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ALTIN NANOPARTIKUL TEMELLI TIROZINAZ BIYOSENSORU iLE
FENOLIK BILESIKLERIN TAYINi
oz

Bu tez caligmasinda biyosensor caligmalarina yeni ve orijinal bir bakis agisi
getiren epinefrin (EP) tayinine yonelik, altin nanopartikiil (AuNP) —nafyon modifiye
tirozinaz, biyosensorii gelistirilmesi amaglanmistir. AuNP Turkevich metodu
kullanilarak sentezlendi ve zeta potansiyel sayaci kullanilarak karakterize edildi. Bu
biyosensor sisteminde, altin nanopartikiil ve grafit karigtirilarak karbon pasta
hazirlandi. Tirozinaz enzimi elektrot yiizeyine damlatildi ve kuruyan elektrot
yiizeyine Nafyon ¢ozeltisi eklenip kurutularak KP/AuNP/tirozinaz/Nafyon modifiye
elektrot olusturuldu. Tasarlanan biyosensor sistemi ile EP ol¢iimleri katodik bolgede
(+0,8)-(-0,8) potansiyel araliginda diferansiyel puls (DP) metodu kullanilarak
yapilmistir. Hazirlanan biyosensoriin optimizasyon ¢alismasinda dncelikle optimum
AuNP miktar, tirozinaz enzim aktivitesi gibi parametreler calisildi. Calisma
kosullarinin optimizasyonunda pH ve oksijen gazi gegirme siiresi optimizasyonu
gerceklestirildi. Biyosensoriin karakterizasyonu calismalarinda EP ic¢in dogrusal
tayin aralifi, tekrarlanabilirlik, girisim etkisi ve depo kararlilig1 gibi parametreler
arastirildi. Optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda EP biyosensorii icin AuNP miktari,
enzim aktivitesi sirastyla, 40 uL ve 313,087 U/mL olarak bulundu. Calisma kosullar
optimizasyonu amaciyla yapilan denemelerde, ¢aligma tamponu 50 mM pH:7,0
fosfat tamponu ve oksijen gazi gegirme siiresi ise 10 dk olarak bulundu. Gelistirilen
biyosensoriin karakterizasyon ¢aligmalarinda ise 5-500 uM araliginda EP ig¢in
dogrusal sonuglarin alindigi belirlenmistir. Tekrarlanabilirlik denemelerinde (n=7)
200 uM EP konsantrasyonunda ortalama deger, standart sapma (S.S), yiizde
varyasyon katsayis1 (V.K) sirasiyla 218,56, 3,53 ve ylizde 1,61 olarak bulunmustur.
Ayrica gelistirilen biyosensorle adrenalin ampul Orneklerinde EP tayini de

yapilmustir.

Anahtar kelimeler: Altin nanopartikiil, tirozinaz, epinefrin, Nafyon, biyosensor
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DETERMINATION OF PHENOLIC COMPOUNDS WITH TYROSINASE
BIOSENSOR BASED GOLD NANOPARTICLE

ABSTRACT

In this thesis, development of a gold nanoparticle (AuNP) modified tyrosinase
biosensor which brings a new and original perspective to biosensor technology
indeed for epinephrine determination. AuNP was synthesized by Turkevich method
and it was characterized with zeta potential counter. In this biosensor system, carbon
paste was prepared with AuNP and graphite mixed. KP/AuNP/Tyrosinase/Nafion
modified system formed by dropping a Tyrosinase enzyme and dried then dropping a
Nafion solution again dried on surface of carbon paste. Epinephrine measurement
were done cathodic region with using differential pulse method between from (+0.8)
to (-0.8) potentials by developed biosensor system. In the optimization studies of the
biosensor firstly such as optimum tyrosinase enzyme activity and gold nanoparticles
amount, were carried out. In the optimization working condition; optimum pH and
oxygen gas time were also investigated. Afterwards in characterization studies of the
biosensor some parameters such as linearity, storage stability were determined. From
the results of the optimization studies optimum gold nanoparticles amount and
optimum tyrosinase enzyme activity were determined 40 pL and 313.087 U/mL
respectively. From the experiments the phosphate buffer (50 mM, pH 7.5) were
chosen to be optimum working conditions for the tyrosinase biosensor. It was
determined at the characterization studies on the biosensor that linear curves were
obtained between the ranges of 5-500 puM epinephrine concentrations. At the
repeability experiments (n= 7), the average value, standard deviation (SD) and
coefficient of variation (CV) were calculated to be 218.56, 3.53 and 1.61 percent for
200 uM EP concentration. Also determination of epinephrine were carried out in real

adrenalin ampule samples by developed biosensor.

Keywords: Gold nanoparticle, tyrosinase, epinephrine, nafion, biosensor
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BOLUM BIR
GIRIS
1.1 Biyosensorler
1.1.1 Biyosensorlerin Yapist

Biyosensorler, yapisinda biyolojik yapt ve molekiilleri (enzimler,
mikroorganizmalar, hiicreler, antikorlar, dokular vs.) iceren ve bunlarin
reaksiyonlari1 veya biyokatalitik etkilerini uygun bir cevirici ile oOlgiilebilir
elektronik sinyale doniistiiren algilama aygitlar1 olarak tanimlanir (Sekil 1.1). Bir
biyosensdr hedef analitin derisimi hakkinda bilgi verebilmektedir. Bu bilginin
niteligi yiikksek oranda; analit c¢ozeltisinin karigimima, biyolojik tanimlama
reaksiyonunun spesifikligine, sensoriin dizaynina ve fiziksel doniistiirliciiniin
Ozelliklerine baglidir. Hedef analit, icerisinde bircok madde igeren bir karigim
orneginde bulunabilir. Biyosensor bu analitteki tayini yapilmak istenen maddeye

ozgii ve digerlerine kars1 kor olmalidir (Siege ve ark., 2010).

; ayic Déntistiirticti
Analit Cozeltisi Tanimlape 3
mataryel
> > antijen elektrokimyasal
O D> protein pH |:|’> elektrik
O sinyali
enzim kalorimetrik
Q D D § mikroorganizma pizoelektrik

N A N S

Sekil 1.1 Biyosensoriin ¢alisma diizeninin basit¢e gosterilmesi

Biyolojik tanima elamanlar1 genelde bir enzim igeren elektrotlardir ve igerigi

bilinmeyen analit enzimin aktif bolgesi tarafindan katalitik olarak {iriine



doniisttiriiliir. Olugan iiriin serbest birakilir ve bu sayede enzim rejenere olur.
Enzimin kendinde var olan bu 6zellik enzim temelli biyosensorlere biiyiik fayda
saglamaktadir. Bu katalitik reaksiyon ile analitin derigimi, analit tiirii ve reaksiyonu
gerceklestiren kofaktorlerin degismesi saglanmis olur. Bu derisim degisimleri,
redoks tiirlerinin, potansiyelin ve pH degeri gibi degisimler sayesinde fiziksel bir

doniistiiriiciide degerlendirilmesine olanak saglar.

Ikinci tip biyosensdr ise enzimin aktif bolgesine direk baglanan analitin
olusturdugu afinite biyosensorleridir. Bu tip biyosensorlerde spesifik baglanma
sonucunda enzim kendisini rejenere edemez ve ikinci Ol¢lime olanak saglamaz.
Biyosensorlerin dogrusal tayin araligi biyolojik tanilama siirecine ve bilesiklerin
icerigine oldukca baglidir. Enzimler i¢in dogrusal aralik enzimin turnover oranina ve

bunun afinite sabitine baghdir (Tevenot ve ark., 2001).
1.1.2 Biyosensor Uygulamalart

Biyosensorlerin analitik uygulamalar1 giderek ©nem kazanmaktadir. Ancak
geleneksel analitik metotlarin  yerine gegebilmis olmamalarina ragmen hizlh
goriintilleme, yerinde tayin veya bilesige Ozgli miktar analizi gibi geleneksel
yontemlere hizmet eden araclar olarak entegre olabilmislerdir. Biyosensdrlerin en
temel avantaji igeriginde bulunan biyotanimlama elemanlar1 sayesinde kendilerine
ozgi secicilikleridir. Bu sayede hedef analitin tayininde kompleks matrislerde higbir

ayirma islemi uygulanmadan tayin gerceklesebilir.

Biyosensorlerin daha 6nemli bir avantaji ise minyatiirlestirilebilen ve mikro
sistemlere kolaylikla uyum saglayabilen yapida olmalaridir. Bu kii¢lik hacimlerdeki
orneklerde kolaylikla ¢caligma imkani ve taginabilir olmasi sayesinde kolay kullanim
saglamaktadir. Bir diger onemli Ozelligi ise biyosensorlerin yiizeylerine farkli
biyotanima maddelerin immobilizasyonu ile sensor ylizeyinde bir¢ok analitin
eszamanli tayini gergeklestirilebilmektedir. En belirgin dezavantajlar1 ise uzun
zaman stabilitelerini koruyamamalar1 ve bazen de sensoriin zor kalibre olmasi olarak

aciklanabilir (Schuhmam ve ark., 2001).

Biyosensorler; ¢evre, klinik ve gida analizleri gibi bir ¢cok yerde kullanilmaktadir

(Antiochia ve ark., 2013). Bunladan bazilar1 fenoller (Karim ve ark., 2013), fosfatlar



(d’Urso ve ark., 1990), siyaniir (Ghavanati ve ark., 2014), nitrit ve metan
(Maghsoodi ve ark., 2009), cesitli pestisitler (Liu ve ark., 2014), gibi bilesiklerin
tayini gerceklesmistir. Biyosensorlerin en yaygin uygulama alanlar1 enzim
elektrotlardir (Kotanen ve ark., 2012). Bunlarin bazi &rnekleri tablo 1.1°de
verilmistir. Bunalara ek olarak immunosensorler (Marco ve ark., 1995) ve biitiin
hiicre temelli sensorler (Bahadir ve ark., 2015) ve bitki dokusu (Li ve ark., 2002)

sensorleri de arastirilmaktadir.

Tablo 1.1 Enzim biyosensorlerin kullanimi (Leihnenger ve ark., 2007)

Enzim Enzim Ornek Hedef analit | Tayin
simifl alt simifi edilen tiir
Oksido- Oksidaz Glukoz oksidaz | B-D-glukoz H,0,
rediktazlar veya O3
Dehidrogenaz Glukoz B-D-glukoz NADH
dehidrogenaz
peroksidaz Horseraddish H,0, Redoks
peroksidaz Medyator
Hidrolazlar | Amidohidrolaz | Ureaz Ure NH;3;, CO,
veya H'
Esteraz Asetil kolin Asetil kolin H
esteraz
Liyazlar Dekarboksilaz | Amino asit Amino asit CO,
dekarboksilaz

Temel olarak elektrokimyasal (amperometrik, potansiyometrik, impedimetrik
veya kondiiktometrik) ve optik (IR, Raman, florosans, absorpsiyon, yansima veya
ylizey plazma direnci) doniistiiriicliler biyosensorlerde kullanilir. Bunlarin yani sira
daha az kullanilan sensorler temelde pizoelektrik etki, yiizey akustik dalgalar1 veya

enzim sonucu olusan sicaklik yoluyla yapilan tayinlerdir.



1.1.3 Amperometrik Biyosensorler

Bir amperometrik tayin bir ¢aligma elektrodunun (genelde biyosensoriin
kendisidir) referans ve diisiik direngli karsit elektrot ile ayni elektrolit ortamina
daldirilmasiyla gerceklesir. Burada belirlenen bir akim degerinde potansiyotat
kullanilarak referans elektroda bagli olarak ¢alisma elektroduna bir akim uygulanir.
Akim karsit ve calisma elektrodu arasinda akar, elektrot ve elektrolit ara yiizeyinde

olusan tepkime ile heterojen elektron transferi gergeklesir.

Amperometride sabit potansiyeldeki akim zamana karsi 6l¢iiliir, buna karsin
voltametride akim calisma elektrot potansiyeline kars1 olgiiliir. Elektrot alanina gore
gozlenen akim; redoks reaksiyonlarina, yilizeye difiize olmus elektroaktif tiirlere ve

derisimlerine baglidir.

Referans elektrot olarak en yaygin Ag/AgCl veya doygun kalomel elektrot (DKE)
kullanilirken, karsit elektrot olarak ise platin veya karbon seritler kullanilir. Calisma
elektrodu olarak ise soy metaller (Au, Pt) veya karbon materyaller (camsi karbon,
karbon pasta veya yiizey baskili karbon) genelde tercih edilir (Kotanen ve ark.,

2012).
1.1.4 Potansiyometrik Sensorler

Birbiri arasinda elektriksel koprii ile bagl olan iki yarim hiicrenin potansiyel farki
yiiksek empedans dijital voltametre kullanilarak ol¢iiliir. Her bir yarim hiicre i¢in

elektrot potansiyeli E ise, Nernst esitligine gore yiikseltgenen ve indirgenen tiirler

arasindaki derisim orani standart bir E* potansiyeline sahiptir. Yarim hiicrelerden

biri referans elektrotsa, potansiyel ikincisinin analitik bilgisinden ortaya ¢ikmaktadir.

Iyon segici elektrotlar; cam membran (pH elektrodu), kati membranlar ( F~, CI°,
Br~, I, SCN™ veya S™gibi iyonlar igin), siv1 iyon degistirici membranlar (NO5, CI-,
BF4 ,veya K" gibi iyonlar i¢in) veya pH elektrot temelli gaz duyarl elektrotlar (NHj
or COy gibi asidik ve bazik gazlar igin ) gibi cesitli iyon segici materyaller
kullanilarak tasarlanabilir ( Yin ve ark., 2013).



1.2 Metal Nanopartikiiller

Glinlimiizde, nanopartikiillerin degisik bilesimleri ve Olgiileri; bircok amag
dogrultusunda ve hassas tayin yontemleri olarak kullanilir hale gelmistir.
Nanopartikiillerin sensor uygulamalarina getirdigi avantajlar; gelistirilmis hassasiyet,
artan ylizey alanlari, giiclendirilmis etkileri ve kii¢iik boyutlar1 olarak siralanabilir
(Wang, 2005). Elektrokimyasal metotlarla modifiye edilen nanopartikiiller oldukca
genis uygulama alani bulabilmistir. Bu uygulamalar son yillarda hizla artmaktadir.
Metal nanopartikiil temelli elektrokimyasal biyoanaliz dalinda kullaniminin
merkezde olmasinin sebeplerinin basinda, hastaliklarin tayininde ve onlenmesinin

oneminden kaynaklanmaktadir (Siangproh ve ark., 2011).

Metal nanopartikiillerin degisik boyutlarinin ve bilesimlerinin bir¢ok ¢esidi su an,
hem kimyasal sensor hem de biyosensor olarak kullanimlari kolaylastiriimistir.
Yiiksek hassasiyete sahip altin nanopartikiiller (AuNP) genis yiizey alanlar
sayesinde biyolojik molekiillerin tayinine Onciiliikk ederler. Bazi hastaliklarin erken
sathada teshis edilebilmesi i¢in diisiik seviyelerde 6l¢iim yapmaya gereksinim vardir.
Mekanik dayanimlari, ¢cok hafif oluslari, zengin elektronik 6zellikleri ve oldukca

yiiksek kimyasal ve termal kararliliklart mevcuttur (Katz ve ark., 2003).

Au, Pt, Pd ve Ag gibi metaller yiikseltgenme reaksiyonuna kars1 direng¢ gosterirler
ve biyosensorlerde elektrot materyali olarak kullanilabilirler. Au ve AuNP’ler ¢ogu
kez sentezlerinin kolay olmasi ve digerlerine oranla daha diisiik maliyetlerinden
dolay1 elektrokimyasal sistemlerde tercih edilir. AuNP’lerin yiizeyleri tiyol grubu
tastyan molekiiller tarafindan kolaylikla modifiye edilebilmektedir (Hardy ve ark.,
2008).

1.2.1 AuNP’lerin Kiiciik Biyo Molekiillerin Tayininde Kullanimi

AuNP’lerin cesitli elektrot yiizeylerine kaplanarak hazirlanan elektrokimyasal
sensorler ile bir ¢ok kiiclik biyo molekiiliin tayini gerceklestirilmistir. Bunlardan
bazilari; AuNP ile modifiye edilmis cams1 karbon elektrot (GCE) ile dopamin (DA)
ve lrik asit(UA) tayini uM diizeyinde gerceklesmistir. AuNP’ler es zamanli tayine

olanak saglamaktadir (Rosi ve ark., 2005). Bunlara ek olarak, altin nanogubuk, altin



nanosalkim gibi ¢esitli sekilleri, fenolik bilesiklerin nM diizeyinde tayini i¢in

kullanilmistir (Einarsson ve ark., 2005).

1.2.2 AuNP’lerin DNA Tayininde Kullanin

AuNP’ler DNA tayinine yonelik ¢alismalarda énemli rol oynayan materyallerdir.
Bu nanopartikiiller, calismalarda DNA igin substrat olarak ve sinyal yiikseltici olarak

kullanilmistir.

Ornek vermek gerekirse; altin elektrot yiizeyinde 1,6-hekzanditol’iin AuNP ile
modifikasyonu ile nM diizeyinde DNA tayini gerceklestirilmistir (Huang, X., ve ark.,
2008). GCE elektrot yilizeyinde poli propilenimin (PPI) dendrimerlerin varliginda
AuNP modifikasyonu ile 10 pM ve 5 nM araliginda yiiksek hassasiyete sahip DNA
biyosensorleri gelistirilmistir (Arotiba ve ark., 2008).

Daha duyarli bir ¢alisma da ise AuNP’ler Sandvig tipi elektrokimyasal sensorde,
hizli katalitik reaksiyonlar yoluyla ultra duyarli 1 fM diizeyinde DNA tayinine

olanak saglamistir (Selvaraju ve ark., 2008).

1.2.3 AuNP’lerin Glukoz Tayininde Kullanimi

Glukoz tayininde enzimatik olamayan elektrokimyasal sensorler diisiik fiyatlari,
yiiksek kararliliklar1 ve tekrar iiretilebilirlikleri bakimindan alternatif nanosensorler
olarak kullanilabilmektedirler. AuNP ve polianilin (PANI) polimerleriyle modifiye
edilen elektrot glukoz tayininde kullanilmistir. Glukoza duyarli AuNPs-PANI-
AgCl/jelatin modifiye elektrot ylizeyine piranoz oksidaz enzimi, jelatin ile

immobilize edilerek elektrot dizayn edilmistir (Ozdemir ve ark., 2010).

Bir glukoz oksidaz enzim temelli biyosensorde ise AuNP’iin parcacik boyutunun
H,0O,’in hem indirgenme hem de yiikseltgenme yoniinde katalitik etki gosterdigi

ispatlanmigtir. Camsi karbon elektrot yilizeyine AgCl ve polianilin hibrit materyali ve



5 nm capindaki AuNP nano kompoziti hazirlanarak gelistirilmis biyosensorde diigiik

pM seviyesinde glukoz tayini ger¢eklesmistir (Yan ve ark., 2008).

1.2.4 AuNP’lerin H;0; Tayininde Kullanimi

H,0, metabolizmada olduk¢a dnemli redoks reaksiyonlarini gergeklestirmektedir.
H,0, biyolojik olaylarda ve hiicreler aras1 gecis yollarinda, birkag¢ hastalikta ve buna
ek olarak yiyeceklerden bazi madddelerin uzaklastirilmasinda, eczacilikta, klinik

olarak, endiistride ve ¢evre analizinde gorevde alir.

H,0>’in giivenilir, kesin ve hizli tayini pratikte oldukca biiyiik 6nem tasir. Son
donemlerde H,O, tayinine yonelik farkli metotlarin uygulandigi ¢alismalarin sayisi

artmaktadir.

Miyoglobin yardimiyla ITO elektrota tutturulan AuNP ile ger¢eklestirilen H,O,
tayini gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma H,O;’in direk tayini yontemine iyi bir rnektir.
Dizayn edilen sensdr iyi bir yeniden iiretilebilirlige ve nM diizeyinde tayin limitine

sahiptir (Zhang ve ark., 2005).

1.2.5 Diger Metal Nanopartikiillerin Voltametride Kullanimi

Metal NP’larin benzersiz 6zelliklerinden dolayi gesitli tipleri hedef analitin tayin
hassasiyetini arttirmada sensor bileseni olarak kullanmak icin sentezlenmektedirler.
Anodik akim 6l¢limii i¢in en temel metal NP, Platin NP’lerdir (PtNPs). Cilinkii gii¢lii
katalitik yiikseltgenme 6zelligine sahiptirler (Wang ve ark., 2004).

PtNP kullanilmas: glukozun yiikseltgenmesine oldukga pozitif elektro katalitik
etki yapmigtir. Buna ek olarak etilen glikolun PtNP’ii sarmalayarak korumasi
sayesinde, hidrodinamik voltametri yontemi kullanilarak glukozun enzimatik

olmayan tayinleri de ger¢eklestirilmistir (Rathod ve ark., 2010).



Glumiis NP’ler (AgNP’ler), baz1 biyolojik molekiillerin omriinii uzattig1 igin
(enzimlerin aktivitelerini daha uzun siire gostermeleri gibi) ve elektronlarin transfer
miktarint arttirma yetenekleri oldugundan sensor dizaynlarinda olduk¢a sik

kullanilan materyallerdir (Cao ve ark., 2010).

Bakir NP’ler (CuNPs), miikkemmel secicilik, genis dogrusal tarama araligi (50
uM-12 mM), hizli tepki zamani ( 4 saniyeden daha az), 6zelliklerinden dolay1 glukoz
tayininde kullanilmistir (Wang ve ark., 2008). ilaveten, CuNP’ler PPoyx modifiyeli
GCE elektrotda es zamanli olarak DA ve UA’in pM seviyesinde tayini
gerceklesmistir. (Ulubay ve ark., 2010).

Son yillarda metal nanopartikiillerin biyo analitik uygulamalarindaki ytiksek
potansiyeli bu alanda yapilan ¢alismalar1 giderek artmasina neden olmaktadir. Cesitli
biyo uygulamalar i¢in farkli nano materyaller basariyla kullanilmistir. Metal
nanopartikiillerin biyo uygulamalarda bu derece Onemli yer tutmasinin baglica
nedenleri biyo molekiillerin yiizeye kolay immobilize edilmesi, biyo molekiillerin
aktivitelerini ve nano partikiillerin elektro katalitik yeteneklerini korumalar1 ve

iletken bir ara yiiz olusturmalari ile 6zetlenebilir.

Metal nanopartikiillerin bir ¢ok biyo molekiiliin olduk¢a diisiik sinirlarda tayin
edilmesini saglamasi, hassasiyeti ve duyarliligi gelistirmesi de diger Onemli

Ozellikleridir.

1.3 Katekolaminler

Katekolaminler, merkezi sinir sisteminde goérev yapan norotransmitterlerdir.
Bunlar dopamin, norepinefrin ve epinefrindir. Norepinefrin beyinde bulunan
sempatik norondur. Dopamin c¢eperlerde aktivite gosteren, Ozellikle bobreklerde
bulunan ve merkezi sinir sistemindeki ¢evrimlere hizmet eden norepinefrinin onciil
maddesidir. Norepinefrinin metillenmis formu olan epinefrin, bobrek iistii bezler
tarafindan hormon olarak salgilanan ve ¢esitli organlardaki katekolamin

reseptorlerini uyaran maddedir (Shiman ve ark., 1971).



1.3.1 Epinefrin

Diger bir adi adrenalin olan Epinefrin (EP) sinir sisteminin O6nemli
ndrotransmitterlerinden biridir. Epinefrin 6zellikle viicudun stres mekanizmasina,
damarlardaki kan basincinin degismesi, terleme ve titreme gibi durumlarda rol oynar.
Epinefrin stres durumunda vucuda bobrek iistii bezlerinin merkez bdlgesinden
(medulla) salgilanir. Epinefrin bes biiyiik protein reseptorii ile etkilesime girerek

biyolojik reaksiyonlar tetikler (Bannister ve ark., 2011).

Biiyiik reseptor etkilesimlerinde kan basinci artar ve ter bezleri aktif olur ve diger
norepinefrin gibi katesol aminlerin salgilanmas1 azalir. Kalp hizi ve renin
salgilanmasi artar. Diiz kaslardaki reseptorler 6zellikle nefes almay1 kolaylastirmak
icin ve cizgili kaslar1 duyarli hale getirmek icin titremeyle sonuglanan uyaranlar
salgilar. Bu reseptorlerin harekete ge¢mesiyle glikojenolis aktivasyonu gergeklesir ve

enerji depolar1 harekete gecer (Feinberg ve ark., 2007).

Norepinefrinden sentezlenen bir katesol amin olan epinefrin, metabolik
cevrimlerde tirozinin dihidroksifenilalanine (DOPA) donlismesinde bunun
sonucunda DOPA’nin dopamine ve dopaminin norepinefrine ve son olarak
norepinefrinde epinefrine doniismesiyle meydana gelir (Sekil 1.2). Bu metabolik
cevrimde yer alan enzimler ise; tirozin hidroksilaz, DOPA dekarboksilaz, dopamin

hidroksilaz ve feniletanolamin N-metil tranferaz seklindedir (Jaenisch ve ark., 2003).

Tirozin hidroksilaz katekolaminlerin biyosentezinde hiz belirleyici enzimdir.
Biitlin hiicrelerde tirozini molekiiler oksijen kullanarak katekolaminlere doniistiiriir.
Dopa karboksilaz enzimi, dopanin dopamine doniismesinde karboksil grubunun
ayrilmasini ve sonraki adimda ise dopamin B-hidroksilaz enzimi dopamini epinefrin

veya norepinefrine doniisiimiinii katalizler.
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Sekil 1.2 L-tirozin epinefrine reaksiyonu ve bu reaksiyonda kullanilan enzimler

Bobrek iistii bezlerin yani sira, bazi dokularda sentezi de mevcuttur. Bunlar:
beyin, retina ve kalbin sol kulak¢igidir. Epinefrinin, tasikardi, vazokonstriksiyon,
hipertansiyon, terleme, titreme, ve glukoz ve yag asitleri gibi enerji depolarinin
yikimi gibi stres tepkilerinde arabuluculuk yapar. Epinefrinin beyinde diisiik

seviyede bulunmasi ise alzeimer hastaliginin gostergesidir.

Epinefrin insan hafiza artisinin bir gostergesidir ancak beyine niifuz etmeyen bu
etkiye epinefrinin periperal hareketleri sebep olmaktadir. Bunlar merkezi beyin
etkileri degildir. Bu intraserebral etkiler hayvanlarda da uyarim ve depresyon olarak

goriilmektedir (Richards ve ark., 2006).
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1.3.2 Katekolaminlerin Biyosentezi

Katekolaminlerin biyosentezi enzimatik prosesle gerceklesir. Cevrimdeki
enzimlerin kinetigi, substrat spesifikligi, kofaktor gereksinimi gibi veriler ayrintili bir

bicimde incelendiginde katekolaminlerin ¢evrimleri sekil 1.3’deki gibidir.

Hiicrelerde feniletanolamin N-transferaz ile epinefrin sentezi bu ¢evrimin son
basamagidir. 284 amino asit iceren bu enzim beyinde kii¢lik gruplar halinde bulunan
ndronlarda bulunur ve norepinefrinden azotu uzaklastirip yerine metil transferi
gerceklestirir. Bu sayede sekonder amin sentezi gerceklesmis olur (Lamaouroux ve

ark., 1987).

1.3.3 Katekolaminlerin Salgilanmas

Diizenli olarak diisiik derisimdeki katekolaminler, mono amin oksidaz (tirozinaz)
tarafindan sitozolde serbest halde metabolizmaya verilir. Bu sayede tirozinin I-
dopaya, l-dopaninda dopamine doniisiimii sitozolde gergeklesir. Dopamin daha sonra
tekrar depo keseciklere iletilir. Norepinefrin i¢eren sinir hiicrelerinde hidroksilasyon
gerceklesir. Bobrek iistii bezlerde metilleme islemi de tamamlandiktan sonra

epinefrin kromafin graniillerine taginir ve depo edilir.

Monoamin oksidaz (tirozinaz) ve katekol-O-metil transferaz katekolaminlerin
birinci dereceden inaktivasyonundan sorumludur. Bu enzimler vucuda yaygin bir
sekilde dagilmistir. Hiicreler aras1 yerlesiminden dolayi tirozinaz sinir depolarindaki
serbest katekolaminlerin inaktivasyonunda Onemli rol oynamaktadir. Bu sayede
vezikiiler depolar1 engelleyen ilaglar rezerpin gibi veya dolayli yoldan etkileyen
sempotamimetik ilaglar amfetaminler gibi deamin metabolitlerinde belirgin bir artisa
sebep olur. Monoamin oksidazlarin izoenzimleri fakli substrat spesifikliklerine
sahiptirler. Monoamin oksidaz-A norepinefrin ve seratoninin deaminasyonunda ve
klorjin tarafindan inhibe olur. Mono amin oksidaz B ise feniletilaminlerin genis
spektrumunda rol alir. Mono amin oksidaz-B deprenil (parkinson hastaliginin erken

tanisinda ilag olarak kulanilir.) tarafindan inhibe olur (Kuhar ve ark., 2006).
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Sekil 1.3 Monofenol ve difenollerin o-kinonlara yiikseltgenme dongiisiinde tirozinazin aktif merkezi
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1.4 Tirozinaz

Tirozinaz melanin tiretimini kontrol eden enzimdir. Melanin pigmenti dogada
bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve hayvanlarda olmak iizere genis bir dagilim
gostermektedir. Melaninler saridan siyaha bir ¢ok renk tiirtinde heterojen polifenol
benzeri kompleks yapidaki bipolimerlerdir. Bunlarin biyosentezi kesilen elma,
patates veya muzun havayla maruz kaldiktan sonra kararmasindan anlasilabilir

(Pawalek ve ark., 1982).

Memelilerde temel olarak iki tip melanin bulunmaktadir, eumelaninler ve
femelaninler. Bunlardan ilki kahverengi siyah ve ikincisi saridan kizil kahverengine
kadar degisen araliktadir. Her ikisininde kimyasal reaksiyonlari ve enzimatik
katalizlenme kombinasyonlar1 ilk defa Raper tarafindan ortaya konulmus ve daha
sonra Mason tarafindan onaylanmistir. Raper-Mason ¢evrimi olarak bilinen
melanojenesis, proksimal (i¢) ve distal (dis) olmak iizere iki fazdan olusur. Proksimal
faz monofenoliin (tirozinin) veya o-difenoliin (L-DOPA) enzimatik o-kinon tiirlerine
yiikseltgenmesiyle baslar. Bu kataliz islemi bakir igeren tirozinaz (EC 1.14.18.1)
enzimi ile gerceklesir. Olusan o-kinon tiirii iki tip tepkime gergeklestirebilir : benzen
halkasinin 1,4 pozisyonuna baglanabilir veya bir su tepkimeye eklenebilir. o-dopa
kinon yan zincirinden benzen halkasina 1,4 pozisyonunda baglanarak dongiideki
16koDOPA kromu olusturur. Olusan bu {iriin L-DOPA tarafindan indirgenmis o-
DOPA kinon-H+ tarafindan DOPA kroma indirgenir. Aminoasitler gibi ( serin,
prolin vb.) niikleofillerin varliginda redoks reaksiyonlar1 gerceklesir ve o-kinon tiirler

olusur (Ferrer ve ark., 1995).
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Sekil 1.4 Melanin biyosentezinde tirozinin dopakroma doniisme reaksiyonu
1.4.1 Tirozinazin Biyokimyasal Karakteri

Bakir igeren tirozinaz  (monofenol, dihidroksi-L-fenilalanin:  oksijen
oksidorediiktaz, EC 1.14.18.1) melenizasyon igin esansiyel bir enzimdir. ilk
biyokimyasal havaya maruz kaldiginda siyah olan Russula nigricans mantarinda
1895 yilinda gergeklesmistir. Kesfedildigi giinden bugline bakterilerden memelilere
kadar bir ¢cok yerde degisik karakteristik 6zelliklerde varligi tayin edilmistir. Yiiksek
bitkilerin farkli organlarinda 6rnegin koklerinde farkli, yapraklarinda farkli gérevleri

vardir. Ancak endojen inhibitdrlerin oldugu yerlerde varligina rastlanmamaktadir.

Tirozinazin baglica iki tip reaksiyonu katalizledigi bilinmektedir. Bunlar;
monofenollerin  o-difenollere hidroksilasyonu (monofenolaz aktivite) ve o-
difenollerin o-kinonlara yiikseltgenmesi (difenolaz aktivite) dir. Her iki tepkime igin
de oksijen gereklidir. Isaretli oksijen-18 ¢alismalar1 monofenol tepkimesinde

hidraksilasyondan gelen molekiiler oksijenin kullanildigin1 gostermistir.
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1.4.2 Aktif Merkezin Yapisi

Kimyasal ve spektroskopik ¢aligmalar, tirozinazin aktif merkezinin hemosiyanine
benzer bicimde bir ¢ift bakir atomu icerdigini gostermektedir. Bu cift bakir g¢esitli
bicimlerde bulunabilir. Sistematik caligmalar bu bakir ¢iftinin bulunus bigimine gore

enzimin geometrik ve elektronik yapisint anlamimizda 6nemli olmustur.

Yiikseltgenmis bicimi (oksitirozinaz, Eoxy) iki tane tetragonal Cu(Il) atomu
icermektedir. Her biri iki giiglii ekvatoryal ve bir zayif eksensel His ligandlariyla
kordine olmus durumdadir. Dis taraftaki oksijen molekiilii peroksit olarak bag yapar

ve iki bakir atomuna koprii olusturur.

Mettirozinaz (Emet), ylikseltgenmis bi¢imi gibi iki tane tetragonal Cu(Il) iyonu
icerir. Antiferro manyetik ¢ift bir endojen koprii araciligiyla ¢ift haline gelir. Diger
perkoksit den gelen egzojen ligandlara ragmen merkezdeki bakira baglanir. Bu tiirevi
peroksit katilmasiyla oksitirozinaza ve peroksitin kayboldugu kisimlarinda
mettirozinaza geri donilisiimii gergeklesir. Saflastirma isleminden sonraki tirozinazin
son halinde % 85 met ve % 15 oksi formu karigim halinde bulunur. Ayrica yar1 met
tiirevin karisiminda esit degerde [Cu (I)— Cu (II)] bulundugu elektro paramanyetik
rezonans (EPR) spektroskopisi ile tespit edilmistir.

Deoksitirozinaz (Edeoksi), yapisinda [Cu (I)— Cu (II)] iceren deoksihemosistein
yapisina benzemektedir. Bu yap1 1938 yilinda Kubowitz firmasi tarafindan enzim
katekol ile indirgendigten sonra her bir Cu atomuna birer CO bagli olarak

aciklanmistir (Himmelwright ve ark., 1980).

Bu ii¢ halde de tirozinazin aktif merkezi monofenollerin o-hidroksilasyonuna ve
olusan difenollerin ylikseltgenmesine onciiliikk eder. Monofenolik substrat baglangigta
oksitirozinazin bakirlarindan birini eksensel pozisyona getirir. Trigonal bipiramit
yapisina dogru yeniden diizenlenen yapi peroksit bagi tarafindan monofenoliin
hidroksilasyonunu baslatir, su kaybeder ve EmetD kompleks formuna doniisiir. Bu
yapilar EPR ve X-ray calismalari ile desteklenmistir. Bu EmetD serbest difenol hali

olusturmak iizere;
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Emet + D > EmetD + 2H"

reaksiyonu ile difenolaz dongiisiiniin ilk adimi gergeklesir veya tekrar aktif
merkezindeki bag ile difenolat ylikseltgenmesi olur ve biniikleer bakir enzimi
olusturarak serbest bir kinon agiga cikar (Edeoksi). Oksitirozinaz daha sonra
molekiiler oksijeni kullanarak Edeoksi ye tekrar geri doner. Eger sadece difenol
varsa Eoksi hali difenolden o-kinona yiikseltgenerek antiferromanyetik iriinler
olusturan EoksiD haline doniisiir. Son halinde o-difenol o-kinona doniisiir ve Edoksi

halindeki enzimin bakir ¢ifti indirgenir (Solomon ve ark., 1981).
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BOLUM iKi
MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Cihaz ve Diger Ekipmanlar

Denemelerde Nova 1.9 yazilimi iceren Metroohm Autolab Tip 3 potansiyotat ile
ii¢ elektrot sistemi kullanilmigtir. Calisma elektrodu olarak karbon pasta ( cam tiip; 5
cm uzunlugunda ve 4 mm ¢apinda), referans elektrot Ag/AgCl ve karsit elektrot
olarak ise Pt elektrot kullanilmistir. Gilson P100 ve P1000 (Fransa) ve Yellow-Line
manyetik karistirici (Almanya) ve ultra saf icin USF-ELGA cihazi kullanildu.

2.1.2 Kimyasal Maddeler

Nujol (Sigma) mineral yag, Nafyon 117 (% S5’lik ¢ozeltisi) (Fluka Kimya),
Epinefrin hirokloriir (CoH;3NO3sHCI) (Sigma) (Ma = 183,204 g/mol ), HAuCl4
(Sigma), Sodyum sitrat tribazik (CsHsNa3;O72H,O(Sigma) (Tirozinaz mantardan)
(Sigma) (3130,87 Ul/mg), KH,PO4 (Carlo Erba), NaOH (Merck) ve diger biitiin
kimyasallar Sigma Chemical Co. (ABD)’dan alinmistir. Biitiin ¢ozeltiler calismadan

once hazirlanmis, ultra distile saf su kullanilmis ve analitik safliktadir.
2.2 Yontem
2.2.1 Altin Nanopartikiil Sentezi

Altin nanopartikiiller Turkevich metoduna gore sentezlenmistir (Cui R., ve ark.
2008). Bu yonteme gore 100 mL % 1’°lik tetrakloraaurik asit (HAuCly) ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu ¢ozelti 350 rpm’de 90°C’ye kadar 1sitildi. Daha sonra 5 mL % 1’°lik

trisodyum sitrat ¢ozeltisi indirgeyici olarak bu karigima eklendi. 4 dk sonra renk 6nce

mavi mora ve daha sonra sarap kirmizisina dondii. 30 dk daha 350 rpm’de
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karistirilarak sogutuldu. Nanopartikiill boyut Ol¢limii zeta potansiyel sayaci ile

gerceklestirildi.

2.2.2 Altin Nanopartikiil ve Tirozinaz Modifiyeli Altin Nanopartikiil Iceren

Karbon Pasta Elektrotlarin Hazirlanmasi

Karbon pasta (KP) elektrot dogrudan grafit tozu (0,7 g) ve mineral yagin (0,3 g)
homojen olarak karigtirllip pasta haline getirilerek hazirlandi. Hazirlanan pasta
kivamindaki grafit cam borulara dikkatli bir sekilde dolduruldu. Daha sonra
zimparalanmig bakir tel yartya kadar elektrodun ucuna takildi ve yiizey yagh kagit ile
diizlestirildi. AuNP modifiyeli elektrot (KP/AuNP) hazirlanmasinda ise 0,7 g grafit
tozu ile 40 pL AuNP karistirilarak ayni islemler uygulandi. Hazirlanan elektrot
ylizeyine 10 pL Tirozinaz enzim ¢o6zeltisi( 50 mM fosfat tamponunda pH: 7,0 )
damlatild1 ve desikatdrde 1 saat kurutuldu. Son olarak kuruyan yiizeye 5 pL. Nafyon
cozeltisi damlatildi ve desikatorde 45 dk kurutulmasi ile KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon

elektrodu hazirlandi.

2.2.3 Biyosensoriin Elektrokimyasal Davranist

Biyosensoriin  elektrokimyasal davramisini  anlamak i¢in;  KP/Nafyon,
KP/AuNP/Nafyon ve KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon olmak iizere ii¢ adet elektrot
hazirlandi. Hazirlanan bu elektrotlar 10 dk oksijen gazi gecirilmis ve pH: 7,0 fosfat
tamponunda hazirlanmig 200 uM Epinefrin (EP) ¢dzeltisi i¢cerisinde (+0,8)’den (-0,8)

V’a dogru 50 mV tarama hiz1 ile dongiisel voltamogramlar: alind1.

2.2.4 Tarama Hizimin Etkisi

50 mM pH:7,0 fosfat tamponunda hazirlanmis ve 10 dk oksijen gazi gegirilmis 0,2
uM EP ¢ozeltisinin KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrot dongiisel voltamogramlari
alindi. Dongiisel voltamogramlar (+0,8) - (-0,8) V araliginda tarama hizlar1 5, 20, 50,
100, 200, 500 ve 1000 mV/s olacak sekilde alind.
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2.2.5 Altin Nanopartikiil Miktar1 Optimizasyonu

Denemelerde 4 adet KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrot hazirland1 ve sirayla
grafit tozuna 10-20-30-40 ve 50 uL AuNP ilave edildi. Her bir elektrot i¢in pH:7,0
fosfat tamponunda hazirlanmis ve oksijen gazi ile doyurulmus 200 pM EP
cozeltilesinin katodik bolgede (+0,8) - (-0.8) V araliginda 50 mV tarama hiz1 ile

diferansiyel pulslar1 alindu.

2.2.6 Enzim Aktivitesinin Biyosensor Cevabi Uzerine Etkisi

Elektrot hazirlanirken enzim aktiviteleri sirayla 156,543, 313,080 ve 626,174
U/mL olacak sekilde elektrotlar hazirlandi. Her bir enzim aktivitesi i¢in hazirlanmig
elektrotlar ile sirsiyla 1-3-5-8 ve 10 uM EP c¢ozeltisinde Diferansiyel pulslar1 alindi.

Her bir aktivite i¢in EP konsantrasyonlarina kars1 pik akimlari ile grafikleri ¢izildi.

2.2.7 Optimum pH ve Oksijen Siiresininin Belirlenmesi

Optimim pH nin belirlenmesi amaciyla 50 mM fosfat tamponunda pH; 6, 6,5, 7,0,
7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0’da hazirlanmis ve 10 dk oksijen gazi gecirilmis 200 uM EP
cozeltilerinin KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrotla diferansiyel pulslar1 alindi.
Oksijen gecirme siiresinin belirlenmesi amaciyla da 200 uM EP igeren pH: 7,0 fosfat
tamponundan sirayla 5, 10, 15 ve 20 dk. Oksijen gazi gecirilerek gaz gecirme
sliresinin biyosensoriin cevabina etkisi incelendi. Elde edilen pik akimlarina kars1 pH

ve oksijen gecirme siirelerine karsilik grafikler ¢izildi.
2.2.8 Epinefrin I¢in Dogrusal Tayin Araligi

Yapilan denemelerde 0,05-500 uM araligindaki EP derisimleri i¢in katodik yonde
(+0,8) - (-0,8) V araliginda diferansiyel puls voltametresi ile Ol¢timler alindi. EP

derisimlerine kars1 pik akimlar1 ile ¢izilen kalibrasyon grafigi yardimiyla

biyosensdriin dogrusal tayin aralig1 ve tayin limiti belirlendi.
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2.2.9 Depo Kararliligi ve Tekrarlanabilirlik

Biyosensoriin depo kararliliginin belirlenmesi amaciyla,
KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrodun hazirlandig1 glinden itibaren 14 giin boyunca
biyosensdr cevabi izlendi. Biyosensorle hazirlandigi giin ve 2 giin araliklarla 200 uM
EP derisim i¢in Ol¢limler alindi. Bu siire zarfinda 6l¢tim alindig1 zamanlar disinda
biyosensor +4 ° C de bekletildi. Denemeler oda sicakliginda ve fosfat tamponunda

(pH 7,0 ; 50 mM) gergeklestirildi.

Tekrarlanabilirlik denemelerinde, KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrodu ile
katodik yonde (aralik yaz) diferansiyel puls voltametresi yontemiyle 7 6l¢iim alindu.
Elde edilen verilerden yaralanilarak ortalama deger (x), standart sapma (S.S) ve

varyasyon katsayisi (%V.K) hesaplandi.

2.2.10 Substrat Spesifikligi

Askorbik asit (AA) ve iirik asit (UA)’in hazirlanan elektrota herhangi bir girisim
yapip yapmadigr amperometrik olarak incelendi. 350 s. siiresince elektroda 100. s. de
200 uM EP, 150. s. de 200 uM AA, 200. s. de 200 uM EP 250. s. de 200 uM UA ve
300. s. de tekrar 200 uM EP ilave edilerek substrat spesifikligi belirlendi.

2.2.11 Ger¢ek Ornek Analizi

Gergek Ornek analizinde eczaneden alinan adrenalin ampiiller kullanilmistir. Her
bir ampul igerigi; 8,38 mg sodyum kloriir, 0,1 mg sodyum metabisiilfit, 1 mL
enjeksiyonluk su ve Img adrenalin igermektedir. 30 mL hiicrede 200 uM EP olacak
sekilde seyreltildi ve hazirlanan KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrotlar ile

diferansiyel puls voltamogramlar1 alind.
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BOLUM UC
DENEYSEL VERILER

3.1 Altin Nanopartikiil Karakterizasyonu

Tek kullanimlik kiivette, 25 °C de 319,2 keps ile yapilan 6lgiimde sonuglar tablo

3.1 dedir. Sentezlenen AuNP’nin olduk¢a homojen bir dagilim gosterdigi ve

ortalama 15,82 nm ¢apinda oldugu sekil 3.1’de goziikmektedir.

Tablo 3.1 AuNP boyutlar1 ve bunlarin yogunluk pikleri

Boyut (nm) | Yogunluk (%)

pik 1

15,82 44

Yougunluk (yiizde)
(=2}

0 \ 4 L 4 L
Boyut (nm)

Sekil 3.1 AuNP yiizde yogunluga kars1 nanometre boyutu grafigi

21



3.2 Ciplak Karbon Pasta, Altin Nanopartikiil Modifiyeli ve Tirozinaz Modifiyeli

Altin Nanopartikiil, Elektrotlarin Elektrokimyasal Davramslarinin incelenmesi

3.2.1 Dongiisel Voltametri ile Ciplak Karbon Pasta Elektrodun Elektrokimyasal

Davranisinin Incelenmesi

KP/Nafyon elektrotun 200 uM EP varliginda ve 50 mM pH:7,0 fosfat tampon
ortaminda alinan dongiisel voltamogramlari sekil 3.2 de verilmistir. Sekil 3.2 de b ile
gosterilen tampon ortaminda katodik ve anodik yonde herhangi bir pik gézlenmedi.
Buna karsilik EP varliginda -0,291V ve -0,492V da katodik yonde iki pik, anodik
yonde de -0,257V ve 0,124V da iki adet redoks ¢ifti piki gézlendi. Katodik yondeki
-0,291V ve -0,492V de ki piklerin akim degerleri sirasiyla 25,71 uA ve 48,57 uA,
anodik yondeki -0,257V ve 0,124V deki piklerinde akim degerleri sirasiyla 24,28 uA
ve 34,28uA olarak bulundu.

T T T T T T T T T
6ES |- a 4
4E5 |- -
2ES5 |- -

b =
o e — 4
2ES5 | —
6 4E5 |- B
g -6E-5 |- .
-8E-5 |- —
-0.0001 =
-0.00012 B
-0.00014 =
-0.00016 |- J

1 1 1 1 1 1 1 1 1

-08 -06 04 -02 0 02 04 06 08

Potansiyel (V)

Sekil 3.2 a) 50 mM pH: 7,0 fosfat tamponunda ve b) bu tamponda hazirlanmig 200 uM EP

¢ozeltisinde KP/Nafyon elektrodun dongiisel voltamogramlari
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3.2.2 Dongiisel Voltametri ile Alan Nanopartikiil Modifiye Karbon Pasta

Elektrodun Elektrokimyasal Davramisinin Incelenmesi

AuNP’nin EP nin elektrokimyasal reaksiyonuna etkisini incelemek i¢in
KP/AuNP/Nafyon elektrot hazirlandi. KP/AuNP/Nafyon elektrotun 200 uM EP
varhiginda ve 50 mM pH:7,0 fosfat tampon ortaminda alinan dongiisel
voltamogramlart sekil 3.3 de verilmistir. AuNP modifiyeli karbon pasta elektrotun
EP c¢ozeltisinde alinan voltamograminda, KP/Nafyon -elektrotun dongiisel
voltamogramina benzer sekilde -0,308V ve -0,500V da katodik yonde iki pik,
anodik yonde de -0,250V ve 0,163V’da iki adet redoks cifti piki gozlendi. Katodik
yondeki -0,308V ve -0,500V da ki piklerin akim degerleri sirasiyla 36,30 uA ve
46,70 wA, anodik yondeki -0,250V ve 0,163V da ki piklerinde akim degerleri
sirastyla 34,09 wA ve 77,27 uA olarak bulundu. AuNP lerin indirgenme yoniindeki
katalitik etkisinin bir sonucu olarak katodik yondeki -0,3V daki pik akiminda artig
gozlendi. Elektrot yiizeyinde indirgenen EP tiirii artisina baglh olarak anodik yonde

0,163V daki pik akiminda da artig gdzlenmistir.

000015

0.0001 -

SES5 -

Alam (A)

-SES -

-0.0001

-0.00015

-0.0002 - 4

-08 -06 -04 -02 0 02 04 06 08
Potansiyel (V)

Sekil 3.3 a) 50 mM pH: 7,0 fosfat tamponunda ve b) bu tamponda hazirlanmig 200 uM EP

¢ozeltisinde KP/AuNP/Nafyon elektrodun dongiisel voltamogramlari
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3.2.3 Tirozinaz Modifive Alan Nanopartikiil Karbon Pasta Elektrodun

Elektrokimyasal Davranisinin Incelenmesi

Tirozinaz  enziminin EP nin  elektrokimyasal reaksiyonuna  etkisi
KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrot ile dongiisel voltametriyle incelendi. 200 uM
EP varliginda ve 50 mM pH:7,0 fosfat tampon ortaminda alinan dongiisel
voltamogramlar: sekil 3.4 de verilmistir. Tirozninazin EP ile enzimzatik reaksiyonu
sonucu yapidaki difenoller kinon yapisina ylikseltgendi. Enzimatik reaksiyon sonucu
artan yiikseltgenmis EP tiir konsantrasyonuna bagli olarak katodik yondeki -0,469V
daki pik potansiyelinde de artig gozlendi. Katodik yondeki -0,469V daki pik akim
degeri 181,8 uA, anodik yondeki -0,223V ve 0,195V daki pik potansiyellerinin akim
degerleri sirastyla 84 uA ve 105uA olarak bulundu. Anodik ydneki pik akim
degerlerinin ylikselmesi de yiikseltgenen EP tiirlerinin katodik yonde indirgenmesine

bagli olarak anodik yondeki taramada artis gdstermistir.

0.0006 - -

00004 |- b / -

0.0002 - B

-0.0002 - —

Alam (A)

-0.0004 E

-0.0006 - ~

-0.0008 - 4

-0.001 -
1 1 1 1 I 1 1 1 1
-08 -06 -04 -02 0 02 04 06 08
Potansiyel (V)

Sekil 3.4 a) 50 mM pH: 7,0 fosfat tamponunda ve b) bu tamponda hazirlanmig 200 uM EP

¢ozeltisinde KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrodun dongiisel voltamogramlari
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3.2.4 KP/Nafyon, KP/AuNP/Nafyon ve KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon Elektrotlarin

Elektrokimyasal Davraniginin Karsilagtirilmasti

200 uM EP cozeltisinde  KP/Nafyon, KP/AuNP/Nafyon, ve
KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrotlarin dongiisel voltamogramlar1 sekil 3.5
verildi. EP’nin indirgenme yoniindeki pik potansiyelleri ve pik akimlar
karsilagtirildiginda (Tablo 3.2 ) altin nopartikiilin katodik yondeki pik akim
degerlerini arttirdig1, Tirozinazin EP ile enzimatik reaksiyonu sonucu yiikseltgenis
EP tiiriiniin derisimin artmasiyla katodik yondeki pik akim degerlerinde artma

gozlendi.

0.0006 - -

0.0004 -

0.0002 -

-0.0002 -

Alam (4)

-0.0004 -

-0.0006 -

-0.0008 -

-0.001 2

Potansiyel (V)

Sekil 3.5 50 mM pH: 7,0 fosfat tamponunda hazirlanmis 200 uM EP ¢ozeltisinde a) KP/Nafyon b)
KP/AuNP/Nafyon ve ¢) KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrotlarin dongiisel voltamogramlari
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Tablo 3.2 Elektrotlarin pik potansiyel ve akim degerleri

KATODIK ANODIK

Pik Pot. | Pik Pik Pik Pik Pik Pik Pik

(mV) Akim Pot. Akim Pot. Akim Pot. Akim

wA) | mV) @A) | MmV) | @A) | mV) | (uA)

KP/Nafyon -0,291 25,71 -0,492 | 48,57 -0,257 | 24,28 0,124 34,28
KP/AuNP/Nafyon | -0,308 36,30 -0,500 | 46,70 -0,250 | 34,09 0,163 77,27
KP/AuNP/ -0,469 181,8 - - -0,223 | 84,00 0,195 105,00
Tirozinaz/
Nafyon

3.2.5 Tarama Hizinin Etkisi

KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon modifiye elektrotun 200 uM EP ¢dozeltisinde

déngiisel voltamogramlari alinarak (sekil 3.6) Ip’ ye kars1 " egrileri olusturularak

(sekil 3.7) reaksiyonun elektrokimyasal analizi yapildi ve taram hiz1 50 mV olarak

belirlendi. Bunun sonucunda biyosensor i¢in 5-1000 mV/s arasit tarama hizinda

akimin dogrusal olarak degistigi gozlendi. Buna bagl olarak akimin yari-sonsuz

lineer difiizyon kontrollii oldugu bulundu.

0.0008

0.0006

0.0004

0.0002

0.0002

0.0004

Ak (A)

0.0006

£0.0008

£0.001

00012

0.0014

00016

00018

T

Potansiyel (V)

0

0.2

0.4

06

0s

Sekil 3.6 50 mM pH:7,0’de hazirlanmig 200 uM EP ¢ozeltisinde a)5 b)20 ¢)50 d)100 €)200 £)S00 ve

2)1000 mV/s tarama hizlarinda KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrodun dongiisel voltamogramlar1
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Sekil 3.7 Tarama hizlarinin karekokiine karsilik ¢izilen pik akim degerleri

Tablo 3.3 KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrodun 200 pM EP ¢ozeltsindeki pik potansiyelleri ve pik
akim degerleri

Tarama Tarama Hizimmn | Pik Akim
Hizi (mV) | Karekokii (v'?) | Potansiyeli (V) | (nA)

5 2,2361 0,2937 1,0193
20 44721 0,2937 3,4952
50 7,0711 0,3035 13,601
100 10 0,3132 18,867
200 14,1421 0,323 29,794
500 22,3606 0,3474 46,797
1000 31,6227 0,3743 66,581

3.3 Altin Nanopartikiil Miktarinin Biyosensor Cevabi Uzerine Etkisi

Sekil 3.8 ve 3.9 de AuNP miktarinin (5, 10, 20, 40 ve 50 uL) 200 uM EP’nin
akim cevabina etkisi gosterildi. En yiiksek akim degeri 40 uL. AuNp iceren elektrotla
alindi. Bundan sonraki denemelerde AuNP miktar1 olarak 40 puL kullanildi. Yapilan
caligmalarda AuNP miktarindaki artisa baglh olarak akim degerinde goriilen azalma
direngteki artmaya, grafitin aktif oraninin azalmasina ve elektrotun ¢ift tabakasinda

meydana gelen kapasitif akima baglanabilir. (Liu S., ve ark. 2002)
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Potansiyel (V)

Sekil 3.8 a)5, b)10, ¢)20, d)40 ve ¢)50 uL AuNP igceren KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrodun 200

uM EP ¢ozeltisindeki diferansiyel puls voltamogramlari

25

20

Akim (pA)

15

10

O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

AuNP (uL)

Sekil 3.9 200 uM EP i¢in AuNP miktarinin etkisi

28



Tablo 3.4 AuNP miktarlarina bagl olarak pik potansiyelleri ve pik akim degerleri

AuNP | Pik Akim

(nL) Potansiyeli (V) | (uA)
5 -0,3064 9,845
10 -0,3065 6,2775
20 -0,3071 10,92
40 -0,3114 21,44
50 -0,3064 12,92

3.4 Enzim Aktivitesinin Biyosensor Cevabt Uzerine etkisi

Kullanilan Tirozinaz miktarlarinin biyosensoér cevabina etkisi sekil 3.10 da
gosterildi. Sekil 3.11 de goriildiigii gibi enzim aktivitesi 156,54 U/mL den 313,087
U/mL ye ¢iktiginda akim degerlerinde ve dogrusallikta artis gozlendi. 626,174 U/mL
enzim kullanilarak hazirlanan biyosensérde ise akim farkinin ve dogrusalligin
313,087 U/mL enzim kullanilarak hazirlanan biyosensdre oranla diistiigii
goriilmiistiir. Bunun nedeni enzim konsantrasyonun artmasinin AuNP’iin dagilimim
azaltmasi ve dolayistyla iletkenligi azaltmasi olarak agiklanabilir. 313,087 U/ml en
iyi enzim miktar1 sec¢ilmis ve bundan sonraki c¢alismalar bu parametre dikkate

alinarak yapilmistir.
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Sekil 3.10 A) 156,54, B) 313,087 ve C) 626,174 U/mL tirozinaz enzim aktivitesi igeren
KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrodun a) 10, b) 30, c¢) 50, d) 80 ve e) 100 uM EP ¢ozeltilerindeki

diferansiyel puls voltamogramlari
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Sekil 3.10 A) 156,54, B) 313,087 ve C) 626,174 U/mL tirozinaz enzim aktivitesi igeren
KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrodun a) 10, b) 30, c¢) 50, d) 80 ve e) 100 uM EP ¢ozeltilerindeki

diferansiyel puls voltamogramlari (devami)

Tablo 3.5 Tirozinaz miktarlarina bagli olarak elde edilen akim degerleri

Tirozinaz aktivitesinin akimlar1 (uA)
EP derisimi
(uM) 156,54 U/mL. | 313,087 U/mL | 624,174 U/mL
10 0,12 2,43 0,367
30 2,63 11,26 4,82
50 6,1 22,68 14,55
80 11,33 37,77 31,13
100 13,89 44,15 40,89
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El 45 | P15654UmLTyr
2 y = 0.4784x - 2.1751
n

E 0 313,087 U/mL Tyr R2 = 0.99441
< 4624,174 U/mL Tyr

35
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Sekil 3.11 Tirozinaz aktivitesinin biyosensor cevabina etkisi
3.5 pH ve Oksjen Gegirme Siiresinin Biyosensor Cevabi Uzerine Etkisi

Protein yapisindaki enzim molekiillerin katalitik aktivitesi pH a bagimli olarak
etkilenmektedir. pH-aktivite degisimi hakkindaki bilgiler biyosensoriin ¢alisma
kosullarin belirlenmesi agisindan 6nemlidir. Epinefrin biyosensoriiniin optimum
pH s belirlemek amaciyla yapilan denemelerde elde edilen pH ve pik akim
degerleri arasinda cizilen grafik ve diferansiyel puls voltamogramlar1 sekil 3.12 ve
3.13 de verilmistir. Optimum pH degeri 7,0 olarak bulundu. Bulunan pH degeri

serbest enzimin pH degeri ile uyumludur.

Aktif merkezinde Cu®" atomlart bulunan tirozinaz enzimin rejenere olmasi
bakimindan ortamdan gegirilen oksijen siiresi 6nemlidir. EP ile enzimatik reaksiyon
sonucunda EP yiikseltgenerek kinon yapisi olusurken tirozinaz enzimi indirgen
forma doniisir. Bu durumda aktif merkezdeki indirgenen Cu*" atomlarinin
yiikseltgenmesi gerekir. Bu amagla reaksiyon ortamindan 6l¢iim 6ncesi 5, 10, 15 ve
20 dk oksijen gaz1 gegirilerek biyosensor cevabina etkisi incelendi. Sekil 3.14 ve 15

den goriildiigli gibi optimum oksijen gazi gecirme siiresi 10 dk olarak bulunmustur.
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Sekil 3.12 A) pH 2)6,0, b)6,5, ¢) 7,0, d)7,5 ve B) pH a)8,0, b)8,5, ¢)9,0 i¢in 50 mM fosfat tamponunda
hazirlanmig 200 uM EP i¢in elde edilen DP’ler
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Tablo 3.6 KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrodun farkli pH’lardaki pik potansiyel pozisyonlari ve
akim degerleri

Pik Akim
pH Potansiyeli (V) (nA)
6 -0,2661 58,95
6,5 -0,2862 60,7
7 -0,3114 63,12
7,5 -0,3464 49,57
8 -0,3719 27,41
8,5 -0,397 19,76
9 -0,4575 20,03
é 70 1
E 60 A
=<
<
50 A
40 -
30 1
20 1
10 A
O T T T T T T T 1
5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5

pH

Sekil 3.13 pH degerlerine karsilik pik akim degerleri grafigi
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Tablo 3.7 Oksijen gazi gegirme siiresine bagli olarak pik potansiyel pozisyonlart ve pik akim

03 -025
Potansiyel (V)

degerleri
Oksijen Pik Akim
Gazi (dk) |Potansiyeli (V) |(nA)
5 -0,3064 48,26
10 -0,3064 66,02
15 -0,3165 38,62
20 -0,3086 37,95
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1
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Sekil 3.15 Oksijen gazi gecirme siiresine karsilik pik akimlari grafigi
3.6 Epinefrin Icin Dogrusal Tayin Arahig

Gelistirilen KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon modifiye biyosensoriiniin hazirlama ve
caligma kosullarinin optimizasyonu sonrasinda, karakterizasyonu amaciyla Epinefrin
icin Ol¢lim araligi belirlenmistir. Sekil 3.16 gosterilen diferansiyel puls
voltamogramlart ile elde edilen sonuglarla Sekil 3.17 de EP konsantrasyonlarina
karsilik akim degerleri arasinda ¢izilen grafik verilmistir. Sekil 3.17 de gorildiigii
gibi EP nin 5 ile 500 uM arasindaki derisim araliginda dogrusal oldugu bulunmustur
(= 0,9951). 500 uM iizerindeki EP derisimlerinde grafik dogrusalliktan

sapmaktadir.
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Sekil 3.16 KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrodun 5 ile 500 uM derisimlerindeki EP ¢ozeltisindeki

diferansiyel puls voltamogramlari
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Sekil 3.17 KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrodun 5 ile 500 uM EP derisimlerine kars1 pik akim
degerleri grafigi (Elektrodun ¢alisma araligi)
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Tablo 3.8 EP derigimlerinin pik potansiyel pozisyonlar1 ve pik akim degerleri

EP derisimi Pik Akim
(M) Potansiyeli (V) | (nA)
5 -0,29633 1,79
50 -0,29633 22,54
100 -0,29633 41,05
200 -0,28625 71,55
500 -0,29129 157,7

3.7 Biyosensoriin Depo Kararliligi ve Tekrarlanabilirligi

Hazirlanan biyosensor her iki giinde bir olacak sekilde 200 uM EP ¢ozeltisinde 14
giin boyunca takip edilmistir (Sekil 3.18). Biyosensoriin bekledik¢e pik akimi
degerlerinde diisme ve potansiyel pozisyonlarinda kayma oldugu gdézlenmistir (Tablo

3.9). 14 giin sonunda elektrodun hala % 65 oraninda cevap verdigi goriilmiistiir.

Tablo 3.9 Biyosensoriin 14 giin sonunda elde edilen % biyosensdr cevabi ve pik akim degerleri

Akim Biyosensor
Giin (nA) Cevabi (%)
1 77,08 100
2 73,81 95,75
4 70,71 91,73
6 66,19 85,87
8 62,62 81,24
10 61,22 79,42
12 55,47 71,96
14 50,22 65,15
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Sekil 3.18 Depo karalilig1 grafigi

16

Giin

Bu c¢aligmada hazirlanan Epinefrin biyosensoriiniin  tekrar kullanilabilirligi

incelendi. Cozelti igerisinde 200 uM Epinefrin olacak sekilde 7 kez tekrar edilen

Olglimler ve ¢izilen standart grafik yardimiyla 6rnek derisimleri saptanmis ve

ortalama deger (x), standart sapma (S.S) ve varyasyon katsayisi (V.K.) sirasiyla;

218,56 £3,53 uM ve % 1,615°dir.

Tablo 3.10 Ozdes elektrotlarin 200 uM EP ¢ézeltisindeki pik potansiyelleri ve pik akimi degerleri

g:ﬁl:;nan Pik | . Akim z(;l[;antrasyon
numarasi Potansiyelleri (V) |(pA)

1 -0,3114 72,47 215,08

2 -0,3014 74,88 222,92

3 -0,3014 74,54 221,81

4 -0,3014 73,70 219,08

5 -0,3014 73,57 218,66

6 -0,3014 74,08 220,32

7 -0,28625 71,55 212,08
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3.8 Biyosensoriin Substrat Spesifikligi

Biyosensoriin AA ve UA’e olan cevabini incelemek i¢in yapilan amperometrik
calismada EP ilave edilen 100., 200. ve 300. s’de akim farklanmasi goriiliirken
AA’in ilave edildigi 150. s ve UA’in ilave edildigi 250. s’de akim degerlerinde
farklanma goriillmemistir (Sekil 3.19).

JAES6 & E

JAES - 4 E

36E6 | {\“\—\_—/r.’-/ E
JTESE
AA

38E-6 |

Akim (A)

EE

39E6 |

AE6 | ! E

e

4IES 3

44ES B Il ! 1 ! 1 Il i_o
50 100 150 200 250 300 350
Siire (s)

Sekil 3.19 (-340) mV’da biyosensore uygulanan substrat spesifikliginin incelenmesi. 100. s. de 200
uM EP, 150. s. de 200 uM AA, 200. s. de 200 uM EP 250. s. de 200 uM UA ve 300. s. de tekrar 200
uM EP ilave edilmistir.

3.9 Ger¢ek Ornek Analizi

Icerisinde 200 pM EP olacak sekilde seyreltilen adrenalin ampiillerin
KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrodu ile (+0,8) ile (-0,8) V araliginda 50 mV
tarama hiz1 ile alinan DP voltomagrami ortalama deger, standart sapma 193,342.89

ve varyasyon katsayisi % 1,49 olarak bulundu (n=3).
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BOLUM DORT
TARTISMA VE SONUCLAR

Bu c¢alismada karbon pasta elektrot, altin nanopartikiil ile modifiye edilerek
Tirozinaz biyosensorii hazirland1 ve hazirlanan bu biyosensor ile Epinefrin tayini
gerceklestirildi. Ilk asama olarak AuNP sentezlendi ve karakterize edildi. Ortalama
15,82 nm ¢apinda homojen nanopartikiil elde edildi. Yapilan denemelerde ilk olarak
AuNP’nin ve Tirozinaz’in etkisi olup olmadig: arastirildi. Dongiisel voltamogramlar
tayin edilecek pik potansiyellerinde AuNP’iin ve Tirozinaz’in katalitik etkinliklerinin

varligin1 kanitlamaktadir.

Tarama hizinin etkisi incelendiginde; tarama hizlarina karsilik akimlar
cizildiginde egimin 0,5’e yaklasmasi (grafik 3.7) ve tarama hizlarmin karekokleri
alinarak akim degerlerine karsilik ¢izilen grafikte okunan korelasyon katsayisinin
degerinin 0,9960 (grafik 3.7) olmasi1 bize reaksiyonun diflizyon kontrollii oldugunu

gostermektedir.

KP/AuNP/Tirozinaz/Nafyon elektrotlarda 40 pL AuNP’ye kadar pik akimlarinda
artts olmaktadir. Bu artis nanopartikiilin elektrokatalitik olarak etkinligini
gostermektedir. Nanopartikiiller elektrot yiizeyindeki elektron transferini arttirmistir.
40 pL’den daha fazla AuNP ilave edildiginde hazirlanan karbon pastanin aktif grafit
oraninin azalmasi ve direng de bir artisa meydana gelmesi ile pik akimda bir azalma
gozlenmistir. Bu durum elektrodun ¢ift tabakasinda meydana gelen kapasitif akima

baglanabilir.

Enzim aktivitesinin optimizasyonunda enzimin aktivitesi arttik¢a o-kinon tiirlerin
indirgenmesinin artmasiyla pik akimlarinda artiy meydana gelmistir. Denemelerde
enzim korelasyon katsayisi iyi olan  (r’= 0,9944) ve akim degerlerini en yiiksek

veren 313,087 U/mL lik enzim aktivitesi kullanildi.
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Oksijen gaz1 gecirme siiresi optimize edilerek 10 dk degeri bulundu. Oksijen
Enzimin aktif merkezinde bulunan Cu atomlarinin rejenerasyonunu saglamaktadir.
Caligmalar, ortamdan 10 dk silireyle oksijen gazi gecirilerek yapildi. Serbest
Tirozinaz enziminin optimum pH aktivitesi 6,5-7,0 araligindadir. Aktif merkezinde
bulunan Cu®" iyonlarinin elektrokimyasal reaksiyonlari, His aminoasidinin yiikii ve
enzimin li¢ boyutlu yapis1 enzimin optimum pH sini1 belirler. Denemelerde optimum

pH 7,0 olarak bulundu ve ¢alismalarda bu pH kullanildu.

Biyosensoriin ~ optimizasyon kosullar1  tamamlandiktan sonra, belirlenen
degerlerler altinda dogrusal tayin araligi belirlendi. 5 ile 500 uM arasindaki EP
konsantrasyona karsilik akimlar alindi. Bu ¢aligma araliginda biyosensoriin
korelasyon katsayist 0,9951 olarak bulundu. 500 uM EP derigsimin iizerinde ki DP

akimlarinda ¢alisma elektrodunun artik EP i¢in doygunluga ulastigi goriilmiistir.

Biyosensoriin tekrarlanabilirligi i¢cin standart sapma (S.S) : 3,53 (n=7) ve
varyasyon katsayist (% V.K) : % 1,62 olarak bulundu. Tayin alt sinir1 hesabi; 5 uM
EP i¢in okunan akim degerlerinin (n=3) standart sapmasinin hesaplanmas1 (+£0,24
uM) ve bunun (3xS.S)/m formiiliinde yerine konmasi ile 2,29 uM olarak hesaplandi.
EP tayinine yonelik yapilan calismalar géz oniline alindiginda, tasarlanan karbon
pasta elektrodun iyi bir g¢alisma araliina ve tayin alt sinirina sahip oldugu

sOylenebilir.

Biyosensoriin depo kararliligina bakildiginda 14. giinde sensor hala % 65
oraninda cevap vermektedir. Biyosensoriin ylizeyinde bulunan flor yiikli iyonlar
iceren Nafyon ¢ozeltisi sayesinde AA ve UA herhangi bir girisimde bulunmamustir.
Bu calismada gelistirilen biyosensoriin diger elektrotlarla karsilagtirilmasi tablo

4.1°de verilmistir.

Sonug olarak tez kapsaminda hazirlanan altin nanopartikiil modifiyeli Tirozinaz
biyosensorii kolay hazirlanmasi, ucuz olmasi, ekstra saflagtirma basamaklari
gerektirmemesi gibi avantajlar1 sayesinde Epinefrin tayini i¢in elektrokimyasal

sistemlerde kullanilma avantajina sahiptir.
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Tablo 4.1 Gelistirilen biyosensoriin diger biyosensorle karsilastiriimasi

Elektrot tiiri Method | Calisma Tayin alt Kaynaklar
arahgi (uM) | simir1 (uM)
Au/MPA/CA/AuNP/AuE DV 0,1-700 0,042 Luczak,
ve DP 2009
Nano-Au/CA/GC DV 0,1-500 0,040 Yang ve
ve DP ark., 2007
TDPA/CA/AuNP/AuE DV 0,1-0,75 0,082 Luczak,
2009
Au-NPs/AuE DV 0,1-1 ve 0,060 Wang ve
10-200 ark., 2006
PPy/AuNP/SWCNT- DV 0,04-0,1 0,020 Luve
AuE ve DP ark., 2011
Aktiflendirilmis/GC DP 0,1-500 0,089 Qiao ve
ark., 2008
Poli (kafeik asit)/GC DV 2-80 0,200 Ren ve
ark., 2006
PXSP/GC DV 0,1-560 0,080 Enfasi ve
ve DP ark., 2010
AuNP/PAn-LB/GC DV 0,4-100 0,080 Zou ve
ve EIS ark., 2013
KP/AuNP/Tirozinaz DV 5-500 2,290 Bu ¢alisma
/Nafyon ve DP

Kisaltmalar: DV: dongiisel voltametri, DP: diferansiyel pulse volatmetri, EiS: elektrokimyasal
impedans spektroskopi, MPA: merkapto propiyonik asit PPy: polipirol, SWCNT: tek duvarli karbon
natiip, AuE: altin elektrot, TDPA: tiyodipiropiyonik asit, CA: sisteamin, GC: camsi karbon elektrot,

PXSP: poli (p-kilenosiilfofitelein), PAn: polianalin, LB: Langmuir-Blodgett teknolojisi
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