hastalar, 6zellikle dikkat ve isleyen bellek gibi yiiriitiicti islevlerde
biligsel eksiklikler sergilerler. PD’li kisiler de depresyon ve demans icin yiiksek risk
altindadir (Frohlich, 2016: 291).

L-DOPA, Parkinson hastaliginin tedavisi i¢in en yaygin olarak kullanilan ilagtir ancak
yiiksek {iiretim maliyeti bulunur (Carvalho ve digerleri, 2000). Sekil 2.5’te Parkinson

hastalig1 olan beyin ile saglikli beyin karsilastirilmistir.

) Non-Parkinson's

/ V red nucleus
s S
» S

reticular formation

cerebral aqueduct Substantia Nigra
Parkinson's

Superior colliculus

Sekil 2.5. Parkinson hastalig1 olan beyin ve saglikli beyin (Gottapu ve Dagli, 2018)
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2.2. Enzimler

Enzimler, canlilarda meydana gelen kimyasal tepkimelerin ¢ok hizli bir sekilde
ger¢eklesmesini saglayan biyolojik katalizorlerdir ve tepkime sonunda hi¢bir degisiklige

ugramadan iiriiniin yaninda yeniden olusurlar (Erdem, 2012).

2.2.1. Enzimlerin genel 6zellikleri

e Enzimler genellikle proteinlerin bir araya gelmesiyle olusan biyokimyasal
katalizorlerdir.

e Tepkime hizlarini kimyasal katalizérlerden 108 - 101 kat daha fazla yiikseltirler.

e Enzimler yalnizca tek bir substrata veya ayni fonksiyona sahip substrat gruplarina karsi
spesifik olabilirler.

¢ En basit hiicrede bile ayn1 anda pek ¢ok sayida biyokimyasal tepkime meydana getirir.

e Hiicredeki tepkimeleri % 100 verimle ve yan iiriin olusturmadan sonug¢landirirlar.

e Enzimatik tepkimeler canlinin viicut sicakliginda ve fizyolojik pH’da gergeklesir.

e Enzimler sayesinde canlilardaki biyokimyasal tepkimeler daha az enerji ve diisiik
sicaklikta gerceklestirilebilir (Calay, 2010).

e Enzimler birkag bin ila birka¢ milyon dalton arasinda molekiiler kiitleye sahip olabilir.

(Radzicka ve Richard, 1995).

2.2.2. Enzimlerin siniflandirilmasi

Enzimler tarafindan katalize edilen tepkimelerin 6zelliklerine gore, Enzim Komisyonu (EC)
say1 sistemi 1961 yilinda enzimleri 6 ana smifa ayirmistir: oksidorediiktazlar (EC1),
transferazlar (EC2), hidrolazlar (EC3), liyazlar (EC4), izomerazlar (EC5) ve ligazlar (EC6).
Bu 6 kategoriye Agustos 2018’de yeni bir siif olan translokazlar (EC7) eklendi (Tao ve
digerleri, 2020).

Oksidorediiktazlar, yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerini katalize eder. Bir molekiilden
H* iyonu kopararak, o molekiiliin yiikseltgenmesini; H™ iyonu aktararak o molekiiliin
indirgenmesini katalizler. Bu enzimlere, dehidrojenaz, oksidaz, peroksidaz ve rediiktaz

enzimleri 6rnek verilebilir.
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Transferazlar, belirli bir grubun bir maddeden digerine transferini katalize eder. ilgili gruplar
metil, acil, amino, glikozil veya fosfat1 igerir. Bu enzimlere, metiltransferaz, asetiltransferaz

ve amino asit transferaz enzimleri 6rnek verilebilir.

Hidrolazlar, ¢esitli baglar1 hidrolize edebilen enzimlerdir. Bu enzimlere, amilaz, seliilaz,

lipaz, proteaz ve lireaz enzimleri 6rnek verilebilir.

Liyazlar, hidrolitik olmayan bag kirma tepkimeleri yoluyla kimyasal gruplarin eklenmesini
veya cikarilmasmi katalize eder. Bu enzimler, C-C, C-O, C-N, C-S ve diger baglar
pargalayarak bir ¢ift bagin veya yeni bir halkanin olusumuna veya ¢ift baglara gruplar
eklenmesine yol agar. Bu enzimlere, dekarboksilaz, aldolaz ve pektinaz enzimleri 6rnek

verilebilir.

Izomerazlar, molekiil i¢i yeniden diizenlemeleri veya izomerizasyon tepkimelerini katalize
eder. Bu enzimlere, rasemaz, epimeraz, mutaz, cis-trans-izomeraz enzimleri 6rnek

verilebilir.

Ligazlar, hiicresel diizeyde merkezi metabolizmada biyolojik olarak gerekli tepkimelerde
yer alir. Karbon-karbon, karbon-siilfiir, karbon-azot ve karbon-oksijen veya fosfor-ester ve
azot-metal baglarinin olusumu gibi yogunlastirma tepkimelerini katalize eder. Bu enzimlere,

piruvat karboksilaz, amino asit ligaz, DNA ligaz ve RNA ligaz enzimleri 6rnek verilebilir.

Translokazlar, iyonlarin veya molekiillerin hiicre boyunca yer degistirmesini veya bunlarin
zarlar iginde ayrilmasini katalize eden ve siklikla ATP’nin hidrolizini i¢eren yeni bir EC
siifidir. Ornegin ADP-ATP translokaz. (Vandenberghe ve digerleri, 2020: 24).

2.2.3. Enzimlerin yapisi

Enzimler biyolojik katalizor gorevi goren genellikle protein yapisindaki maddelerdir.
Ornegin ribozimler (RNA molekiilleri) protein yapisinda degildir. Baz1 enzimler yalmzca
proteinden olusurken, bazilar1 da protein ile birlikte protein olmayan kisimlarda igerirler. Bu
sekilde olusan enzimlerde, enzimin protein kismina apoenzim, protein olmayan kismina ise,
enzimden kolay bir sekilde ayrilabiliyorsa koenzim (NAD+, FAD, TPP, CoA gibi organik

bilesikler) veya kofaktdr (Zn?*, Mg?*, Fe?*, Fe** gibi metal iyonlar1) denir. Baz1 koenzimler
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kovalent baglanir bunlara ise prostetik grup ad1 verilir. Enzimlerin protein kismina apoenzim
denir ve genellikle aktif degildir. Apoenzimin koenzim ile birlikte olusturdugu bolgeye
holoenzim denir ve enzimin katalitik aktivite gdstermesini saglar (Aynaci, 2015; Kocak,

2020).

Substrat enzimin tepkimede degisime ugrattigi maddedir (Y1ldiz, 2021). Enzimin substrati
ile olan tepkimesi Sekil 2.6’da verilmistir. Bu tepkimede enzimin substrat ile tepkimesinden

enzim-substrat kompleksi olusur, ardindan olusan kompleks {iriin ve enzime doniisiir.

ki k3 oz
E+S e "ES—>E+U
k2

Sekil 2.6. Enzimin substrat ile tepkimesi

Sekil 2.6’da verilen tepkime enzimatik tepkimeler i¢in gecerlidir ve 1903 yilinda Henri
tarafindan tiiretilen ilk genel hiz esitligidir. Burada verilen baslangi¢c hiz1 (k1) enzimatik
tepkimenin hizin1 belirler. ES kompleksinin E+S’ye déniisiim hiz1 (k2) E+U’ye doniisiim
hizindan (ks) ¢ok daha hizlidir (Ugar, 1984).

Enzim aktivitesini degistiren faktorler, enzim derisimi, substrat derisimi, sicaklik ve pH
seklinde siralanabilir. Enzim aktivitesi, degisen substrat derisimleri altinda tek bir enzim
derisiminde belirlenirse, Sekil 2.7 de gosterilen hiperbolik bir grafik elde edilir (A. Blanco
ve G. Blanco, 2017: 163-164).



13

Vmaka

&

S

m 5

.g\ Vo =12 Vmaks

i

(4]

kY]

(a4

Km: Michaelis-Menten sabiti
Km Substrat Derigimi [S]

Sekil 2.7. Michaelis-Menten grafigi (Litwack, 2018: 100)

Tepkime hizi ve substrat derisimi arasinda kesin bir iliski kurmak i¢in Michaelis ve Menten,
Km (Michaelis sabiti) olarak adlandirilan bir sabit tanimladilar. Km, maksimum tepkime
hizinin yarisina esit bir degere ulastigi substrat derisimine karsilik gelir. Km, her enzim i¢in
onu karakterize etmeye izin veren belirli bir degere sahiptir. Hiperbolik enzim-substrat

doygunlugu, Michaelis ve Menten tarafindan tiiretilen asagidaki denklem ile tanimlanir:

_ Vmaks - [S]
~ Km+[S]

Burada V, [S]’ye esit substrat derisimi ile baglangi¢ hizina karsilik gelir. Vmax, maksimum
hiz1 temsil eder ve Km, spesifik substrat i¢cin Michaelis sabitine esittir. Michaelis-Menten
denklemi cebirsel olarak Km degerinin pratik olarak belirlenmesi icin faydali esdeger

denklemlere doniistiiriilebilir. Denklem ters ¢evrildiginde asagidaki denklem elde edilir:

1 Km 1 1

V" Vmaks .m-l_ Vmaks

Bu son denklem Lineweaver-Burk denklemi olarak bilinir ve lineer bir ¢izime karsilik gelir.

Baslangi¢ hizinin tersinin (1/V) substrat derisiminin tersine (1/[S]) kars1 grafigi, diiz bir ¢izgi
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verir (Sekil 2.8). Bu dogrunun egimi Km /VVmaks’a esittir, dikey eksenle kesisimi 1/Vmaks’a
karsilik gelir ve yatay eksenle kesisimi -1/Km'yi verir (A. Blanco ve G. Blanco, 2017: 163-
164).

3X|_‘

Sekil 2.8. Lineweaver-Burk grafigi (Litwack, 2018)

2.3. Tirozinaz Enzimi

Polifenol oksidaz (PPO) olarak da bilinen tirozinaz (EC.1.14.18.1), mikroorganizmalarda,
hayvanlarda, bitkilerde ve mantarlarda yaygin olarak bulunan bakir igeren bir
metalloenzimdir (S. Sharma ve digerleri, 2003). Tirozinaz enzimi oksidorediiktazlar sinifina

giren bir enzimdir (Ercili-Cura ve digerleri, 2015: 78).

Schoenbein 1856’da tirozinaz enziminin yemeklik mantarlarda bulundugunu kesfetmistir
(Keles, 1987). Tirozinaz enzimi diger kaynaklardakine goére muz, avokado, seftali, elma,
mantar, patates, ¢ay yapraklari, kahve tohumlar1 ve tiitlin yapraklarinda daha yiiksek
derisimlerde bulunur (Ozgelik, 2005). Ayrica kayisi, yabani giil, enginar, yabani piring,
1spanak, yonca, bugday, yulaf, bezelye, seker kamis1 yapragi, bakla yapraklari, fasulye,
domates, misir yapraklari, iziim, armut, zeytin, gibi meyve ve sebzelerde de tirozinazin

oldugu tespit edilmistir (Owusu, 1989).
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Dogada yaygin olarak bulunan tirozinazlar, pigmentasyon ve bagisiklik sistemi gibi bir¢ok
temel biyolojik islevde yer alir (Jaenicke ve Heinz, 2003). Bu enzim, canli organizmalarin
UV radyasyonlarina kars1 savunma mekanizmasi i¢in melanin iiretimi gibi farkl islevleri
yerine getirmesi i¢in ¢ok onemlidir. Bitkiler i¢in tanenler, lignin, flavonoidler gibi fenolik
polimerlerin iiretiminde ve bitkilerde bitki hiicre solunumu sirasinda redoks potansiyelinin

diizenlenmesi ve yaralarin iyilesmesi i¢in 6nemlidir (Claus ve Decker, 2006).

Tirozinaz enzimi melanin olusmasina sebep olur (Sekil 2.8) ve bu da sebze ve meyvelerde
esmerlesmeye neden olur. Bu esmerlesme meyvelerde 6nemli kayiplara neden olur. Muz,
seftali, kayisi, elma gibi meyveler ve yaprakli sebzelerdeki esmerlesmeler istenmeyen bir
durumdur. Ancak, cay, kahve, kakao, siyah incirler ve siyah {iziimlerde tirozinaz
aktivitesinden dogan esmerlesme istenen bir durumdur. Bu iriinler bu sekilde karakteristik

ozelliklerine kavusurlar (Y1lmazoglu, 2017).

OH OH 0
OH 0
02 02
—_—
HoN Tyrosinase HoN Tyrosinase | \ 0,

COOH COOH COOH

Tyrosine DOPA Dopaquinone Melanin

Sekil 2.9. Melanin olusum tepkimesi (Kwak ve digerleri, 2020)

Birgok tirozinaz kaynagi nedeniyle yapisal 6zellikleri, doku ve hiicrelerdeki dagilimlar ile
birlikte dogada cesitlilik gosterir, bu nedenle tiim tiirler arasinda ortak bir protein gézlenmez.
Fark, birincil yapi, boyut, aktif bolge gibi modifikasyon sonrasi bdlgelerde ve glikozilasyon

mekanizmasinda gozlenir (Sekil 2.10) (Nawaz ve digerleri, 2017).
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Sekil 2.10. Tirozinaz enziminin ii¢ boyutlu yapis1 (Pillaiyar ve digerleri, 2018)

Genel olarak tirozinazin yapisi, aktif merkezi, N-terminali ve C-terminali olmak {izere ¢

alandan olusur. Farkli tiir tirozinazlar arasinda, merkezi alan, alt1 histidin kalintis1 ve iki

bakir iyonu (CuA ve CuB) igeren en ¢ok korunan bolgedir. Aktif bolgede, sistein ve histidin

kalintilar1 arasinda bir tiyoeter bagi olusur ve histidin, katalitik mekanizma ic¢in bakir

iyonlarindan birini koordine eder. Tiyoeter bagi, baglanma bolgesindeki histidin kalintisini

stabilize etmek icin olusturulur. N-terminal alaninda, bir transit peptit, enzimin son

pozisyonunu diizenler ve bir proteolitik bolinmeye ugrar. Protirozinaz adi verilen gizli bir

tirozinaz Onciisi, bir yer tutucu kalintis1 yoluyla aktif bolgeye girisi engelleyen merkezi ve

C-terminal alanlarindan olusur. Bu kalinti, substrat veya bir inhibitdre benzer sekilde aktif

bolgeye girer (Sekil 2.10 ve Sekil 2.11) (Pillaiyar ve digerleri, 2018).

Sekil 2.11. Tirozinaz enziminin aktif bolgesi (Nawaz ve digerleri, 2017)
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Tirozinazin katalitik mekanizmasi, bakir iyonlarmin oksidasyon durumundaki farkliliklarla
birlikte oksi-, metoksi- ve deoksi- tirozinazlar olmak {iizere ii¢ farkli durumu igerir.
Monofenolaz aktivitesinde (L-tirozinin L-DOPA’ya oksidasyonu), deoksi-tirozinaz (Edeoksi)
oksijene baglanir ve oksi-tirozinaz (Eoksi) olusturur ve daha sonra L-DOPA’ya katalize
edilen L-tirozin’i olusturur. Bu islemde, enzim sonunda daha fazla O, baglanmasi i¢in Edeoksi
olarak geri doniistiriilir. Difenolaz aktivitesinde ise (L-DOPA’nin dopakinona
oksidasyonu), oksi-tirozinazin rejenerasyonu, iki yakin bakir merkezin bir hidroksi ligandi
ile kopriilendigi metoksi-tirozinaz (Emet) olusturmak {izere yalnizca bir oksijen atomu
birakir. Tirozinaz esas olarak, ornegin fenolleri, tirozini oksitleyemeyen ve tirozin
oksidasyonu baglatmadan once bir L-DOPA tarafindan Emet formunda olusur. Bu, Emet’in
diger formlara kiyasla L-DOPA’ya daha yiiksek afinitesini aciklar. Emet L-DOPA’y1 katalize
ettikten sonra, Edeoksi formunu yeniden olusturmak i¢in oksijen atomunu kaybeder. Katekol
oksidasyonu, Cu?’nin Cu atomuna indirgenmesi ve tirozinazin deaktivasyonu ile
sonuglanan fenolik oksidatif mekanizmaya dayanmaktadir (Sekil 2.12) (Pillaiyar ve
digerleri, 2018).
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Sekil 2.12. Tirozinaz enziminin kataliz mekanizmasi (Pillaiyar ve digerleri, 2018)
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2.4. Biyosensorler

Biyosensorler, hassas ve segici sinyaller liretebilen biyolojik algilama elemanlarindan olusan
cihazlardir. Bir hedef ile enzimler, proteinler ve antikorlar gibi ilgili biyotanima elemanlari
arasindaki etkilesimlerden kaynaklanan fizikokimyasal degisiklikler, bir doniistiiriicti
tarafindan iiretilen sinyal miktarinin dogrudan analit derigimi ile iligkili oldugu 6l¢iilebilir
elektronik sinyallere dontstiiriiliir. Biyosensorler tibbi teshis, ila¢ kesfi, gida giivenligi ve
cevresel izleme gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir (Sekil 2.13). (Moon ve digerleri,
2018).

Biitiin canli organizmalar hayatlarina devam edebilmek ve yasadiklari ortama uyum
saglamak igin c¢evrelerindeki degisiklikleri aninda algilamalar1 gerekir. Biyosensorler bu
algilama mekanizmasint temel alarak c¢alisirlar. Canli organizmalarin, algilama
hassasiyetleri ¢ok yiiksektir. Ornegin kopeklerin koku alma duyusu, insanin koku alma
duyusuna oranla yiiz bin kat daha fazladir. Kelebekler, eslerinin saldig1 birkag tane molekiili
algilayabilirler. Bazi yilan baliklari, bin litre suda ¢ok az miktardaki yabanci maddeyi bile
hemen algilama yetenegine sahiptir. Algler zehirli maddelere karsi hassastir. Analiz
sistemleri ile canli organizmalarin algilamasini saglayan biyolojik maddeler birlestirilerek

biyosensorler olusturulur (Kurbanoglu ve digerleri, 2020).

Biyosensorlerin tarihi 1962 yilinda bilim adami Leland C. Clark tarafindan enzim
elektrotlarinin gelistirilmesiyle baslamistir. Biyosensorler, immiinosensorler, glukometreler,

biyogipler ve biyobilgisayarlar olarak da bilinir (Mohanty ve Koucianos, 2006).
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Hastalik
Teshis1

BIYOSENSOR

Toprak
Kalites1

Gida Izleme

Kalitesi
[zleme

Sekil 2.13. Biyosensorlerin uygulama alanlar1 (Bhalla, ve digerleri, 2016)

2.4.1. Biyosensorlerin yapisi

Bir biyosensor birkag¢ bilesenden olusabilir: analit, biyoreseptor, doniistiiriicii, elektronik
cihaz (Sekil 2.14). Bir analit, fizyolojik/patolojik saglik kosullarinin tespiti i¢in karmagik
biyolojik drneklerde (kan, idrar, ter ve tiikiiriik) bulunan ve saptanmasi gereken bir belirteg
veya gosterge gorevi goren bir maddedir. Biyoreseptorler (biyokimyasal molekiil),
tamamlayici analitleri, enzim substratlari (glikoz, iire) inhibitorleri, antijenler, tamamlayict
DNA/RNA iplikgikleri ile birlikte proteinler, enzimler, antikorlar, niikleik asitler, hiicreler
ve hormonlardir. Doniistiiriicliler, analit-biyoreseptor etkilesimleri arasinda iiretilen bir tiir
enerjiyi doniistiirmek ve Olgiilebilir bir sinyal {iretmek i¢in islev goriir. Bir analitin biyolojik
olarak taninmasindan elde edilen sinyal, optik ve elektrik sinyalleri seklinde gosterilir.
Doniistiiriiciiler ve diger elektronik devrelerden olusan elektronik cihazlar, sinyallerin
yiikseltilmesine ve uygun formatta goriintiilenmesine yardimei olur (Kaur ve digerleri, 2019:

211).
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Sekil 2.14. Biyosensdrlerin yapisi ve bilesenleri (Di Pietrantonio ve digerleri, 2019: 182)

2.4.2. Biyosensorlerin siniflandiriimasi

Biyosensorler biyobilesene gore ve doniistiiriiciiye gore siniflandirilabilir (Cizelge 2.1).

Biyobilesen esasli biyosensorler enzim, mikrobiyal, immiin, niikleik asit biyosensorleri

seklinde siralanabilir. Elektrokimyasal, termal, optik, piezoelektrik biyosensorlerde

dontstiiriiciiye gore siniflandirilmis biyosensorlerdir (Bodur, 2019).

Cizelge 2.1. Biyosensorlerin siniflandirilmasi (Bodur, 2019)

Biyobilesene gire

Enzim

Hiicre
Mikroorganizma
Doku

Organel

Viriis

Niikleik asit
Immuno ajanlar

Reseptorler

Doniistiiriiciive gore ® Spektroskopik
Optik ® Internal reflektans
¢ Elipsometrik
® SPR (Yiizey Plazmon Rezonans)
® Potansiyometrik
[ ] . s
Elektrokimyasal Amperometrlk
® Voltametirk
® Impedimetrik
¢ Konduktometrik
Akustik ® Piezoelektrik
Termal ® Yiizey dalga sensorleri
Micis caitilever teiell ® Manyetik akustik rezonator v.b.
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2.5. Enzim Esash Biyosensorler

Enzimler, belirli tepkimeler i¢in biyolojik katalizorlerdir ve kendilerini spesifik substrata
baglayabilirler. Bu katalitik eylem enzim esasli biyosensorlerde kullanilir. Enzim esash
biyosensorler analitik yaklasimlarla karsilagtirlldiginda, yiiksek hassasiyet, segicilik,
taginabilirlik, diisitk maliyet, minyatiirlestirme ve seri tiretim olanaklar1 gibi dikkate deger
avantajlara sahiptir. Ayrica, enzim esasli biyosensorler, hizli, spesifik, hassas, ucuz,
cevrimigi ve/veya gercek zamanli algilama i¢in uygulamalara sahiptir. Enzim esash
biyosensorleri tasarlamak i¢in kullanilan en yaygin enzim tiirli peroksidazlar,
oksidorediiktazlar, amino oksidazlar ve polifenol oksidazlardir (Pérez ve digerleri, 2019).

Sekil 2.15’te enzim esasl biyosensorlerin ¢aligma semasi verilmistir.

Fizikokimyasal reaksiyon
W
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iz @ e A b
Analit Biyosensor elektrot Sinyal
Hedef analit ® Diger maddeler ) Biyoreseptor Immobilizasyon yiizeyi Dénistiirtic

Sekil 2.15. Enzim esasl biyosensorlerin ¢alisma semasi (Campaiia, 2019)

Enzim biyosensorleri enzimatik tepkime sonucu olusan sinyalin 6l¢iilmesine dayali olarak
elektrokimyasal, optik, kalorimetrik ve piezoelektrik enzim biyosensorleri olarak
siniflandirilir. Elektrokimyasal enzim biyosensorler amperometrik (birincil nesil, ikincil
nesil, Gigiinciil nesil), potansiyometrik (proton duyar, amonyak duyar, karbondioksit duyar,
diger iyon duyar) ve yar1 iletken temelli olarak siniflandirilir. Optik enzim biyosensorleri

ise absorbsiyon, flouresans ve biyoliiminesans temelli olarak siniflandirilir (Akin, 2017).
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2.5.1. Amperometrik enzim biyosensorleri

Elektrokimyasal biyosensorler i¢inde en fazla kullanilan biyosensor ¢esidi amperometrik
temelli biyosensorlerdir. Amperometrik biyosensorler ¢ogunlukla enzim esasli olarak
kullanilmaktadir. Calisma prensibi, ¢aligma ve referans elektrot arasina sabit bir potansiyel
uygulanmasima dayanir. Uygulanan potansiyel, redoks tepkimelerinin gergeklesmesini
saglayan akimi olusturur. Bu akimin biyiikligii, ¢ozeltide bulunan enzim substratinin yani
hedef analitin derisimi ile dogru orantilidir. Hem katodik hem de anodik tepkimeler
amperometrik olarak izlenebilir. Oksidaz enzimleri, bu biyosensorlerde en sik kullanilan

enzimlerdir (Terry ve digerleri, 2005).

2.6. Biyosensorlerde immobilizasyon

Enzim immobilizasyonu, bir enzimin hareket 6zgiirliiglinii biiyiik 6l¢iide kisitlamak i¢in 6zel
olarak tasarlanmis bir tekniktir. Cogu hiicre dogal olarak bir sekilde immobilize hale getirilir,
bu hiicreler igin fiziksel bir destek saglar. Biyosensorler tasarlanirken ilk adim, amaglanan
kullanim ve uygulama dikkate alinarak, destek malzemesine, ardindan ana immobilizasyon
yontemine karar vermektir. Immobilizasyon yontemine karar verirken; kullanilabilir yiizey
alani, gecirgenlik, yogunluk, depolama kararliligi, enzim aktivitesi, pH ve sicakliga karsi

direng vb. gibi noktalarin g6z 6ntinde bulundurulmasi gerekir (Bickerstaff, 2003).

Enzimin immobilizasyonu, enzim temeli biyosensorlerin yapiminda 6nemli bir adimdir,
clinkii genellikle enzim stabilitesini arttirir ve enzim ile alttaki doniistiiriicli arasinda yakin

bir temas saglar (D’Souza, 2001).

Kararli bir biyosensor i¢in 6n kosul, biyoreseptoriin doniistiiriiciiniin (elektrot) yiizeyinde
tersinir veya tersinmez bir yontem kullanilarak immobilize edilmesidir. Bunu bagsarmak igin,
numune tiird, istenen segicilik gibi kriterlere dayali olarak adsorpsiyon, kovalent baglama,
kapsiilleme, capraz baglama, tutuklama gibi farkli stratejiler kullanilabilir (Sekil 2.16)
(Ensafi, 2019: 2).



23

Kovalent baglama Kapsiilleme Capraz baglama

Sekil 2.16. immobilizasyon yontemleri (Bickerstaff, 2003: 4)

Adsorpsiyon yontemi

Adsorpsiyon nispeten basit ve ucuz bir immobilizasyon yontemidir. Bu yontemde enzimin
kimyasal yapis1 degistirilmez, fiziksel olarak immobilize edilir. Ancak enzim, 6zellikle sulu
¢oziiciilerde disar1 sizma egiliminde oldugu i¢in sinirlamalari vardir. Bu yontem, organik
¢ozeltilerde kullanim igin ve lipazlarin immobilizasyonu igin uygundur. Adsorpsiyon,
ozellikle enzimin ucuz oldugu biiyiik 6lgekli islemlerde diizenli olarak kullanilir (Brady ve
Jordaan, 2009).

Kovalent baglama yontemi

Bu yontemde enzim algilayict iizerine fonksiyonel gruplar yardimiyla kovalent baglanir.
Kovalent immobilizasyon  yontemleri, diger immobilizasyon teknikleri ile
karsilastirildiginda genellikle daha karmasik ve zaman alicidir, ancak biyomolekiiller ve
boyalarin sizmas1t muhtemel olmadigindan ¢ok giivenilirdir. Kovalent immobilizasyonun
biyomolekiil aktivitesini degistirebilecegi unutulmamalidir. Baglanma kritik bdlgelerde
(6rnegin, bir enzim-aktif bolgesi veya bir antikor-baglanma bolgesi) meydana gelirse,
aktivite tamamen kaybedilebilir. Bu tiir inaktivasyonu dnlemek i¢in, substrat, inhibitorler ve
diger efektorler, biyomolekiillerin aktif veya baglanma bdlgesini korumak i¢in genellikle

immobilizasyon ortamina dahil edilir (Biran ve digerleri, 2008: 33).

Tutuklama yontemi

Tutuklama immobilizasyonunda, enzim dogrudan destek yiizeyine baglanmaz, ancak

yalnizca substrat ve iirlinlerin gegisine izin veren, enzimi tutan bir polimerik ag icinde
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tutulur. Bu islem iki agsamada gergeklestirilir: enzim bir monomer ¢ozeltisine karistirlir,
daha sonra bu ¢ozeltinin kimyasal bir tepkime ile polimerizasyonu gergeklestirilir. Enzim,
bir polimer kafes ag1 iginde fiziksel olarak immobilize edildiginden, polimer ile kimyasal
olarak etkilesime girmez. Boylece yoOntem, enzim stabilitesini iyilestirebilir, enzim
sizintisini ve denatiirasyonunu en aza indirebilir. Bununla birlikte, yontemin bir sinirlamast,
polimerizasyon siiresinin uzamasi jel matrisi kalinligini artirir, bu nedenle substrat, enzim
aktif bolgesine ulasmak i¢in jel matrisinin derinliklerine yayilamaz. Yontem ayrica diisiik
enzim yiikleme kapasitesine sahiptir ve destek materyali, polimerizasyonun etkileri olarak
bozulabilir (Hiep ve Kim, 2017).

Capraz baglama yontemi

(Capraz baglama yonteminde, bir malzeme enzimleri birbirleriyle veya bagka bir proteinle ya
da bir destek malzemesiyle ¢apraz baglar. Capraz baglama materyali, spesifik aminoasitleri
hedefleyebilir. Glutaraldehit (Sekil 2.17), benzokinon ve dekstran-polialdehit c¢apraz
baglama i¢in kullanilan yaygin maddelerdir (Imam ve digerleri, 2021). Capraz baglama
yontemi, immobilize enzimin baglanmasini ve stabilitesini arttirir, ancak immobilizasyon
prosediirii kolay olmasina ragmen zaman alicidir ve pahali kimyasal reaktifler kullanir.
Ayrica enzimin katalitik aktivitesini de degistirebilir (A. Sharma ve digerleri, 2021). Cizelge

2.2°de immobilizasyon yontemleri karsilastirilmistir.

O O

5| H

Sekil 2.17. Glutaraldehit molekiilii
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Cizelge 2.2. Immobilizasyon yontemlerinin karsilastirilmasi (Sassolas ve digerleri, 2012)

Yontem Baglayici yap1 Avantajlar1 Dezavantajlari
Adsorpsiyon Basit ve kolay e  Desorpsiyon
Zayif baglar Enzimin aktivite kaybi | ¢  Spesifik olmayan adsorpsiyon
diisiik
Kovalent Enzimin fonksiyonel Difiizyon bariyeri yok e  Matris yenilenebilir degil
baglama gruplart ile destek Kararh e  Polimer tastyici sterik engele
uizerindekiler Kisa tepki siiresi neden olur
arasindaki kimyasal
baglanma
Tutuklama Enzim aktivitesini | e  Difiizyon bariyeri
etkileyecek  kimyasal | ¢  Enzim sizintist
Enzimin bir jel veya tepkime yok e Polimerlesme icin yiiksek
polimer igine dahil Polimerlesme hizli derisimlerde monomer ve
edilmesi Polimer iginde birkag enzim gereklidir
enzim immobilize
edilebilir
Capraz Enzim/capraz Basit e  Enzim aktivite kayb1
baglama baglayici (Orn. Enzim stabilitesini | ¢  Pahali reaktif
glutaraldehit) ile inert arttirir
molekill (6rn. BSA)
arasindaki bag

Enzim veya protein yapisindaki maddelerin elektrot yiizeyine kovalent baglama ile
immobilizasyonda kullanilan glutaraldehitin ¢apraz baglama tepkimesi Sekil 2.18’de

verilmistir;
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Sekli 2.18. Glutaraldehit ile gergeklestirilen ¢apraz baglama tepkimesi (Kogak, 2020)

2.6.1. Iimmobilize enzimlerin serbest enzimlere gore iistiinliikleri

Enzimler suda ¢oziinmeyen bir maddeye kimyasal veya fiziksel olarak baglanarak

immobilize edilir. immobilize enzimlerin serbest enzimlere gore iistiinliikleri;

e Siizme, santrifiij gibi yontemlerle kimyasal tepkime sonunda ortamdan kolayca
uzaklastirilabilir.

e pH, sicaklik gibi kosullara kars1 daha dayaniklidir.

e Tekrar tekrar kullanilabilir.

e Uzun siire kullanilabilir.

Serbest enzime gore daha kararlidir.

e Kontrollii iiriin olusumu gerceklestirilebilir.

e Birden fazla adimda gerc¢eklesen tepkimeler i¢in uygundur.

¢ Enzimin kendini par¢alamasi ihtimali azalir.

e Serbest enzime gore daha yiiksek aktivite gosterebilir.

e Karigtirma, ¢alkalama gibi ¢alismalar i¢in uygundur (Cinar ve digerleri, 2017).
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2.7. Karbon Pasta Elektrotlar

Kendine 6zgii 6zellikleri nedeniyle ¢ok dikkat ¢eken karbon, biyosensor galismalarinda
sik¢a karsilagilan karbon pasta elektrotta (CPE) kullanilir (Tembe ve digerleri, 2005).
Karbon pasta diginda ekran baskili karbon elektrot, cams1 karbon, karbon fiber, altin, platin
gibi farkli elektrotlar kullanilarak da biyosensor caligsmalari yapilmaktadir (Hocevar ve

digerleri, 2005).

Karbon pasta elektrot organik, inorganik ve biyolojik bilesiklerin biyokimyasal analizi igin
yaygin olarak kullanilan elektrotlardan biridir. Karbon pasta elektrotlar, diisiik artik akim,
genis potansiyel araligi, diisiik maliyet, kolay hazirlama ve toksik olmama gibi avantajlar
sunar. Ayrica, yiizeyin tekrarlanabilirligi, kararliligi ve yenilenebilirligi 6zelliklerinden

dolay1 en cok tercih edilen elektrotlardir (Piovesan ve digerleri, 2020).

Karbon pasta elektrot, karbonun (grafit tozu) baglayici bilesen (organik sivi, parafin, nujol
veya benzeri gibi iletken olmayan bir mineral yag) ile karigtiritlmasiyla elde edilir. Kararli
kimyasal eylemsizligi ve iyi yapisma kabiliyeti sayesinde, nujol gibi iletken olmayan bu
stvilar, karbon pasta elektrodun iiretimde her zaman tercih edilmektedir. Buna ragmen,
mineral yag baglayict kullanmanin iki belirgin dezavantaji vardir. Birincisi, madeni yagin,
petroliin rafine edilmesinde ve ham petroliin islenmesinde yer aldigindan ve bazi
agitklanmayan bilesenler, tespit ve analiz lizerinde Ongériillemeyen etkilere yol agabilir.
Ikincisi, bu baglayicinin iletken olmamasi, bu da karbon pasta elektrodun elektrokimyasal
tepkisini bir dereceye kadar zayiflatabilir. (H. Liu ve digerleri, 2005). Grafit tozu disinda
karbon siyahi, lif karbon, seramik ya da camsi karbon, tek kristalli grafit ve pirolitik grafit

karbon pasta elektrot hazirlanirken kullanilir (Bodur, 2019).

Grafit altigen seklinde istiflenmis karbon katmanlarindan olusur (Sekil 2.19). Bu katmanlar
birbirlerine Van der Waals etkilesimleri ile baglantilidir. Bu 6zellik katmanlar arasina
modifiye edici maddenin yerlesmesini saglar. Grafit anizotropiktir ve molekiil yapisi
sebebiyle iyi bir elektriksel ve termal iletkendir. Bu elektriksel iletkenlik, grafitin
elektrokimyasal elektrotlar olarak kullanilmasini saglar (Chung, 2002).
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Kovalent bag

Karbon

Van der
waals
etkilesimleri

Sekil 2.19. Grafit molekiilii (Tanzi ve digerleri, 2019: 55)

Karbon pasta elektrotlar modifiye edilerek hedef analite karsi elektrokimyasal tepkisi ve
seciciligi gelistirilebilir. Karbon pasta elektrotlarin modifiye edilmesi i¢in bir¢ok yontem
kullanilabilir. Kimyasal ve biyolojik yontem baslica iki tanesidir ve ti¢ prosediirden herhangi

biri ile modifiye islemi yapilabilir;

e Modifiye edicinin elektrot yiizeyinde adsorpsiyonu
e Modifiye edicinin elektrot yiizeyine kovalent baglanmasi

e Modifiye edicinin karbon pasta ile dogrudan karistirilmasi (Zaib ve digerleri, 2015)

2.8. Karbon Dotlar

Yapisinda karbon bulunan bir¢ok nanomalzeme bulunur karbon dotlar da bu
nanomalzemelerden biridir (Sekil 2.20). Karbon dotlar (noktalar) ilk olarak 2004 yilinda
SWCNT (tek duvarli karbon nanotiip) saflastirilmasi sirasinda kesfedildi. Karbon dotlar,
partikiil boyutlar1 10 nm’den kiiclik olan yeni bir karbon nano malzeme sinifidir. Bu
nanomalzemeler, diisiik toksisite, diisiik tiretim maliyeti, suda iyi ¢oziinme, ayarlanabilir
floresans emisyonu, elektrik iletimi ve yiiksek biyouyumluluk gibi 6zelliklere sahiptir. Bu
ozellikleri nedeniyle karbon dotlarin iiretimi, biiyiik ilgi gormektedir (Nasrollahzadeh ve
digerleri, 2019: 180).
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Grafen Karbon nanotiip Karbon dot Karbon nanofiber Elmas Fulleren

Sekil 2.20. Karbon nanomalzemeler (Wang ve Dai, 2015)

Karbon dotlar ¢ekirdek yapisi ve yiizey gruplarina bagl olarak, karbon kuantum noktalari
(CQD), grafen (GQD) veya grafen oksit (GOQD) kuantum noktalar1 ve karbonize polimer
noktalar1 (CPD) olarak siniflandirilabilir (Feng ve digerleri, 2021).

Karbon dotlar, hiicre goriintiileme, kanser tedavisi, ilag/gen tasiyici araglar, hastaliklarin
teshisi, kataliz, enerji, sensor ve biyosensorler gibi ¢ok g¢esitli uygulama alanlarinda
kullanilirlar (Sagbas ve Sahiner, 2018: 652). Karbon dotlar genellikle iki sekilde
sentezlenebilir: grafit malzemelerin karbon kaynagi oldugu “yukaridan asagiya” yontemler
ve karbon kaynagi olarak organik molekiillerin kullanildigi “asagidan yukarrya”
yontemlerdir. Bu nedenle, karbon dotlar sirasiyla grafen nanodotlar1 ve karbon nanodotlari
olarak da ifade edilebilir (Sekil 2.21) (Tuerhong ve digerleri, 2017).

Yukaridan asagiya yontem
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Asagidan yukariya yontem

Kiiciik molekiiller Polifenilen Karbon nanodot

Sekil 2.21. Karbon dotlarin sentezi (Shen ve digerleri, 2012)
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2.9. Kaynak Arastirmasi

Bezerra ve digerleri, akis enjeksiyon analizi (FIA) ile ila¢ orneklerinde DA’nin tayini igin
amperometrik bir biyosensor gelistirmislerdir. Bu amagla 7,7,8,8-tetrasiyanokinodimetan
(TCNQ) ile modifiye edilmis karbon pasta elektrodun yiizeyine polifenol oksidaz enzimini
immobilize etmislerdir. Hazirlanan elektrodu akis detektorii olarak kullanmislardir.
Amperometrik tayini, +0.10 V’lik bir potansiyelde (Ag/AgCl’ye kars1) gergeklestirmislerdir.
Gelistirilen biyosensoriin, 6nemli bir enzimatik aktivite kaybi olmadan 60 giinde 500 kadar
Olgtime olanak taniyan iyi bir stabilite ve tekrarlanabilirlik gosterdigini bulmuslardir.
Biyosensdriin, dogrusal ¢alisma araligmm 2x102 - 2x10* M ve bagil standart sapmasinin
%]1,5’tan diisiik oldugunu tespit etmislerdir. Serbest ve immobilize enzim igin Km
degerlerini, sirastyla 1,45x1072 ve 1,91x102 M bulmuslardir. Ila¢ 6rneklerinin analizlerinde,

yaklasik %3,4’ten daha diisiik bir sapma ile tayin yapmislardir (Bezerra ve digerleri, 2003).

Lupetti ve digerleri, ham kabak 6ziinden elde edilen peroksidaz ile modifiye edilmis bir
biyosensor gelistirerek, ilag numunelerinde dopamin tayin etmislerdir. DA tayinini hidrojen
peroksit varliginda ve -0,02 V’lik potansiyelde dopaminokinonun indirgenme akimina
dayanarak gerceklestirmislerdir. Biyosensoriin, dogrusal ¢alisma araligini 5,0x10 - 3,0x10°
¥ M (R?=0,9982), tayin smirin1 2,6x10° M olarak hesaplamislardir. pH 6,0 ve 0,1 M fosfat
tampon ¢ozeltisinde 7,9x10* M dopamin varligindaki 10 &lgiim igin bagil standart sapma
degerini  %1,2’den az oldugunu bulmuslardir. Biyosensorii gergek  Orneklere
uyguladiklarinda dopamin geri kazaniminin %94,8 - %106 araliginda oldugunu

gozlemlemislerdir (Lupetti ve digerleri, 2005).

Njagi ve digerleri, DA’nin in vivo izlenmesi igin yeni bir implante edilebilir enzim esash
karbon fiber mikro biyosensor gelistirmislerdir. Bu ¢alismada biyosensor, bir biyopolimer
kitosan ve seryum bazli metal oksitlerden olusan biyouyumlu bir matris i¢inde tirozinaz
enzimi immobilize edilerek tiretilmis ve ~100 um capinda bir karbon fiber mikro elektrodun
yiizeyine yerlestirilmistir. DA tayinini dopaminokinonun elektrokimyasal olarak indirgenme
akimia dayanarak gerceklestirmislerdir. Optimum kosullarda mikro biyosensor, 1,0x10° M
DA algilama limitine, 2x107 - 2,2x10* M dogrusal araliga ve 14.2 nA/uM hassasiyete
sahiptir. Biyosensor askorbik asit, irik asit, serotonin, norepinefrin, epinefrin ve L-
DOPA’ya kars1 iyi bir segicilik gostermistir. Mikro biyosensor anestezi uygulanmis bir

sicanin beyninde elektrikle uyarilan dopamin salinimin siirekli, ger¢ek zamanli izleyebilmis
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ve 1,69x10° M’ye kadar dopamin seviyelerini tayin etmeye olanak saglamistir (Njagi ve
digerleri, 2010).

Bujduveanu ve digerleri, CaCO3 nanopargaciklari ile modifiye edilmis ¢ok duvarli karbon
nanotiip (MWCNT) elektroduna tirozinaz enzimi immobilize edilmis olduk¢a hassas bir
dopamin biyosensorii tiretmislerdir. DA tayinini -0,2 V potansiyelde optimum pH degerinde
(6,0) kronoamperometrik yontemle gergeklestirmislerdir. Biyosensoriin dopaminin tayini
siirmi 1,5x10® M olarak hesaplamislardir. Urik asit ve askorbik asidin girisim etkisi

yapmadigini belirlemiglerdir (Bujduveanu ve digerleri, 2013).

Huang ve digerleri, Altin-karbon dotlar (Au-CDs) ve kitosan (CS) modifiye camsi1 karbon
elektrot (GCE) ile yeni bir kompozit filmi (Au-CDs-CS/GCE) basit bir sekilde hazirlayarak
hassas ve giivenilir bir DA biyosensorii gelistirmislerdir. Biyosensor, fazla miktarda
askorbik asit (AA) ve ilirik asitten (UA) gelen girisim etkisini bastirma konusunda iyi bir
yetenek sergilemistir. Optimum kosullar altinda, dogrusal ¢alisma araligin1 1x108-1,0x10
M ve tayin smirin1 1x10° M tespit etmislerdir. Ayrica biyosensoriin aktivitesini en az 2 hafta

koruyabildigi sonucuna varmiglardir (Huang ve digerleri, 2014).

Raghu ve digerleri, DA tayini i¢in yeni bir biyosensor tasarlamislardir. Yaptiklar: ¢alismada
doniistimlii voltametri (CV) teknigi kullanilarak karbon pasta elektrot, yiizeyinde polimerize
bir glisin (Gly) filmi hazirlanip, ¢ok duvarli karbon nanotiip (MWCNT) ile modifiye
edilmistir. Daha sonra yaban turpundan elde edilen peroksidaz enzimi, silika sol-jel
tutuklama yoluyla elektroda immobilize edilmistir. Immobilize peroksidaz ile CPE yiizeyi
arasinda bir elektron tasiyicist olan poli(Gly)’nin uygulanabilirli§ini anlamak i¢in CV
teknigi kullanilmistir. Diferansiyel puls voltametrisi (DPV) kullanilarak DA’ nin kalibrasyon
egrisini 1,5x10° - 8,65x10* M araliginda elde edilmistir. DA’nin tayin sinir1 (LOD) ve
miktar tayin smirin1 (LOQ) sirastyla 6x1077 ve 2x10°° M olarak bulunmustur. Gozlenen
Michaelis-Menten sabiti (Km) 0,5 mM bulunarak enzimin iyi bir biyolojik aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Biyosensoriin yiliksek hassasiyet, secicilik ve tekrarlanabilirlik
gosterdigi de kanmitlanmistir. Ayrica biyosensorii, ¢esitli maddelerin varliginda klinik

orneklerde DA’y1 tayin etmek igin kullanmislardir (Raghu ve digerleri, 2014).

Canbay ve Akyilmaz, DA tayinine yonelik ¢ok duvarli karbon nanotiip (MWCNT)-nafyon-

sisteamin (CA) modifiye tirozinaz biyosensorii gelistirmeyi amaglamislardir. Gelistirilen
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biyosensor ile amperometrik yontemle 0,2 V’de dopamin dl¢timleri yapilmis ayrica +0,4 ile
-0,15 V potansiyel arasinda diferansiyel puls voltametri yontemi kullanilarak dopamin tayini
yapilmistir. Biyosensoriin optimum pH degerini 7,5 ve optimum sicakligint 35 °C
bulmuslardir. Biyosensoriin dogrusal calisma araligini 5,0x10% - 1,0x10“% puM olarak
belirlemislerdir. Ayrica gelistirilen biyosensor ile ilag ve muz 6rneklerinde dopamin tayini

de yapmuslardir (Canbay ve Akyilmaz, 2014).

Roychoudhury ve digerleri tarafindan, nikel oksit (NiO) nanopargaciklar, indiyum kalay
oksit (ITO) ve tirozinaz enzim konjugatt kullanilarak bir dopamin biyosensorii
gelistirilmistir. DA tayinini doniisiimlii voltametri teknigi ile -0,1 V ile +1,5 V potansiyel
araligida 100 mV/s tarama hizinda gergeklestirilmistir. Uretilen biyosensor, 2,0x10° -
1,0x10* M dogrusal ¢alisma arahginda olup 1,038x10° M’lik bir tespit smir1 ile 60,2
nA/uM’lik yiiksek hassasiyet gostermistir. Biyosensoriin 45 saniyelik bir tepki siiresine,
girisim yapan maddelerin varliginda iyi tekrarlanabilirlik ve segicilige, uzun raf dmriine (45

giin) sahip oldugunu dogrulamislardir (Roychoudhury ve digerleri, 2016).

Florescu ve David, DA tespiti i¢in tirozinaz temelli bir biyosensor gelistirmislerdir.
Segiciligin arttirilmast igin, altin elektrotlar kobalt (II)-porfirin (CoP) filmi ile modifiye
edilmis, elektrot yiizeyine tirozinaz enzimi capraz baglama yontemi ile immobilize
edilmistir. DA’nin elektrokimyasal tayini i¢in diferansiyel puls voltametrisini kullanilip ve
dopaminokinonun indirgeme akimindan faydalanmiglardir. Deneyler, 2,0x10°% - 3,0x10° M
dogrusal bir derisim araliginda gergeklestirilmistir. Biyosensoriin tayin siirmi 4,3x107 M
bulmuslardir. Biyosensor performansini dopamin ilact varliginda test ederek, %96 geri
kazanim ve %5 bagil standart sapma (BSS) degerlerini elde etmislerdir. Biyosensoriin insan

idrar1 ve kan serumu gibi gerg¢ek drneklerde uygulamiglardir (Florescu ve David, 2017).

Ramu ve digerleri, DA tayini i¢in g6zenekli grafen-polipirol-polifenol oksidaz ile modifiye
edilmis cams1 karbon elektrot (GCE-PG-PPy-PPO) kullanarak bir biyosensor
gelistirmislerdir. Amperometrik yontemle optimum pH’1, dopamin derisimi Ve tayin sinirint
belirlemislerdir. DA’nin dogrusal ¢alisma araligini1 2x10® - 4.6x107° M arasinda ve en diisiik
tayin stirin1 4x10°° M olarak bulup, Michaelis-Menten sabiti (Km) ve aktivasyon enerjisini
sirastyla 31,32 uM ve 37,4 kj/mol olarak hesaplamiglardir. Ayrica gelistirdikleri
biyosensorii, insan idrar drnegindeki dopamin miktarmi belirlemek igin kullanmislardir

(Ramu ve digerleri, 2021).
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Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri ireticiler Cizelge 3.1.’de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde

Temin Edildigi Uretici Firma

Grafit tozu Merck
Mineral yag (nujol) Sigma
Dopamin (CgH11:NO») Trc-canada
Disodyum hidrojen fosfat (NaHPQO4) Merck
Monosodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4) Merck

Glisin (C2HsNO») Sigma
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck

Asetik asit (CH3COOH) Merck
Glutaraldehit (CsHsO») Aldrich

S1g1r serum albiimin (BSA) Sigma
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma-Aldrich
Tirozinaz enzimi (Mantardan saflastirilmistir) Fluka

Urik Asit (CsHaN4O3) Sigma
Askorbik Asit (CsHsOs) Sigma
L-Tirozin Wisent Inc.
Epinefrin Sigma-Aldrich
Norepinefrin Sigma-Aldrich
L-Dopa Merck

Glukoz (CsH1206) Sigma-Aldrich
Katekol BDH Chemicals

3.2. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler

Tirozinaz enzimi ¢ozeltisi: Aktivitesi 5000 iinite/mg olan tirozinaz enziminden (mantardan

saflastirilmig) 3,0 mg alinip toplam hacmi 2,0 mL olacak sekilde pH 7,0 fosfat tamponu ile

seyreltildi ve her biri 0,5 er mL’lik ¢ozeltiler halinde deney tiiplerine alindi. Deney sirasinda

kullanilacak olan enzim ¢ozeltileri +4 °C’de buzdolabinda, uzun siire kullanilmadiginda ise

derin dondurucuda saklanda.
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Dopamin ¢ozeltisi: Kati dopaminden gerekli miktarda tartilarak fosfat tamponu ile ¢oziilerek
10 ml 1,0x10° M stok ¢dzelti hazirlandi. Stok ¢dzeltiden uygun miktarda seyreltilerek
gereken derisimlerde dopamin ¢ozeltileri hazirlandi. Cozeltiler deney dncesinde taze olarak

hazirlandi. Cozeltiler kullanilmadiklari zaman +4°C’de buzdolabinda saklandi.

Fosfat tamponu: pH degeri 6,0; 7,0; 8,0 olan 0,1 M fosfat tamponu ¢ozeltileri hazirlamak
icin disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) ve monosodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4)
gereken miktarda tartilarak saf suda ¢6ziildii. 0,1 M NaOH yardimu ile hazirlanan tampon
cozeltilerin pH’1 ile ayarlandi. Tampon ¢6zelti kullanilmadig1 zaman +4 °C’de buzdolabinda

saklandi.

Glisin tamponu: pH degeri 9,0 olan tampon ¢6zelti hazirlamak igin glisin gereken miktarda
tartilarak saf suda ¢o6ziildii, 0,1 M NaOH yardimi ile hazirlanan tampon ¢dzeltinin pH’1

ayarlandi. Tampon ¢6zelti kullanilmadig1 zaman +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Asetik asit - asetat tamponu: pH degeri 5,0 olan tampon ¢6zelti hazirlamak i¢in sodyum
asetat gereken miktarda tartilarak saf suda ¢oziildii, 0,1 M CH3COOH yardimi ile hazirlanan
tampon ¢ozeltinin pH’1 ayarlandi. Tampon ¢ozelti kullanilmadigi zaman +4 °C’de
buzdolabinda saklandi.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: 0,1 M derisimde sodyum hidroksit ¢dzeltisi hazirlamak i¢in kati
sodyum hidroksitten gereken miktarda tartilip saf suda ¢oziildii.

Glutaraldehit c¢ozeltisi: %25’lik glutaraldehit ¢o6zeltisi once %35,0’lik glutaraldehit
¢ozeltisine seyreltildi. Daha sonra %05,0’lik glutaraldehit ¢ozeltisinden %2,5’luk
glutaraldehit ¢6zeltisi yine ayn1 sekilde seyreltilip hazirlandi, ¢ozelti +4 °C’de buzdolabinda

saklandi.

Askorbik asit ¢ozeltisi: Kat1 askorbik asitten gereken miktarda tartilip tampon ¢ozeltide

coziilerek askorbik asit ¢ozeltisi hazirlandi, ¢ozelti +4 °C’de buzdolabinda sakland.

Urik asit ¢ozeltisi: Kat1 Urik asitten gereken miktarda tartilip tampon ¢ozeltide ¢oziilerek

askorbik asit ¢6zeltisi hazirlandi, ¢ozelti +4 °C’de buzdolabinda saklandi.
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L-Tirozin ¢ozeltisi: Kat1 L-Tirozinden gereken miktarda tartilip tampon ¢ozeltide ¢oziilerek
tirozin ¢o6zeltisi hazirlandi, ¢ozelti +4 °C’de buzdolabinda saklandi.
Epinefrin ¢ozeltisi: Kat1 epinefrinden gereken miktarda tartilip tampon ¢ozeltide ¢oziilerek

epinefrin ¢ozeltisi hazirlandi, ¢ozelti +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Norepinefrin ¢ozeltisi: Kat1 norepinefrinden gereken miktarda tartilip tampon ¢ozeltide

coziilerek norepinefrin ¢ozeltisi hazirlandi, +4 °C’de ¢6zelti buzdolabinda saklandi.

L-Dopa ¢ozeltisi: Kat1 L-Dopadan gereken miktarda tartilip tampon ¢6zeltide ¢oziilerek L-
Dopa ¢ozeltisi hazirlandi, ¢ozelti +4 °C’de buzdolabinda sakland.

Glukoz ¢ozeltisi: Kati glukozdan gereken miktarda tartilip tampon ¢ozeltide ¢oziilerek

glukoz ¢ozeltisi hazirlandi, ¢ozelti +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

Katekol ¢ozeltisi: Kat1 katekolden gereken miktarda tartilip tampon ¢ozeltide ¢oziilerek

katekol ¢ozeltisi hazirlandi, ¢ozelti +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

3.3. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

3.3.1. Elektrokimyasal analiz cihaz:

Tiim elektrokimyasal deneyler bilgisayar baglantili ¢alisan CHI firmasinin 1230-A modeli

elektrokimyasal analiz cihazi kullanilarak yapildi.

3.3.2. Hiicre ve elektrotlar

Amperometrik Olgtimler, igerisinde ti¢ elektrot bulunan elektrokimyasal hiicrede
gerceklestirildi. Calisma elektrodu olarak 0,3 cm ¢apindaki (teflondan 6zel olarak yapilmis)
karbon pasta elektrot (Sekil 3.1), referans elektrot olarak BAS RE-5B Ag/AgCI ve Kkarsit
elektrot olarak da MW-1032 platin tel kullanildi. Calisma elektrodu kullanilmadigi zaman
calismanin ilerleme basamaklarina bagli olarak saf suda ya da tampon ¢ozelti igerisinde +4

°C’de buzdolabinda saklanda.
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Sekil 3.1. Teflondan yapilan karbon pasta elektrot

3.3.3. Su banyosu

Isitma, sogutma ve su dongiisii bulunan termostatli Grant GD120 su banyosu kullanildi.

3.3.4. pH metre

Hazirlanan tampon ¢ozeltiler HANNA HI-8424 pH metre ile dlgiildii.

3.3.5. Mikro pipet

10 puL - 1000 pL ¢ozeltilerin hiicre igerisine ilavesinde ve ¢ozeltiler hazirlamada Brand

marka +0,05 pL hassasiyeti olan mikro pipetler kullanildi.

3.3.6. Saf su cihazi

Tiim deneylerde kullanilan ¢ozeltiler, GFL marka saf su cihazindan elde edilen saf su ile

hazirlanip kullanilmistir.

3.4. Dopamin Biyosensoriiniin Hazirlanmasi ve En Iyi Cahisma Kosullarinin

Belirlenmesi

Hazirlanan biyosensoriin; DA’ya duyarliligi, calisma potansiyeli, pH etkisi, kullanilan CDs-
CPTMS miktari, sicaklik etkisi, girigsim etkisi, glutaraldehit miktari, DA derisiminin etkisi,
tekrar kullanilabilirligi ve raf omrii parametreleri incelenerek en iyi ¢alisma kosullari

belirlendi.
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3.4.1. Calisma elektrodunun hazirlanmasi: Karbon pasta elektrot (CPE) ve modifiye
karbon pasta elektrot (MCPE) hazirlanmasi

Karbon pasta elektrodu hazirlamak amaciyla uygun miktarda grafit tozu, hassas terazi ile
tartilip saat camu iizerine alindi. Grafit tozu {izerine bir arada tutma 6zelligi olan mineral yag
(nujol) uygun miktarda mikro pipet ile damlatilarak eklendi. Grafit tozu ve nujol uygun bir
kivam alana kadar karistirildi. Hazirlanan karisim saf su ile temizlenen karbon pasta elektrot
icerisindeki bosluga madde kaybi olmayacak sekilde dolduruldu (Sekil 3.4). Doldurma
isleminden sonra karbon pasta elektrot yiizeyi 6zel bir ped yardimi ile diiz ve piiriizsiiz hale
getirildi. Ardindan CPE tekrar saf su ile yikand1 ve kullanima hazir hale getirildi. Yapilan
biitiin ¢alismalardaki CPE’ler, grafit tozu miktar1 (0,065 g) sabit ve nujol miktar1 40 pL

olacak sekilde hazirlandi.

Modifiye karbon pasta elektrot ise; CPE’nin hazirlama seklinden farkli olarak, hazirlanan
karbon pastaya (grafit tozu + nujol) uygun miktar CDs-CPTMS ilave edilip karistirilmasi ve
elektroda doldurulmasi ile gergeklestirildi. MCPE tiim deneyler igin bu sekilde hazirlandi.

Bu ¢alismada modifiye islemi i¢in kullanilan madde (karbon nano Dot-CPTMS) CDs-
CPTMS’dir (Sekil 3.2). CPTMS (3-Kloropropil-trimetoksisilan) olarak adlandirilir. Bu
madde karbon pastanin yiizey alaninin genisletilmesini sagladi (Sekil 3.3). CDs-CPTMS bu
calisma icin ilk defa Selguk Universitesi 6gretim iiyeleri Dog. Dr. Meryem Kara, Dog. Dr.

Saliha Ding ve Prof. Dr. Mustafa Ozmen tarafindan sentezlenerek karakterize edilmistir.

H-C
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Sekil 3.2. CPTMS molekiili
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Sekil 3.4. MCPE hazirlanmasi ve ¢alisma hiicresi semast

3.4.2. Karbon pasta elektrodun sabit akima getirilmesi

Elektrokimyasal hiicreye pH’1 7,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tamponu ¢ozeltisi ve 1M 1 mL
NaCl destek elektrolit ¢6zeltisi ilave edildi. Hiicre igerisine ¢alisma elektrodu (MCPE),
karsit (Pt tel) ve referans (Ag/AgCl) elektrot yerlestirildi (Sekil 3.4). Calisilacak
potansiyelde elektrot akimi sabitleninceye kadar bekletildi ve sabitlenen akim degeri denge

akimi olarak kaydedildi. CPE tiim deneylerde bu islemle sabit akima getirildi.
3.4.3. CPE ve MCPE’nin dopamine duyarhihiginin belirlenmesi
Hazirlanan CPE ve MCPE’nin DA’ya duyarliliginin karsilastirilmasi, tirozinaz ile DA’ nin

enzimatik tepkimesi sonucu aciga ¢ikan dopaminokinonun olusturdugu katodik

(indirgenme) akiminin dl¢limiine dayanarak belirlendi. Elektrokimyasal hiicreye pH’1 7,0



39

olan 0,1 M 9 mL fosfat tamponu ¢ozeltisi, LM 1 mL NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi ve 50
uL tirozinaz enzimi (5000 {inite/mL) ilave edildi. CPE calisilan potansiyelde sabit akima
getirilikten sonra denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresi i¢erisine DA’ nin derisimi 1,0x10
8.1,0x10° M araliginda olacak sekilde ilaveler yapildi. Her ilavede ¢ozelti manyetik
karistiriciyla 20 dk karigtirildi ve 200 s sonra 6l¢iilen akim degerleri kaydedildi. Kaydedilen
akim degerleri denge akimindan ¢ikarildi ve akim farki degerleri (Ai) hesaplandi. Artan
derisimlerde yapilan DA ilavelerine kars1 artan akim farklar1 grafige gecirildi. Ayni1 islem
MCPE i¢in de yapilarak elde edilen grafikler karsilastirildi. Deneyler {ii¢ tekrarli
gerceklestirildi.

3.4.4. Calisma potansiyelinin belirlenmesi

MCPE’nin en uygun ¢alisma potansiyelinin belirlenmesi amaciyla, -0,2 'V, -0,15V, -0,1 V
potansiyellerde ¢alismalar yapildi. Elektrokimyasal hiicreye pH’17,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat
tamponu ¢ozeltisi, 1 M 1 mL NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi ve 50 uL tirozinaz enzimi (5000
tinite/mL) ilave edildi. MCPE c¢alisilan potansiyelde sabit akima getirilikten sonra denge
akimi kaydedildi. Calisma hiicresi ierisine DA’nin derisimi 1,0x102- 1,0x10°>M araliginda
olacak sekilde ilaveler yapildi. Her ilavede ¢6zelti manyetik karistiriciyla 20 dk karistirildi
ve 200 s sonra Olgiilen akim degerleri kaydedildi. Kaydedilen akim degerleri denge
akimindan ¢ikarild1 ve akim farki degerleri (A1) hesaplandi. Artan derisimlerde yapilan DA
ilavelerine kars1 artan akim farklar1 grafige gecirildi. Bu islem basamaklar1 ¢alisilan tiim
potansiyeller i¢in tekrarlandi ve en uygun ¢alisma potansiyeli belirlendi. Deneyler ti¢ tekrarli

gergeklestirildi.

3.4.5. CDs-CPTMS miktarmin belirlenmesi

Karbon pasta elektrotlar farklt CDs-CPTMS miktarlar1 (50, 100, 200 pL) ile hazirlanarak en
uygun miktar1 belirlendi. Elektrokimyasal hiicreye pH’1 7,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tamponu
cozeltisi, 1 M 1 mL NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi ve 50 pL tirozinaz enzimi (5000
tinite/mL) ilave edildi. MCPE belirlenen ¢alisma potansiyelinde sabit akima getirilikten
sonra denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresi icerisine DA’nin derisimi 1,0x1078-1,0x10
M araliginda olacak sekilde ilaveler yapildi. Her ilavede ¢6zelti manyetik karistiriciyla 20
dk karigtirild1 ve 200 s sonra dlciilen akim degerleri kaydedildi. Kaydedilen akim degerleri

denge akimindan ¢ikarilarak akim farki degerleri (Ai) hesaplandi. Artan derisimlerde yapilan
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DA ilavelerine kars1 artan akim farklar1 grafige gecirilerek en uygun CDs-CPTMS miktart
tespit edildi. Deneyler ii¢ tekrarl gergeklestirildi.

3.4.6. MCPE’ye tirozinaz enziminin immobilizasyonu

Tirozinaz enzimi MCPE’ye ¢apraz baglama ydntemi ile immobilize edildi. Immobilizasyon
islemi i¢in 6ncelikle bir ependorfa 2,0 mg BSA (sigir serum albiimin), 50 uLL tampon ¢6zelti,
100 pL tirozinaz enzimi (5000 tinite/mL) ve 20 uL glutaraldehit (% 2,5) ilave dilerek bir
cozelti hazirlandi. Daha sonra bu karisim, hazirlanan MCPE yiizeyinin her yerine esit
dagilacak sekilde mikro pipet yardimiyla damlatildi ve oda sicakliginda kurutuldu. Kuruyan
enzim elektrot saf suyla yikandi ve yiizeye tutunmayan enzim, elektrottan uzaklastirildi.
Hazirlanan enzim elektrot sonraki deneylerde kullanildi. Enzim elektrot her deney
asamasinda tekrar hazirlandi ve kullanilmadiginda fosfat tamponunda +4 °C’de
buzdolabinda saklandi.

3.4.7. Glutaraldehit miktarinin belirlenmesi

Enzim immobilizasyonuna ¢apraz baglayici etkisini incelemek amaciyla farkli miktarlarda
(10, 20, 30 uL) %2,5’1uk glutaraldehit igeren enzim elektrotlar hazirlandi. Enzim elektrotlar
belirlenen ¢aligma potansiyelinde sabit akima getirildi ve denge akimlar1 kaydedildi. Denge
akimlar1 kaydedildikten sonra ¢alisma hiicresi icerisine DA nin derisimi 1,0x108- 1,0x10°
M araliginda olacak sekilde ilaveler yapildi. Her ilavede ¢ozelti manyetik karistiriciyla 20
dk karistirildi ve 200 s sonra 6lgiilen akim degerleri kaydedildi. Kaydedilen akim degerleri
denge akimindan ¢ikarildi ve akim farki degerleri (Ai) hesaplandi. Artan derigimlerde
yapilan DA ilavelerine karst artan akim farklari grafige gegirilerek en uygun glutaraldehit

miktart tespit edildi. Deneyler ti¢ tekrarli gergeklestirildi.
3.4.8. DA biyosensoriiniin en iyi calisma kosullarinin belirlenmesi
Enzim elektrodun en iyi ¢alisma kosullarinin belirlenmesi amaciyla, pH’1n etkisi, sicaklik

etkisi, substrat derisiminin etkisi, enzim elektrodun tekrar kullanilabilirligi ve raf dmriiniin

belirlenmesi ¢alismalar1 yapildi.
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pH etkisi

Hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevap akimina pH etkisini incelemek amaciyla pH
5,0 i¢in asetik asit sodyum asetat tamponu; 6,0; 7,0; 8,0 i¢in fosfat tamponu (Na;HPOs-
NaH2POa4); 9,0 i¢in glisin tamponu ¢ozeltileri kullanildi. Hazirlanan tampon ¢ozeltilerle ayni
pH’a sahip olacak sekilde hiicre i¢indeki derisimi 5,0x10° M olan DA ¢ézeltileri hazirlandi.
Hazirlanan biyosensor belirlenen galisma potansiyelinde sabit akima getirildi ve denge akimi
kaydedildi. Denge akimi kaydedildikten sonra hiicre igerisine DA’nin derisimi 5,0x10° M
olacak sekilde ilave edildi. Cozelti manyetik karigtiriciyla 20 dk karistirildi ve 200 s sonra
oOlgiilen akim degeri kaydedildi. Kaydedilen akim degeri denge akimindan ¢ikarildi ve akim
farki degeri (Ai) hesaplandi. Bu islem diger pH degerindeki biitiin tampon g¢ozeltiler i¢in
yapildi. Hesaplanan Ai degerleri pH degerlerine kars1 grafige geg¢irildi. Grafik kullanilarak
en uygun pH degeri bulundu. Bundan sonraki deney asamalarinda bulunan en uygun pH

degeri kullanildi. Deneyler ii¢ tekrarli gergeklestirildi.

Sicaklik etkisi

Elektrokimyasal hiicreye pH’1 6,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tamponu ¢ozeltisi ve 1 M 1 mL
NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi ilave edildi. Biyosensor, termostatli dolagimli su banyosu
kullanilarak 20 °C’ye ayarlanip belirlenen calisma potansiyelinde sabit akima getirildi ve
denge akimi1 kaydedildi. Denge akimi1 kaydedildikten sonra hiicre igerisine DA’ nin derisimi
5,0x10° M olacak sekilde ilave edildi. Cozelti manyetik karistiricryla 20 dk karistirildi ve
200 s sonra odlgiilen akim degeri kaydedildi. Kaydedilen akim degeri denge akimindan
cikarildi ve akim farki degeri (Ai) 20 °C icin hesaplandi. Ayni islem 30, 40, 50, 60 °C
sicakliklart igin de gerceklestirildi. Hesaplanan Ai degerleri sicaklik degerlerine kars1 grafige
gecirildi. Grafik kullanilarak biyosensoriin en 1yi aktivite gosterdigi sicaklik bulundu. Fakat

deneysel ¢alismalar oda sicakliginda yapildi. Deneyler ti¢ tekrarli gergeklestirildi.

Substrat derisiminin etkisi

Hazirlanan biyosensoriin amperometrik cevap akimi {izerine substrat derisiminin optimum
sartlarda etkisini incelemek amaciyla once biyosensor pH’1 6,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat
tamponu ¢ozeltisi ve 1 M 1 mL NaCl destek elektrolit ¢ozeltisi igerisinde ve belirlenen

calisma potansiyelinde sabit akima getirildi ve denge akimi kaydedildi. Denge akimi
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kaydedildikten sonra calisma hiicresi icerisine DA derisimi 1,0x10°-1,0x10° M araliginda
olacak sekilde ilaveler yapildi. Her ilavede ¢ozelti manyetik karistiriciyla 20 dk karistirildi
ve 200 s sonra olgiilen akim degerleri kaydedildi. Kaydedilen akim degerleri denge
akimindan ¢ikarilarak akim farki degerleri (Ai) hesaplandi. Bulunan degerler artan DA
derisimlerine kars1 grafige ge¢irildi (Michaelis-Menten egrisi). Bu grafikten yararlanilarak
DA tayini i¢in dogrusal ¢alisma araligi belirlendi ve elde edilen verilerden Lineweaver-Burk
grafigi ¢izildi ve bu grafikten Kmgs,) Ve Imakss,) degerleri belirlendi. Deneyler li¢ tekrarl

gergeklestirildi.

Biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin belirlenmesi

Biyosensoriin optimum sartlarda tekrar kullanilabilirligini belirlenmek i¢in, biyosensor pH’1
6,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tamponu ve 1 M 1 mL NaCl destek elektrolit igeren ¢ozeltide
belirlenen ¢aligma potansiyelinde sabit akima getirildi ve denge akimi kaydedildi. Denge
akimi kaydedildikten sonra hiicre igerisine DA’nin derisimi 5,0x10° M olacak sekilde ilave
edildi. Cozelti manyetik karistiriciyla 20 dk karistirildi ve 200 s sonra 6lgiilen akim degeri
kaydedildi. Kaydedilen akim degeri denge akimindan g¢ikarildi akim farki degeri (Ai)
hesaplandi. Deney 17 kez daha tekrarlandi elde edilen akim farklari (Ai) 6l¢iim sayisina karsi
grafige gecirildi. Biyosensoriin tekrar kullanimlardaki aktivitesindeki azalma belirlendi.

Deneyler ii¢ tekrarh gerceklestirildi.

Biyosensoriin raf omriiniin belirlenmesi

Biyosensoriin raf dmriinii belirlenmek igin, biyosensér pH’s1 6,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat
tamponu ve 1 M 1 mL NaCl destek elektrolit iceren ¢ozeltide belirlenen calisma
potansiyelinde sabit akima getirildi ve denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresine, hiicre igi
derisimi 5,0x10” M olacak sekilde DA ¢ozeltisi ilave edildi. Cozelti manyetik karistiriciyla
20 dk karigtirtldi ve 200 s sonra 6lgiilen akim degeri kaydedildi. Kaydedilen akim degeri
denge akimindan ¢ikarildi ve akim fark: degeri (Ai) hesaplandi. Deney farkli araliklarla (1-
3-10-15-25. giin) tekrar edildi. Hesaplanan Ai degerleri giin sayisina karsi grafige gegirildi

ve biyosensoriin raf dmrii belirlendi. Deneyler ti¢ tekrarli gergeklestirildi.
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3.4.9. DA tayinine girisim yapan tiirlerin incelenmesi

DA tayinine baz1 maddelerin girisim etkisi incelendi. Bu maddeler ve derisimleri; 3,0x10™
M iirik asit ve 1,0x10* M askorbik asit (Ustabas, 2010), 5,0x10° M glukoz (Akin, 2017),
1,0x10° M epinefrin ve norepinefrin (Chernecky ve Berger, 2013), 1,0x10* M tirozin
(Alsharhan ve Ficicioglu, 2020), 1,0x10° M L-Dopa (Goetz ve digerleri, 1993), 1,0x10°M
katekol (Canbay ve Akyilmaz, 2014), kandaki degerlerine gore belirlendi. DA’nin normal
derisim aralig1 yaklasik 1,0x107 - 1,0x10° M (Zaidi, 2018) oldugundan 102 M stok DA
cozeltisi hazirlandi. Biyosensor 1 M 1 mL sodyum kloriir ve pH’s1 6,0 olan 0,1 M 9 mL
fosfat tamponu ¢ozeltisinde belirlenen ¢aligma potansiyelinde sabit akima getirildi ve denge
akimi kaydedildi. Hiicre igerisine 1,0x10° M DA ¢ozeltisinden yeteri kadar ilave edilerek
DA’nm hiicre i¢i derisiminin kandaki alt sinir degeri (1,010 M) olmasi saglandi. Cozelti
20 dk karistirild1 ve 200 s sonra Slgiilen akim degeri kaydedildi. Olgiilen bu akim degeri
denge akimindan ¢ikarilarak akim farki degeri (Ai) hesaplandi. Daha sonra girisimi
incelenen tiir, hiicre i¢indeki derisimi yukarida verilen derisiminden 10 000 kat seyreltme
olacak sekilde hiicreye ilave edildi. Cozelti tekrar 20 dk karistirildi ve 200 s sonra Slgiilen
akim degeri kaydedildi. Olgiilen bu akim degeri DA’nin cevap akimindan gikarilarak
calisilan tiirtin cevap akimi degeri hesaplandi. Bu akim farki ile incelenen maddenin yiizde
olarak ne kadar girisim yaptig1 hesaplandi. Ayni islem diger maddeler icin de tekrarlanarak
her bir maddenin DA tayinine ne kadar girisim yaptig1 bulundu. Deneyler ii¢ tekrarli
gerceklestirildi.

3.4.10. Sentetik kan numunesinde DA tayini

Hazirlanan biyosensoriin gercek orneklere uygulanabilirliginin belirlenmesi amaciyla kan
serumunda bulunan, girisim yapabilecek tiirlerin Boliim 3.4.9°da belirtilen miktarlarini
iceren sentetik ¢oOzelti hazirlandi. Hiicre igerisine ilave edilen sentetik ¢ozeltideki DA
derisimi 1,0x10” M olacak sekilde ayarlandi. Biyosensér 1 M 1 mL sodyum kloriir ve pH’1
6,0 olan 0,1 M 9 mL fosfat tamponu ¢o6zeltisinde belirlenen ¢alisma potansiyelinde sabit
akima getirildi ve denge akimi kaydedildi. Daha sonra hiicre icerisine 10 000 kat seyreltme
olacak sekilde sentetik numuneden ilave edildi. Cozelti 20 dk karistirildi ve 200 s sonra
amperometrik bir cevap akimi Slgiildii ve kaydedildi. Kaydedilen bu akim degeri denge

akimindan ¢ikarilarak akim farki degeri (Ai) hesaplandi. Bu akim degerine karsilik gelen
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DA derisimi kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplandi. Deneyler {i¢ tekrarli
gerceklestirildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, dopamine duyarli yeni bir amperometrik biyosensor gelistirildi. Bu
amagla, karbon pasta elektrot CDs-CPTMS ile modifiye edildi. Daha sonra tirozinaz enzimi,
glutaraldehit ile capraz baglanarak modifiye karbon pasta elektrot yiizeyine immobilize
edildi. Dopamin tayini enzimatik tepkime sonucu olusan dopaminokinonun -0,15 V’de

DA’ya indirgenmesine dayanarak yapildi (Sekil 4.1).

Dopamin Dopamin-o-kinon

HO NH, — O NH
:©/v o jij/\/
HO ok

0,15V

Elektrot yiizeyi

Sekil 4.1. DA tayini igin tepkime semasi

Hazirlanan biyosensoriin en iyi ¢alisma sartlar1 (pH, sicaklik, substrat derisimi) belirlendi.
Sonra biyosensoriin ¢aligsmasina tekrarlanabilirlik ve raf Omriiniin etkisi incelendi. DA
tayinine girisim yapabilecek tiirlerin etkileri incelendikten sonra biyosensor sentetik kan

numunesindeki DA’nin tayininde kullanildi.

4.1. CPE ve MCPE’nin DA’ya Duyarhhgmin Belirlenmesi

Tirozinaz DA’nin dopaminokinona doniisiimiinii katalize eder. Dopaminokinonun DA’ya
indirgenmesiyle olusan katodik akimlarin kaydedilmesi ile karbon pasta elektrot ve modifiye
karbon pasta elektrodun DA’ya duyarliliklart Kkarsilastirildi. CPE ve MCPE -0,2 V
potansiyelde sabit akima getirildi ve denge akimlart kaydedildi. Caligsma hiicresi igerisine
DA derisimi 1,0x10® - 1,0x10° M araliginda olacak sekilde ilaveler yapilarak DA
derisimine karsi elde edilen akim farklart (Ai) grafige gegirildi (Sekil 4.2). Grafik
incelendiginde MCPE’de elde edilen akimlarin CPE’de elde edilenden yaklasik 7 kat daha
fazla oldugu goriildii. MCPE’deki akimlarin daha yiiksek ¢ikma sebebi modifiye icin
kullanilan CDs-CPTMS nin iletkenligi arttirmasi olarak yorumlandi.
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Sekil 4.2. CPE ve MCPE’nin DA’ya duyarliginin belirlenmesi (-0,2 V, 25 °C, 0,1 M pH=7,0
fosfat tamponu)

4.2. Calisma Potansiyelinin Belirlenmesi

MCPE’nin DA’ya duyarliligina en iyi ¢alisma potansiyelinin etkisinin arastirilmasi igin
-0,10 V, -0,15 V, -0,2 V potansiyellerde DA derisimine kars1 6lgiilen akim farklari (Ai)
grafige gecirildi (Sekil 4.3). Elde edilen grafik incelendiginde dopaminokinonun en yiiksek
indirgenme akiminin -0,15 V’de oldugu tespit edildi. Bu verilerden yola ¢ikarak calisma
potansiyeli -0,15 V olarak belirlenerek sonraki deney asamalarinda bu potansiyelde ¢aligildi.

Literatiirde -0,1 V (Zhou ve digerleri, 2007), -0,15 V (Njagi ve digerleri, 2010), -0,2 V (Ori
ve digerleri, 2014) potansiyelde ¢alisilan DA biyosensorlerine karsilagilmaktadir.
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Sekil 4.3. MCPE’nin DA’ya duyarliligina calisma potansiyelinin etkisi (25°C, 0,1 M
pH=7,0 fosfat tamponu)

4.3. CDs-CPTMS Miktarinin Belirlenmesi

Bolim 3.4.1°e gore hazirlanan MCPE’de kullanilan CDs-CPTMS miktarinin DA
duyarliligina etkisi aragtirildi. Bu amagla farkli miktarlarda (50, 100, 200 uL) CDs-CPTMS
iceren ¢alisma elektrotlar1 hazirlandi. Hazirlanan elektrotlar dengeye getirildi ve denge
akimi kaydedildi. Calisma hiicresi igerisine derisimi 1,0x10® - 1,0x10° M olacak sekilde
DA ¢ozeltileri ilave edilerek akim degisimleri 6l¢iildii ve kaydedildi. Kaydedilen akimlardan
denge akimi ¢ikarilarak akim farklar1 (Ai) hesaplandi. DA derisimlerine karsi akim farklari
(A1) grafige gecirildi (Sekil 4.4). Grafik incelendiginde CDs-CPTMS miktar1 arttiginda
cevap akiminin arttigl ancak fazla miktarda eklendiginde distiigii goriilmektedir. Bunun
sebebi CDs-CPTMS miktarinin karbon pastanin mekanik kararliligina dolayisiyla cevap
akimina etki etmesidir. Grafikteki sonuglar karsilastirildi ve en uygun CDs-CPTMS
miktarinin 100 pL olmasina karar verildi. Bundan sonraki deney asamalarinda hazirlanan

karbon pasta elektrotlar 100 uL. CDs-CPTMS ile modifiye edildi.
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Sekil 4.4. MCPE’nin DA’ya duyarliligina CDs-CPTMS miktariin etkisi (-0,15V, 25 °C,
0,1 M pH=7,0 fosfat tamponu)

4.4. Glutaraldehit Miktarinin Belirlenmesi

Glutaraldehit, enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan en etkili ¢apraz baglama
reaktiflerinden biridir. Glutaraldehit notr pH civarindadir ve enzimde bulunan amin
gruplariyla hizla tepkimeye girerek termal ve kimyasal olarak kararli c¢apraz baglar
olusturmay1 saglar. Enzim glutaraldehit oraninin ve derisiminin se¢imi onemlidir ¢iinkii
enzimin Kkatalitik aktivitesini etkiler (Migneault ve digerleri.,, 2004). Glutaraldehit
¢ozeltisinin miktar diisiik oldugunda, immobilize edilmis enzim miktar1 daha az olur ve bu
enzimin aktivitesinin diisiik olmasina sebep olur. Glutaraldehit ¢ozeltisinin miktarinin ¢ok
fazla olmasi da, enzimin aktif merkezinin yapisini degistirerek enzim aktivitesinin
azalmasina neden olur (Chen ve digerleri, 2013). Bu sebepten dolay1 enzim
immobilizasyonunda kullanilacak glutaraldehit miktarinin enzimin aktivitesine etkisi

arastiritlmalidir.

MCPE’ye enzim immobilize etmek i¢in kullanilan glutaraldehit miktarin1 belirlemek i¢in,
10 pL, 20 uL, 30 pL (% 2,5’luk) glutaraldehit igeren enzim elektrotlar hazirlandi. Enzim
elektrotlar dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresi igerisine derisimi

1,0x108 - 1,0x10° M araliginda olacak sekilde DA ¢ozeltileri ilave edilerek akim
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degisimleri Ol¢iildii ve kaydedildi. Kaydedilen akimlardan denge akimi ¢ikarilarak akim
farklar1 (Ai) hesaplandi. DA derigsimlerine kars1 akim farklar1 grafige gecirildi (Sekil 4.5).
Grafik incelendiginde glutaraldehit miktar1 10 pL’den 20 pL’ye c¢ikarildiginda cevap
akiminin artti1 ancak 20 pl.’den 30 pL’ye ¢ikarildiginda ise diistiigii goriilmektedir. Bunun
sebebi yeterli miktarda olmayan glutaraldehidin enzim immobilize etmek igin yapiy1 bir
arada tutamamasi ve fazla miktarda oldugunda ise enzimin aktif bolgesine asir1 baglanma
sonucu enzimin aktivite kaybina sebep olmasidir. Grafikteki sonuglar karsilastirildi ve en
fazla enzim aktivitesi saglayan glutaraldehit miktarinin 20 pL olmasina karar verildi.
Bundan sonraki deney asamalarinda kullanilan elektrotlara, tirozinaz enzimi 20 pL
glutaraldehit yardimi ile immobilize edildi.
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20 20 L
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O 1 1 1 1 J
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
DA Derisimi, uM DA [1,0x108] M - [1,0x10°°5] M

Sekil 4.5. Biyosensoriin DA’ya duyarliligina glutaraldehit miktarinin etkisi (-0,15 V, 25 °C,
0,1 M pH=7,0 fosfat tamponu)

4.5. Optimum pH

pH enzim aktivitesini etkileyen faktorlerden biridir. pH enzimde bulunan iyonik baglar ve
hidrojen baglarim etkileyerek enzim aktivitesini degistirir (Eed, 2012). DA biyosensdriiniin
performansia pH’nin etkisi incelendi. Hazirlanan biyosensor farkli pH degerine (5,0; 6,0;
7,0; 8,0; 9,0) sahip tampon ¢ozeltilerde dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi. Calisma
hiicresi igerisine, hiicre ici derisimi sabit (5,0x10° M) olacak sekilde DA ¢ozeltisi ilave
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edilerek akim degisimi 6lgiildi ve kaydedildi. Kaydedilen akimdan denge akimi ¢ikarilarak
akim farki (Ai) hesaplandi. Ayni islem tim pH degerleri i¢in uygulandiktan sonra pH
degerlerine kars1 akim farklar1 (Ai) grafige gegirildi (Sekil 4.6). Grafik incelendiginde en
yiiksek akimm pH 6,0 tamponundan elde edildigi goriildi. Bundan sonraki deney
asamalarinda pH 6,0 degerinde calisildi.

Literatiirde farkli maddelerle yapilan DA biyosensorii ¢alismalarinda farkli pH degerleri ve
bu calisma ile uyumlu pH degerleri bulunmaktadir. Ornegin; pH 6,0 (Montereali ve digerleri,
2010; Xiang ve digerleri, 2007), 7,4 (Cosnier ve digerleri, 1997), 7,8 (Bezerra ve digerleri,
2003). Enzimin farkli sekilde immobilize edilmesi veya immobilizasyonda farkli bir madde

kullanilmas1 pH degerlerinin farkli olmasina neden olabilmektedir.
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Sekil 4.6. Biyosensoriin DA’ya duyarliligina pH’nin etkisi (-0,15V, 25°C, 0,1 M fosfat
tamponu)

4.6. Optimum Sicakhik

Sicaklik enzim aktivitesine etki ettiginden sicakliginin se¢imi son derece onemlidir. Enzimle
yapilan ¢aligmalar aktivite kaybina yol agmayan sabit bir sicaklikta yapilir. Sicaklik enzim
aktivitesini belirli bir noktaya kadar arttirir ancak yiiksek sicaklikta enzim denatiire olur ve

aktivitesini kaybeder (Daniel ve Danson, 2013).
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DA biyosensoriiniin performansina sicakligin etkisi incelendi. Hazirlanan biyosensor farkl
sicakliklarda (20, 30, 40, 50, 60 °C) dengeye getirildi ve denge akimi kaydedildi. Calisma
hiicresi igerisine, hiicre ici derisimi sabit (5,0x10° M) olacak sekilde DA ¢ozeltisi ilave
edilerek akim degisimi olgtildi ve kaydedildi. Kaydedilen akimdan denge akimi ¢ikarilarak
akim farki (Ai) hesaplandi. Ayni iglem tiim sicakliklar i¢in uygulandiktan sonra sicakliga
(°C) kars1 akim farklar1 (Ai) grafige gecirildi (Sekil 4.7). Grafik incelendiginde en yiiksek
akimin 40 °C’de oldugu goriilmesine ragmen bundan sonraki deney asamalarinda oda

sicakliginda c¢alisildi. Ciinkii biyosensorler i¢in ¢alisma sartlar1 pratik olmalidir.

Literatiirde farkli maddelerle yapilan DA biyosensorii caligmalarinda farkli optimum
sicakliklar goriilebilmektedir. Ornegin; 38 °C (Fooladsaz ve digerleri, 2012), 35 °C (Canbay
ve Akyilmaz, 2014), 45 °C (Ramu ve digerleri, 2021). Immobilizasyon yénteminin veya
immobilizasyonda kullanilan maddenin farkli olmasi optimum sicaklikta degisikligin

olmasina neden olabilmektedir.
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Sekil 4.7. Biyosensoriin DA’ya duyarliligina sicakligin etkisi (-0,15 V, 0,1 M pH=6,0 fosfat
tamponu)
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4.7. Substrat Derisiminin Etkisi

Biyosensoriin  DA’ya duyarliligima substrat derisiminin etkisi incelendi. Hazirlanan
biyosensor -0,15 V potansiyelde, pH 6,0 tampon ¢6zeltisinde, 25 °C’de dengeye getirildi ve
denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresi icerisine derisimi 1,0x10° - 1,0x10° M olacak
sekilde DA cozeltileri ilave edilerek akim degisimleri kaydedildi. Kaydedilen akimlardan
denge akimi ¢ikarilarak akim farklar1 (Ai) hesaplandi. DA derisimine kars1 akim farklar1 (Ai)
grafige gecirildi (Sekil 4.8). Grafikten 1,0x10° - 1,0x10® M (R? = 0,9689; Sekil 4.9) ile
1,0x10%- 1,0x107 M (R?= 0,9611; Sekil 4.10) araliginda iki adet dogrusal ¢alisma aralig
elde edildi. DA igin alt tayin smir1 (LOQ), LOQ=10s/m formiilii ile 1,0x10° M olarak

hesaplandi ve cevap siiresi 200 s olarak belirlendi.

Literatiirde dogrusal aralig1 ve alt tayin smir1 2,0x10® - 4,6x10° M, 4,0x10° M (Ramu ve
digerleri, 2021), 1,0x10® - 2,2x10* uM, 1,0x10° M (Njagi ve digerleri, 2010), 1,0x10® -
1,0x10* M, 1,0x10° M (Huang ve digerleri, 2014) seklinde hesaplanan DA biyosensorii
calismalar1 bulunmaktadir. Literatiir ile karsilastirildiginda bu tez galismasinda bulunan

dogrusal araligin oldukca genis ve diisiik tayin sinirina sahip oldugu goriilmektedir.

Enzimler igin spesifik veriler olan Vmax ve Km degerlerini bulmak igin DA derisimine karsi
akim farklarinin tersi alinarak 1/[DA] - 1/Ai grafigi (Lineweaver-Burk, Sekil 4.11) elde
edildi. Kmggs,) degeri 0,623 nM, Imaxgs, degeri 31,2 nA olarak hesaplandi. Kmggsy,)
degerinin literatiir ile karsilagtirlldiginda 7 uM (Bujduveanu ve digerleri, 2013), 5,33 uM
(Sethuraman ve digerleri, 2021) oldukga diisiik oldugu goriilmektedir. Kmygs,) degerinin

diistik olmas1 hazirlanan biyosensorde enzimin DA’ya ilgisinin yliksek olugunu gosterir.
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Sekil 4.8. Biyosensoriin amperometrik cevap akimina DA derisiminin etkisi (-0,15 V, 25 °C,
0,1 M pH=6,0 fosfat tamponu)
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Sekil 4.9. DA biyosensorii igin kalibrasyon grafigi 1 (-0,15V, 25°C, 0,1 M pH=6,0 fosfat
tamponu)
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Sekil 4.10. DA biyosensorii i¢in kalibrasyon grafigi 2 (-0,15 V, 25 °C, 0,1 M pH=6,0 fosfat

tamponu)
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Sekil 4.11. Biyosensoriin amperometrik cevap akimina DA derigsiminin etkisi, Lineweaver-
Burk grafigi (-0,15 V, 25 °C, 0,1 M pH=6,0 fosfat tamponu)
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4.8. Tekrarlanabilirlik

DA biyosensoriine tekrarlanabilirligin etkisi incelendi. Hazirlanan biyosensor -0,15 V
potansiyelde, pH 6,0 tampon c¢ozeltisinde, 25 °C’de dengeye getirildi ve denge akimi
kaydedildi. Calisma hiicresi igerisine derisimi 5,0x107 M olacak sekilde DA ¢ozeltisi ilave
edilerek akim degisimi 6lgiildii ve kaydedildi. Kaydedilen akimdan denge akimi ¢ikarilarak
akim farki (Ai) hesaplandi. Ayni islem 18 kez uygulandiktan sonra 6l¢iim sayisina kars: akim
farklar1 (Ai) grafige gecirildi (Sekil 4.12). 18 6l¢iim sonunda biyosensoriin baslangig
aktivitesinin % 7,21’ini kaybettigi goriildi. Elde edilen akim degisimlerinden bagil standart
sapma %#4,88 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.12. Biyosensoriin tekrarlanabilirliginin incelenmesi (-0,15V, 25°C, 0,1 M pH=6,0
fosfat tamponu)

4.9. Raf Omriiniin Belirlenmesi

DA biyosensoriine raf Omriiniin etkisi incelendi. Hazirlanan biyosensoér -0,15 V
potansiyelde, pH 6,0 tampon ¢o6zeltisinde, 25 °C’de dengeye getirildi ve denge akimi
kaydedildi. Calisma hiicresi igerisine derisimi 5,0x10”" M olacak sekilde DA ¢ozeltisi ilave
edilerek akim degisimi 6lgiildi ve kaydedildi. Kaydedilen akimdan denge akimi ¢ikarilarak

akim farki (Ai) hesaplandi. Ayni1 islem 25 gilin boyunca belirli araliklarla (1 - 3 - 10 - 15 -
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25. giin) uygulandiktan sonra depolama siiresine karsi akim farklar1 grafige gegirildi (Sekil
4.13). Grafik incelendiginde aktivitedeki diisiis hizinin 1. glinden 10. giine kadar az oldugu
10. giinden sonra biraz daha fazla oldugu kaydedilmistir. Biyosensoriin 25 giiniin sonunda

baslangi¢ aktivitesinin % 75’ini korudugu goriildii.
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Sekil 4.13. Biyosensoriin raf omriiniin incelenmesi (-0,15 V, 25 °C, 0,1 M pH=6,0 fosfat
tamponu)

4.10. DA Tayinine Girisim Yapan Tiirlerin Etkisi

Gergek Orneklerde tayin yapilirken tayin edilecek maddenin yaninda girisim etkisine neden
olabilecek bagka maddelerde bulunur. Girisim igeren numuneleri 6l¢erken, girisim etkilerini
iyilestirmek ve tan1 i¢in daha dogru 6l¢timler saglamak 6nemlidir. Numunenin seyreltilmesi
girisimin etkisini azaltabilir (Park, 2019; Wen ve digerleri, 2007). Bu nedenle kan
serumunda bulunabilecek ve girisim etkisine neden olabilecek baz1 maddelerin DA tayini
{izerine etkisi arastirildi. Bu maddeler ve derisimleri; 3,0x10* M iirik asit ve 1,0x10* M
askorbik asit (Ustabas, 2010), 5,0x10° M glukoz (Akin, 2017), 1,0x10° M epinefrin ve
norepinefrin (Chernecky ve Berger, 2013), 1,0x10* M tirozin (Alsharhan ve Ficicioglu,
2020), 1,0x10° M L-Dopa (Goetz ve digerleri, 1993), 1,0x10° M katekol (Canbay ve
Akyilmaz, 2014), kandaki degerlerine gore belirlendi.
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Hazirlanan biyosensor -0,15 V potansiyelde, pH 6,0 tampon ¢6zeltisinde, 25 °C’de dengeye
getirildi ve denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresi igerisine derisimi 1,0x107 M olacak
sekilde DA ¢ozeltisi ilave edilerek akim degisimi Ol¢iildii ve kaydedildi. Kaydedilen
akimdan denge akimi ¢ikarilarak akim farki (Ai) hesaplandi. Daha sonra girisim etkisi
incelenen madde 10 000 kat seyreltme olacak sekilde hiicreye ilave edilerek akim degisimi
Olgiildi. Ayni islem tiim maddeler icin tekrarlandi ve elde edilen akim farklarindan
yararlanilarak ¢alisilan maddenin yiizde olarak ne kadar girisim yaptig1 hesaplandi. Girisim

yapan maddeler ve girisim oranlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. DA tayinine girisim yapan maddeler ve girisim etkileri

Girisim yapan madde Hiicre i¢i Derigim % Girisim
(M)
Tirozin 1,0x108 2,08
Epinefrin 1,0x10° 2,36
Norepinefrin 1,0x10°° 2,75
Katekol 1,0x10”7 3,59
Glukoz 5,0x10”7 5,35
Urik asit 3,0x108 Girisim etkisi yok
Askorbik asit 1,0x10°8 Girisim etkisi yok
L-Dopa 1,0x10° Girisim etkisi yok

4.11. Sentetik Kan Numunesindeki DA’nin Tayin Edilmesi

Biyosensoriin ger¢ek orneklere uygulanabilirliginin belirlenmesi amaciyla kan serumunda
bulunan, girisim yapabilecek tiirlerin Boliim 4.10°da belirtilen derisimlerini igeren sentetik
kan ¢ozeltisi hazirlandi. Hiicre igerisine ilave edilen sentetik ¢ozeltideki DA derisimi 1,0x
107 M olacak sekilde ayarlandi. Biyosensér -0,15 V potansiyelde, pH 6,0 tampon
¢ozeltisinde, 25 °C’de dengeye getirilerek denge akimi kaydedildi. Calisma hiicresi igerisine,
10 000 kat seyreltme olacak sekilde sentetik numuneden ilave edilerek akim degisimi
olglildii ve kaydedildi. Kaydedilen akimdan denge akimi ¢ikarilarak akim farki (Ai)
hesaplandi. Deney 3 kez tekrarlanarak akim farki degerlerine karsilik gelen DA derisimi
kalibrasyon grafigi (Sekil 4.10) kullanilarak (1,0+0,27)x10”" M olarak hesaplanda.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda dopamin tayini i¢in tirozinaz temelli amperometrik bir biyosensor

hazirlandi. Hazirlanan dopamin biyosensorii i¢in su sonuclar elde edildi;

Biyosensoriin - hazirlanmasinda  kullanilan modifiye edici madde (CDs-CPTMS)

biyosensoriin dopamine duyarliligini arttirdi.
Calisma potansiyeli -0,15 V olarak belirlendi.

En ideal pH 6,0 olarak tespit edildi. En ideal sicaklik 40 °C olarak tespit edildi, ancak oda
sicakliginda (25 °C ) calisildi. En uygun cevap siiresi 200 s olarak belirlendi.

Dogrusal caligma araligi 1,0x10°-1,0x10® M, R?=0,9689 ve 1,0x10%-1,0x107 M,
R?=0,9611 olarak bulundu. Bu sonug biyosensdriin genis aralikta ve diisiik derisimlerde DA

tayinine olanak sagladigini gosterir.

Tayin smir1 1,0x10° M olarak hesaplandi. Bu deger literatiir ile karsilastirildiginda oldukga
kiigiik bir degerdir. Bu sonug¢ biyosensoriin ¢ok diisiik dopamin derigimlerine karsi hassas

oldugunu gosterir.

Biyosensoriin Kmgs,) degeri 0,623 nM, ImaXes,) degeri ise 31,2 nA olarak hesaplandi. Km
degerinin literatiirdeki Km degerleri ile karsilastirildiginda oldukga diisiik oldugu goriildii.
Kim degerinin diisiik olmast MCPE’deki CDs-CPTMS maddesi tirozinazin dopamine ilgisini

arttirdig1 sonucunu gosterir.

Tekrarlanabilirlik incelendiginde biyosensoriin 18 dl¢iim sonunda baslangi¢ aktivitesinin
%7,21’1ni kaybettigi goriildi. Bagil standart sapma %4,88 olarak hesaplandi. Elde edilen bu

sonu¢ biyosensoriin tekrarlanabilirliginin yiliksek oldugunu gosterir.

Raf omrii incelendiginde biyosensoriin 25 giiniin sonunda baglangi¢ aktivitesini %75

oraninda korudugu goriildii.
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Dopamin tayinine diger maddelerin yaptig1 girisim etkisi tamamen yok edilemese de
seyreltme ile yiiksek oranda azaltilmistir. Girisim yapan maddeler ve % girisim oranlar;
tirozin (%2,08), epinefrin (%2,36), norepinefrin (%2,75), katekol (%3,59), glukoz (%5,35)

olarak hesaplandi.
Sonu¢ olarak dopamin tayini i¢in hazirlanan biyosensdr, uygun cevap siiresine, genis
caligma araligina, diisiik alt tayin siirina, oldukca 1yi bir tekrarlanabilirlige ve raf émriine

sahiptir. Ayrica biyosensoriin hazirlanmasi pratik ve maliyeti diisiiktiir.

Cizelge 5.1. Calisma sonuglarinin literatiir ile karsilastirilmasi

Tastyici DA Immobilizasyon | Dogrusal | Tayin Km Opt. Opt. Raf dmrii Referans
tayini teknigi aralik siniri pH sicaklik
metodu

7,7,8,8- Ampero | Birden fazla | 2,0x102 | 150 191 |78 - 60 giin (Bezerra

tetra metrik teknik - 20 x| uM x107? ve

siyano (FIA) 104 M M digerleri,

kinon +0,1V 2003)

dimetan

(TCNQ)

Kobalt(ll)- | DPV Capraz Baglama |2 - 30 | 0,43 92,6 | 8,0 - 15 giin (Florescu

porfirin uM uM 8 ve David,

(CoP) uM 2017)

Cok DPV Tutuklama 15-865 | 0,6 uM | 0,5 7,0 - 2 hafta | (Raghu ve

duvarl (-0,2) - um mM sonunda digerleri,

karbon (+0,6) V aktivite 2014)

nanotiip kayb1

(MWCNT) olmamustir

MWCNT- | Ampero | Birden fazla | 0,05 - | 3nM - 7,5 35°C 4 hafta | (Canbay

Nafion- metrik teknik 100 pM sonunda ve

Sisteamin +0,2V aktivite % | Akyilmaz,
95 2014)
kalmigtir

CaCOs Ampero | Tutuklama 0,015-30 | 15nM | 7 6,0 - - (Bujduvea

nano metrik uM uM nu ve

partikiil- -02V digerleri,

MWCNT 2013)

elektrot

PG-PPy- Ampero | Capraz Baglama | 0,02-46 4 nM 101, | 55 45°C 60 gin | (Ramu ve

PPO metrik uM 32 sonunda digerleri,

modifiye +0,5V uM aktivite % | 2021)

camst 95

karbon kalmustir

elektrot

CDs- Ampero | Capraz Baglama | 0,001 - | 1nM 0,62 | 6,0 40 °C 25 giin | Bu ¢aligma

CPTMS ile | metrik 0,01 uM, 3 sonunda

modifiye -0,15V 0,01-0,1 uM aktivite %

edilmis uM 75

karbon kalmustir

pasta

elektrot
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