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Stiperoksit dismutazin (SOD) dogrudan elektron transferine dayanan biyosensori,
stiperoksit radikallerinin (O,") tayini ic¢in gelistirildi. Biyosensor platin elektrot
yiizeyine SOD’un jelatin-karboksimetilseliiloz (J-KMS) icine immobilizasyonu ile
yapildi. Sensor ksantin-ksantin oksidaz (Ks-KsOD) sisteminin trettigi O, ’lerin
elektrokimyasal tayininde c¢alisildi. J-KMS-SOD  biyosensoriiniin - tepkisi O,
konsantrasyonu ile orantilidir. Biyosensor performansini etkileyen parametreler
incelendi. Immobilize SOD biyosensérii, O, ’ne yiiksek Kkatalitik aktivite gosterdi.
SOD’un J-KMS’ye immobilizasyonu, enzim c¢evresinde biyouyumlu mikrogevre
saglamis ve enzimin aktivitesini verimli bir sekilde kararli hale getirmistir. Gelistirilen
biyosensor O, tayini igin yiiksek segicilik, diisiik tayin sinir1, uzun stireli kararlilik gibi
onemli analitik 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir. J-KMS-SOD biyosensorii, O,
nin olugmasiyla 2s i¢inde hizli bir sekilde O, ’ye cevap vermistir. Biyosensor tekrar
kullanilabilir ve uygun saklama kosullarinda kararli kalmistir. SOD biyosensori,
asetilsalisilik asit bazli ilaglarin serbest radikalleri uzaklastirmasi ozelliklerinin ve
saglikli, kanserli insan dokularimin antiradikal aktivitelerinin tayininde kullanilmaistir.
Biyosensor ayni zamanda kuraklik, tuz, sofuk, agir metal stresine maruz kalmig
domates bitkilerinde siiperoksit tayini i¢in test edilmistir.

Agustos 2011, 91 sayfa

Anahtar Kelimeler: Jelatin, Karboksimetilseliiloz, Siiperoksit radikali, Siiperoksit
dismutaz, Biyosensor.



ABSTRACT

Master Thesis

OZGE KOCABAY

DEVELOPMENT OF GELATIN-CARBOXYMETHYLCELLULOSE-SUPEROXIDE
DISMUTASE BIOSENSOR

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emel EMREGUL

A novel biosensor based on direct electron transfer of superoxide dismutase (SOD) was
fabricated for the determination of superoxide radicals (O,”). The biosensor was
constructed by immobilization of SOD, in gelatin-carboxymethylcellulose (G-CMC) on
a platinum electrode. The sensor worked by electrochemically detecting the O,”
generated by a xanthine-xanthine oxidase system. The response of the G-CMC-SOD
biosensor was proportional to O, concentration. Parameters affecting the performance
of the biosensor were also investigated. The immobilized SOD exhibited high
catalytical activity towards O,”. Immobilization of SOD on G-CMC provides a
biocompatible microenvironment around the enzyme, and stabilizes the activity of
enzyme efficiently. The developed biosensors were demonstrated to possess striking
analytical properties for O, determination, such as high sensitivity, low detection limit
and long term stability. The G-CMC-SOD biosensor responded immediately to O,
within 2s during the generation of O,". The biosensor is reusable and remains stable
under adequate storage conditions. The biosensor was used to determine the free
radicals removal properties of acetylsalicylic acid-based drugs, antiradical activities of
the healthy and cancerous human tissues. The biosensor was also tested to investigate
the O, in tomato plants which exposed to drought, salt, cold, heavy metal stress.

August 2011, 91 pages

Key Words: Gelatin, Carboxymethylcellulose, Superoxide radical, Superoxide
dismutase, Biosensor.
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1. GIRIS

Cagimizin hastaliklar1 arasinda sayilan kanser, diabetes mellitus, ateroskleroz, AIDS
gibi pek cok metabolik hastaligin kaynagimin organizmada olusan serbest radikaller
oldugu disiiniilmektedir. Serbest radikaller, yapilarinda bir veya daha fazla sayida
ortaklanmamis elektron tasiyan atom ya da molekiillerdir. Biyolojik yasamlari igin
oksijene gereksinim duyan organizmalarda bulunan serbest radikaller arasinda en
onemlileri oksijen serbest radikalleridir. Bunlardan bagka, nitrik oksit (NO) ve NO ile
stiperoksit radikali (O,") reaksiyonu sonucu olusan peroksinitrit anyonu (ONOQO") da
organizma i¢in toksik etki yaratir (Feldman vd. 1993, Marletta 1993, 1994, Aruoma
1994, Halliwell 1997).

Aerobik canlilarda reaktif oksijen partikiillerinin (ROP) toksik etkilerinin ortadan
kaldirilmasinda antioksidan savunma sistemleri gorev almaktadir. Biyolojik sistemlerde
en ¢ok olusan radikallerden biri siiperoksit radikalidir (O,"). Bu radikal, biyolojik
sistemlerde daha reaktif ¢esitlerine doniistiiriildiigiinden, O, ’lerin ¢ok toksik oldugu
diisiiniilmektedir. Siiperoksit radikallerinin artisiyla, dogrudan ya da dolayli yollardan
hiicre biiylimesi, mutagenez, hiicre Oliimiiniin yavaslamasi gibi sonuclar olusur. Bu
yizden, O,” konsanrasyonunun Kkantitatif tayini ve antioksidan bilesiklerin yararli
etkileri ¢ok ilgilidir. Normal kosullarda canli organizmada, serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma sistemleri dengede tutulmaktadir. Her iki sistemin birbirleriyle
etkilesmeleri, gerek normal hiicre fonksiyonlarinin devaminda gerekse patolojik
olaylarin gelismesinde veya Onlenmesinde ya da patolojinin mekanizmasinin
anlagilmasinda son derece onemlidir. Klinik agidan son derece onemli olan serbest

radikallerin hizli ve dogru bir sekilde tayin edilmesi gerekmektedir.

Stiperoksit radikallerinin tayininde genel olarak, ESR (Carey vd. 1984),
kemiliiminesans (Prasad vd. 1989) veya semikantitatif kolorimetrik testler (Fridovich
1970, Halliwell 1981) kullanilir. Protein kimyasinda elektrokimyasal temelli
sistemlerde ve biyolojik sistemlerde ¢alismalardaki 6rneklere en kiiciik karsilikli, es
zamanli Ol¢im yontemleri tercih edilmektedir. Son yillarda temeli elektrokimyasal

sensorler (Tammeveski vd. 1998) ve biyosensdrlere (Naughton vd. 1993, Sang vd.



1995, Lvovich ve Scheeline 1997) dayanan baz1 elektrokimyasal yontemler
gelistirilmistir. Siiperoksit radikali veya nitrik oksit gibi reaktif taneciklerin tayini i¢in
dogrudan protein elektrokimyasinin kullanimi oldukga ilgi ¢ekmektedir. Bu radikalllerin
biyolojik sistemlerde Onemi biiyliktiir. Siiperoksit analizi ic¢in siiperoksit dismutaz
(SOD) enzimi ile hazirlanan enzim elektrotlar1 kullanilmaktadir (Ohsaka vd. 2002, Ge
vd. 2003).

Elektrokimyasal temelli, polimelerle hazirlanan enzim membranli biyosensorlerle
olusturulan enzim elektrotlar1 yapiminda, enzimin olusturulan polimerlestirilmis film
icine hapsedilmesi gii¢lii ve ¢ok yonlii bir immobilizasyon teknigidir (Malitesta vd.
1990). Bu basit teknik, monomer ve enzim igeren ¢ozeltiye elektrotun daldirilmasi ve
elektrot yiizeyinde elektrosentezlenmis filmin olusturulmasindan ibarettir. Bu teknik tek
basamakli ve olduk¢a hizlidir. Filmden enzim sizintis1 ise metodun dezavantajidir.
Polimer ylizeyine enzimin kovalent baglanmasi, tekrar kullanilabilir enzim elektrotlar
olusturmada kolaylik saglamaktadir. Bu amacgla degisik c¢apraz baglayicilar
kullanilmaktadir. En sik kullanilanlar1 epiklorhidrin, glutaraldehit ve 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimittir (Curulli vd. 2001). Bu yontemde biyosensoriin cevap

zamani hizlanmaktadir.

Bu ¢aligmada, O," tayininde spesifik, duyarli, hizli ve kolay sonug¢ verecek SOD
biyosensorii gelistirilmistir. Bu amagla, jelatin-karboksimetilseliiloz (J-KMS) enzim
immobilizasyonunda tasiyict materyal olarak kullanilmis ve SOD enzimi capraz
baglayic1 glutaraldehit kullanilanilarak platin (Pt) elektrot ylizeyine immobilize
edilmistir. Immobilizasyon kosullarinin optimize edilmesi i¢in enzim konsantrasyonu,
capraz baglayici konsantrasyonu, J-KMS oranlar1 gibi degisik parametreler kimyasal ve
elektrokimyasal olarak calisilmis ve elde edilen sonuglar karsilagtirilmistir.
Immobilizasyon kosullar1 optimize edildikten sonra SOD elektrotu gelistirilmistir.
Ksantin (Ks) ve ksantin oksidaz (KsOD) enzimi kullanilarak O,” invitro
olusturulmustur. Stiperoksit radikali “Gamry Instruments Framework

Chronoamperometry” kullanilarak amperometrik olarak tayin edilmistir.



Tekrar kullanilabilirlik, cevap zamani ve saklama kosullar1 gibi analitik parametreler
calisilmigtir. Gelistirilen SOD biyosensorii asetilsalisilik asit bazli ilaglarin serbest
radikalleri uzaklastirmasi 6zelliklerinin tayininde ve saglikli, kanserli insan dokularinin
antiradikal aktivitelerinin tayininde kullanilarak biyosensoriin  g¢alisilirligi  ispat
edilmistir. Gelistirilen biyosensor kuraklik, tuz, soguk, agir metal stresine maruz kalmig
domates bitkilerinde siiperoksit tayini i¢in kullanilmig, biyosensoriin yanit1 test

edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Serbest Radikaller

Atomlarda elektronlar orbital adi verilen uzaysal bolgelerde ciftler halinde bulunur.
Atomik ya da molekiiler yapilarda ¢iftlenmemis bir veya daha fazla elektron tasiyan, dis
yoriingelerinde kisa bir siire de olsa bir ya da daha fazla sayida ortaklanmamig elektron
bulunduran atom ya da molekiiller serbest radikaller veya reaktif tiirler olarak tanimlanir
(Salvemini ve Botting 1993). Ancak, birden fazla ortaklanmamis elektron igermesine
ragmen gecis metalleri ve lantanit iyon kompleksleri bu tanim igine girmez. Serbest
radikaller pozitif yiikli (katyon), negatif yiiklii (anyon) veya elektriksel olarak ndotral

olabilirler.

Serbest radikaller genelde son derece reaktiftir ve diger molekiillerle hizli bir sekilde
reaksiyona girme egilimleri vardir, bunun yani sira dayaniksizdirlar ve yar1 omiirleri
kisadir. “Radikal” ve “serbest radikal” terimleri genelde es anlamli kullanilmakla
beraber, bir radikal bir ¢ozelti kafesi icinde hapsolmus veya baska bir molekiile
baglanmis durumda olabilir. Radikaller, yanma, atmosfer kimyasi, polimerlesme
kimyasi, biyokimya ve pek ¢ok bagka kimyasal siirecte dnemli rol oynar. 1900 yilinda
Michigan Universitesi’ nden Moses Gomberg tarafindan betimlenen trifenilmetil

radikali, ilk tespit edilmis organik serbest radikal olmustur.

Molekiiliin yapisina bagh olarak serbest radikaller, oksijen merkezli (siiperoksit; O,",
hidroksil; OH", peroksil; ROO™), karbon merkezli (triklorometil; CCI;") ve kiikiirt
merkezli (tiyol; RS") olarak adlandirilirlar (Halliwell ve Chirico 1993; Aust vd. 1993).
Bunun yani sira nitrik oksit radikali (NO") ve azot dioksit radikali (NO;") de tek sayida

elektron tasidiklarindan serbest radikaller arasinda yer alirlar (Darley-Usmar 1996).

Serbest radikaller bazi biyolojik siireclerde 6nemli rol oynar, bunlarin bazilar1 yasam
icin gereklidir. Biyolojik sistemde en c¢ok oksijen serbest radikalleri bulunmaktadir.

Aerobik ortamin vazgegilmez pargast olan oksijen, ortaklanmamis elektronlar



nedeniyle indirgenme egilimindedir ve bu ylizden toksik 6zellik gosterir. Hiicre ici
gerekli oksidasyon reaksiyonlari ile oksijen suya kadar indirgenir. Ancak, reaksiyonlar
sirasinda oksijenin indirgenemedigi durumlar da ortaya cikar ve serbest radikaller
olusur. Serbest radikallerin hiicrede yaratacag: etkiler, radikalin yapisina ve olustugu
bolgeye baglidir. Biyolojik sistemde, bagka molekiillerle ¢cok kolay elektron aligverisine
giren bu molekiillere “oksidan” veya “reaktif oksijen partikiili (ROP)” de denir
(Halliwel 1991a).

Reaktif oksijen partikiilleri oksijenin normal metabolizmasiin bir yan iriinii olarak
olusurlar ve hiicre sinyalizasyonunda 6nemli rol oynarlar. Reaktif oksijen partikiillerini

3 grupta inceleyecek olursak ¢izelge 2.1°deki gibi bir siniflandirma yapilir.

Cizelge 2.1 Reaktif oksijen partikiilleri

Radikaller Siiperoksit radikal (O,")
Hidroksil radikal ( OH™)
Alkoksil radikal (RO™)

Peroksil radikal ( ROO"™)

Radikal Olmayanlar Hidrojen peroksit ( H,O; )
Lipid hidroperoksit ( ROOH )
Hipoklorik asit ( HOCI)
Singlet Oksijen Oksijenin biradikal

dogasindan kaynaklanan

radikal 6zeligi tagimaktadir.
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- +
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karbon radikali

Sekil 2.1 Reaktif oksijen partikiillerinin olusumu

Molekiiler oksijenin (O,) suya indirgenmesi sirasinda ortaya ¢ikan ROP’ lar hiicrelerin
sitokrom komplekslerinde meydana gelirler (Onar 1990). Reaktif oksijen partikiilleri,
cesitli serbest radikallerin olusturdugu serbest radikal zincir reaksiyonlarin
baglatabilirler ve,

- karbon merkezli organik radikaller (R"),

- peroksit radikalleri (ROO"),

- alkoksi radikalleri (RO"),

- tiyil radikalleri (RS"),

- siilfenil radikalleri (RSO"),

- tiyil peroksit radikalleri (RSO;")

gibi serbest radikallerin olusumuna neden olurlar (Sekil 2.1).

Serbest radikaller, diger molekiillerle degisik sekillerde reaksiyona girebilir. Boylece,
reaksiyona giren serbest radikallerin ortaklanmamis elektronlari, ortak bir elektron ¢ifti
olusturmak tizere (kovalent bag) birlesir. Bir radikal bir elektron verdiginde ya da
aldiginda veya radikal olmayan bagka bir molekiille birlestiginde, radikal olmayan

molekiil radikal 6zellik kazanir. Bu nedenle, ROP’larin radikal olmayanlarla reaksiyona



girmesi, biyolojik sistemlerde genellikle zincir reaksiyonuna yol agmaktadir (Aruoma

1994).

Reaktif oksijen partiikiillerinin olusumu, ekzojen kaynakli olabildigi gibi endojen
kaynakl1 da olabilir. Endojen kaynakli olusumda basta mitokondriyel elektron transport
sistemi olmak {izere, mikrozomal ve ¢ekirdek membrani elektron transport sistemi,
endojen ve ekzojen substratlar1 okside eden pek cok sitozolik enzim (ksantin oksidaz,
lipooksijenaz, siklooksijenaz gibi) ve bu substratlarin oksidasyonu, aktive edilmis

fagositik hiicreler ve demir, bakir gibi geg¢is metalleri sorumlu tutulmaktadir.

Organizmada serbest radikal olusturan dogal olaylarin baglicalari, mitokondriyal
elektron transportu, heksoz monofosfat yolu, ksenobiyotiklerin metabolizmasi, dogal
uyaranla fagositik hiicrelerin aktivasyonu, biyosentetik ve biyokimyasal yikim
olaylaridir. Normal metabolizmanin yanisira, hiperoksi, inflamasyon ve radyasyon
serbest radikal olusumunu hizlandirirlar (Kalyanaraman vd. 1980). Klinikte kullanilan
bazi neoplastik ajanlar O, radikallerini ortaya ¢ikarirlar. Cizelge 2.2°de in vivo ortamda

ROP’ larin kaynaklar1 gésterilmistir (Carroll 1987).



Cizelge 2.2 Reaktif oksijen partikiillerinin kaynaklar1

I. Normal biyolojik islemler 1. Oksijenli solunum

2. Katabolik ve anabolik islemler

II. Oksidatif stres yapict | 1. Iskemi, hemoroji, travma, radyoaktivite,
durumlar intoksikasyon
2. Ksenobiyotik maddelerin etkisi

a) Inhale edilenler

b) Aliskanlik yapan maddeler

¢) Ilaglar
3. Oksidan enzimler

a) Ksantin oksidaz

b) Indolin dioksijenaz

c¢) Triptofan dioksijenaz

d) Galaktoz oksidaz

e) Siklooksijenaz

f) Lipooksijenaz,

g) Monoamino oksidaz
4. Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
5. Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma
(notrofil, monosit, makrofaj, eozinofil, endotelyal
hiicreler)
6. Uzun siireli metabolik hastaliklar

7. Diger nedenler: Sicak soku, giines 1s1n1, sigara

III. Yaslanma stireci Yas ilerledik¢e, viicudun ROP iiretimi artar.

Reaktif oksijen partikiillerinin baslicalari; O,”, OH™ ve H,O,’ tir. Bunlardan organizma
icin en aktif, dolayisiyla en toksik olan1t OH’dir. Gergekte bir radikal olmayan, ancak
metal iyonlartyla OH™ olusumuna neden olan H,0,’de radikal olarak nitelendirilir
(Feldman vd. 1993, Marletta 1993, 1994, Auroma 1994, Halliwell 1997). Reaktif

oksijen partikiillerinin organizma i¢in yararli gorevlerinin olmasinin yani sira, doku



harabiyetine yol agar. Iskemi-perfiizyon hasari, kanser, yaslanma, eritrosit hasarlari,
solunum yetmezligi, astim, bobrek hasarlar1 (nefrotik sendrom), karaciger hasari,
romatizma, kardiyovaskiiler sistem bozukluklar1 (parkinson, ateroskleroz vb.) ve goz

hasarlarina neden olabilir (Aruoma 1994).

Biyolojik sistemlerde ROP’larin olusumu, basta nétrofiller, monositler, makrofajlar ve
eozinofillerde savunma mekanizmas: i¢in yararli oldugu gibi, baz1 biyokimyasal
islevlerin yerine getirilmesinde de enzimatik sistemlerin etki mekanizmalar1 ve
denetiminde gorev alirlar. Ancak proteinler, niikleik asitler ve DNA, karbohidratlar ve
lipidler lizerine atak yapmalar1 nedeniyle bir ¢ok hastaligin patofizyolojisinde 6nemli rol
oynamaktadirlar. Gergekte bu bozukluklarin pek cogunun nedeni olmakla beraber,
ROP’lar hasarli dokuda hastaligin seyrinin agirlasmasinda rol oynamaktadir (Sekil 2.2,

Stohs ve Bagchi 1995).
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Sekil 2.2 ROP ve doku hasar1 arasindaki iliski (Stohs ve Bagchi 1995)

Organizmada en sik olugan ROP’lar lipid yapilarindadir. Doymamis yag asitlerinin allil
grubundan bir hidrojen c¢ikarsa lipid radikali meydana gelir. Olusan lipid radikali
oksijen ile reaksiyona girer ve lipid peroksi radikalini olusturur. Lipid peroksi radikali
diger lipidlerle zincir reaksiyonu baslatir ve ROOH’lar olusur. Ortamda bulunan demir

ve bakir iyonlart lipid peroksidasyonunu hizlandirir (Kour ve Perkins 1991). Lipid
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radikalleri yiiksek derecede sitotoksik iirlinlere de doniisebilir.

Son derece reaktif oksijen igerikli, normal aerobik solunum sirasinda iiretilen ROP

hasarlarina karsi organizmada savunma sistemi gelismistir. Antioksidan savunma
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sistemi olarak adlandirilan bu sistem, enzimatik ve enzimatik olmayan olmak iizere
ikiye ayrilir. Enzimatik sistemde, SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimler,
non-enzimatik sistemde A, E, C gibi vitaminler, metal baglayan proteinler ile selatorler,

glutatyon gibi tiyol iceren bilesikler bulunmaktadir.

Belirli diizeyi agmis ROP’lara dogrudan olarak etki edip onlar1 inaktif hale getiren
antioksidan savunma elemanlar1 hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda farklidir. insanda belli
bash hiicre ici antioksidanlar SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleridir. SOD’
un yapisinda bakir, ¢inko ve manganez; glutatyon peroksidazda ise selenyum iyonu
bulundugundan bu enzimler metaloenzim olarak da adlandirilirlar. Hiicre dis1 ortamda
ise antioksidan savunmadan E ve C vitamini, transferrin, haptoglobulin, seruloplasmin,

albumin, biluribin, P-karoten ve a-l antitripsin sorumludur (Halliwell 1991Db).

Organizmada ROP diizeyi antioksidan sistemi ile kontrol altinda tutulur (Sekil 2.3).
Ancak, cevresel ve aligkanliklardan kaynaklanan stresler (kirlilik, glines 1s1§1ina maruz
kalma, sigara igmek, alkol gibi) ya da antioksidan iiretimindeki basit bir ariza serbest
radikallerin artmasina neden olur, bu da oksidatif strese neden olur. Biyolojik
sistemlerde, basta O, merkezli radikaller olmak iizere, ROP {iretiminin kontroliinii
yapan antioksidan dengesinin ROP lehine bozulmasi, oksidatif stres olarak tanimlanan

durumun ortaya ¢ikmasina neden olur (Kehrer 1993).

Oksidanlar, belirli bir diizeyin lizerinde olugsmasi ya da antioksidanlarin yetersiz kaldig:
oksidatif stres durumunda ve ROP’lar organizmanin yap1 elemanlar1 olan protein, lipid,
karbohidrat, niikleik asitler ve yararli enzimlerin yapisini bozarak, zararl etkilere yol

acarlar (Halliwell 1991b). Artmig ROP’larin zararlar asagidaki sekilde siralanabilir:

Hiicre organalleri ve membrandaki lipid ve protein yapisini bozarlar,

- Hiicre i¢i yararh enzimleri etkisizlestirirler,

- DNA’ yi1 tahrip ederler,

- Mitokondrilerdeki acrobik solunumu bozarlar,

- Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksijenaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz, triptofan

dioksijenaz, galaktoz oksidaz gibi enzimleri aktive ederler,
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- Hiicrenin potasyum kaybini artirirlar,

- Trombosit agregasyonunu artirirlar,

- Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar,

- Hicre disindaki kollojen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve

transmitterleri yikarlar.

: 6-' antioksidan J.I) 0') 2 ;
as / " e /
X 5

aktif serbest etkisiz serbest
radikaller radikaller

Sekil 2.3 Antioksidanlarin ROP’lar1 tutarak etkisiz hale getirmesi

Antioksidan savunma sisteminin O6nemli bir iiyesi McCord ve Fridovich (1969)
tarafindan rapor edilmis ve O,” dismutasyonunun SOD adimi verdikleri bir enzimle
gergeklestigi gozlemlenmistir. Siiperoksit radikali, molekiiler O,’in ©* yoriingelerinden
birine bir elektron girisi ile olusur. Mitokondri membranindaki elektron tagima sistemi,
O," olusturan en temel kaynaktir. Mitokondriyal SOD, mitokondride olusan O, ’nin
H,0;’e indirgenmesini katalize eder. Bunun yaninda, mitokondriden sitoplazmaya bir
miktar O, ge¢mektedir. Sitoplazmadaki O,” ise, sitoplazmik SOD’ un Kkatalitik
etkisiyle dismutasyona ugratilarak H,O,’e c¢evrilmektedir. Mitokondri disinda O,
kullanimi ve buna bagh olarak O, olusumu, oksidaz ve oksijenazlar tarafindan katalize

edilen bazi reaksiyonlar sonucunda meydana gelmektedir.
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Hidrojen peroksit, iki elektron ile O;’nin indirgenmesi sonucunda olusan, biyolojik
sistemlerde siklikla O, ’nin bulundugu ortamlarda kendiliginden ve yavas olarak ya da

SOD etkisiyle hizl1 bir sekilde olusur.

0,+2H > H0,
0, +e +2H > H,0,
0,"+0,"+2H" > H,0,+ 0, (enzimatik)

D-amino asit oksidaz, glukoz oksidaz, iirat oksidaz gibi bir ¢ok enzim de O;’e iki
elektron vererek H,O, olusturabilir. Ortaklanmamis elektronu olmayan H,O, hem zayif
bir yiikseltgen hem de zayif bir indirgendir. Ortamda gecis metalleri yoksa oldukca
kararlidir ve diger ROP’lardan farkli olarak membranlardan kolaylikla gegebilir. Ancak
gecis metalleri varliginda, kararli olmasina ragmen kolaylikla yikilarak dokularda hizli
bir sekilde radikal hasarina yol agan OH™ olusturmasi nedeniyle H,O,, potansiyel bir
ROP’tur. Aerobik hiicrelerde H,O, katalaz, glutatyon peroksidaz ve diger peroksidazlar

gibi antioksidan enzimlerle par¢alanir (Halliwell 1997).

Son yillarda oksijen radikalleri g¢aligmalari onlarmm biyolojik molekiillerle zararli
etkilesimleri ve sinyal yollarinda iliskilerinden dolayr biyiik ilgi ¢ekmektedir.
Stiperoksit radikali insan viicudunda proteinler, DNA ve lipid yapilarina biiyiik hasar
olusturur. Bu radikal enzimatik reaksiyonlarin yan iirlinii olarak stirekli iiretilir
(Fridovich 1978, Branda vd. 2004) ve oksidatif pargaciklarin ¢ogalmasina yol agar.
Kalp hastaliklari, kanser, noronal bozulmalar gibi bazi 6nemli patolajilerde rol oynar

(Leonard 2001, Liang ve Patel 2004).

Stiperoksit radikali, biyolojik sistemlerde en fazla iiretilen radikallerden biridir.
Mitokondride, antioksidanin belirli bir tiriinlin (askorbik asit, a-tokoferol,
katekolaminler vb.) ya da antioksidan enzim (nitrik oksit sentaz ve NAD(P)H
peroksidaz gibi) varliginda molekiiler O,’nin bir indirgenme iriintidiir. Siiperoksit
radikali genelde toksik olarak kabul edilir, ¢iinkii biyolojik sistemler O, ’ni, RO”, HO"
ve ONOO™ gibi diger daha reaktif tiirler haline doniistiirebilir. Stiperoksit radikal artis
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ile dogrudan ya da dolayli hiicre biiyiimesi, mutagenez ve hiicre Oliimiiniin bir
inhibisyonu sonucu olusur (Halliwell ve Gutteridge 1984, Kehrer 2000, Auche're ve
Rusnak 2002, Cepinskas vd. 2002, Afonso vd. 2007, Seifried vd. 2007).

Stiperoksit radikali, hiicresel stres yanitlarini izlemek igin kritik bir biyolojik belirtectir
(Xiaojun vd. 2008). Biyolojik modellerde O, konsantrasyonunun kantitatif tespiti,
kisacik varligi ve diisiik konsantrasyon nedeniyle ¢ok zordur. Siiperoksit radikalinin
tayini ic¢in spektroskopik yontemlerin tespiti i¢in teknikler spektrofotometrik Ol¢tim
(Haseloff vd. 1991), kemiliiminesans metodu (Reichl vd. 2001) ve elektron spin
resonans spektroskopisi (Harbour ve Hair 1978) gibi dolayli spektroskopik metodlar
(Fridovich 1997) kullanilir. Ancak, bu teknikler kotii segicilik veya duyarliliklar ile
eski tekniklerdir.

Radikal analizlerinin 6nemli bir sorunu, O, ’lerin O, ve H,0, anlik dismutasyonlar1
nedeniyle ¢ok kisa yari omiirlerinin olmasidir (Fridowich 1972). Biyomolekiillerin
radikal yiiziinden zarar gormesi gibi dolayli yaklagimlarla beraber, kromotografi, EPR
spin yakalamasi, ¢esitli boyamalar gibi teknikler radikallerin miktar belirtilmesinde

kullanilmistir (Chen vd. 2004).

2.2 immobilizasyon Metodlar

Enzimlerin, teknik kimya ve biyoteknolojide ¢esitli amaclarla kullanilmaya baslamasi
ile bilim adamlari, enzimlerin daha ekonomik ve daha kullanighh hale getirilme
olanaklarmi arastirmaya yonelmislerdir. Bu nedenle serbest enzimlerden daha fazla

yararlanabilmek i¢in immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir.

Kelime anlami olarak immobilizasyon, hareketi smirlandirmak demektir. immobilize
edilmis enzimlerin hareketleri sinirlandirilmistir.  “Immobilize” terimi  yerine
“tutuklanmis”, “coziinmez hale getirilmis”, “baglanmis™ gibi terimleri kullanmaktadir.
Immobilize enzim, genel bir isim olup, digerleri yalmiz alt bir immobilizasyon

yontemini ifade etmektedir.
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Enzimler suda ¢oziinen, spesifik katalizorlerdir ve endiistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu
cozeltilerde gergeklestirilir. Bu nedenle enzimler, suda ¢6ziinmeyen bir tasiyiciya
fiziksel veya kimyasal olarak baglanarak, suda c¢oOziinmeyen {riin veren bir
kopolimerizasyona enzim molekiiliinin monomer olarak katilmasiyla ve suda
coziinmeyen bir matriks veya suda c¢oziinmeyen mikrokapsiillerde tutuklanarak

immobilize edilirler (Telefoncu 1997).

Enzimin iriinden ayrilmast daha kolaydir, multienzimli reaksiyon sistemleri

gelistirilmistir, dis etkilere karst dayanikhidirlar (Kim S-W). Bunlarin yaninda

immobilize enzimin serbest enzime gore iistiinliiklerini daha agik bir sekilde su sekilde

siralayabiliriz;

- Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir (siizme, santrifiijleme vb.) ve
irlinlerin enzim tarafindan kirletilmesi gibi bir problem yaratmaz.

- Cevre kosullarma ( pH, sicaklik vs.) karst daha dayaniklidir.

- Birgok kez ve uzun siire kullanilabilir.

- Siirekli islemler uygulanabilir.

- Dogal enzime kiyasla daha kararhdir.

- Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

- Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar i¢in uygundur.

- Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilir.

- Enzimin kendi kendini parcalama olasilig1 azalir.

Enzim immobilizasyonunda dogal ve sentetik bircok organik ve inorganik materyal
kullanilmaktadir. Tastyict membran, suda ¢oziinmeyen kati veya polimer olabilir.
Enzim immobilizasyonunda kullanilacak olan tasiyicida aranan ozellikler asagidaki
sekilde siralanabilir (Broun vd. 1978);

- Hidrofilik karakter,

- Gozenekli yapi,

- Suda ¢6zlinmeme,

- Mekanik kararlilik ve yeterli gozenek biiytikliigii,

- Kimyasal ve termal kararlilik,

- Mikroorganizmalara kars1 direnglilik,
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- Rejenere olabilme,

- Ucuzluk,

- Zehirsizlik,

- Kovalent baglamada kullanilacak olan tastyicilar uygun kosullarda reaksiyon

verebilen, fonksiyonel gruplar tagimalidir.

Immobilizasyon yontemleri cesitli sekillerde siiflandiriimakla beraber sekil 2.4’de

verildigi gibi siniflandirmak miimkiindjir.

|Enz:im Immobilizasyon Y-:intemleﬁ|
|

| |
| Céminmez Formda Immobilizasyon | | Céminen Formda Immobilizasyon

’_‘_‘ Tltrafilitrasyon Hollow-fiber
Baglama Tutulclama tnetmbranlar metmbranlar

CAzZinen-cozitneyen
enzimler
| | |

Telde Ilikero Lipozom

tutuklamal fapsilleme telenig
Capraz | | Tastyict Enmm
baglama| |baglatna kopolinerizasyonu

| B | 1

Adsorpsiyon Iyoni: welat E ovalent Bivospesitik

baglama| |baglama| | badlama baglama

Sekil 2.4 Enzim immobilizasyon yontemleri (Telefoncu 1997)

Enzim immobilizasyon yontemleri; ¢6ziinmez formda immobilizasyon ve ¢6ziinen

formda immobilizasyon olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir.
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2.2.1 Coziinmez formda immobilizasyon yontemleri

Coziinmez formda immobilizasyon yontemleri, baglama ve tutuklama olarak ikiye

ayrilmaktadir.

2.2.1.1 Baglama yontemi

Capraz baglama, enzim kopolimerizasyonu ve tasiyiciya baglama olmak iizere ii¢ gruba

ayrilmaktadir.

Capraz baglamada kiiciik molekiillii iki veya daha c¢ok fonksiyonel gruplari olan
reaktifler enzim molekiilleri arasinda ¢apraz bag yapmaktadirlar (Chibata 1978), (Sekil
2.5).

Intermolekiillerin
papraz baglanmasi .\_\‘.
‘—-—_‘
Capraz Baglayie:

Intramolekiillerin
Capraz Baglanmasi

Sekil 2.5 Capraz baglama ile immobilizasyon

Enzim kopolimerizasyonunda enzimler, bir kopolimerizasyon reaksiyonunda

monomerlerden biri gibi davranarak matrikse baglanmaktadir.
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Tastyiciya baglama ise kendi i¢inde adsorpsiyon, iyonik baglama, selat baglama,

kovalent baglama ve biyospesifik baglama olarak bes gruba ayrilmaktadir.

Adsorpsiyon, yiizey aktif, suda ¢Oziinmeyen bir adsorbanin, enzim c¢ozeltisi ile
karigtirllmast ve enzim fazlasinin yikanarak ortamdan uzaklastirilmasi esasina

dayanmaktadir (Sekil 2.6).

® .. Trestels

Sekil 2.6 Enzimin destege adsorpsiyon metoduyla baglanmasi

Iyonik baglama, iyon degistirme yetenegine sahip suda ¢dziinmeyen tasiyicilara enzimin

iyonik baglanmasidir (Wang 1993).

Selat baglama, baz1 ge¢is metallerinin (Titan (III), Titan (IV), Zirkonyum (IV)) selat
yapma Ozellikleri sayesinde enzimlerin tasiyicilara baglanmasi saglanmaktadir

(Kennedy vd. 1983).

Kovalent baglamada enzimin tasiyiciya kovalent baglanmasi, enzim zincirindeki

aminoasitlerin tasidig1 fonksiyonel gruplar iizerinden ger¢eklesmektedir (Sekil 2.7).
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(Arg, ) {Lys, +4)
NH,

(MN-termnal, +)

NH, OH

oL
{ Karhohid.. 1)

Saeel (Asp, )
E
(Ser, +)
(Tye, -} HO (Glu, +)
{C-terminal, +)
NH
':T'-'Ps _)

Sekil 2.7 Reaktif aminoasit kalintilari: (+) enzim immobilizasyonunda sik¢a kullanilir;
(-) enzim immobilizasyonunda kullanilmaz; (+) enzim immobilizasyonunda
cok sik kullanilmaz; (++) enzim immobilizasyonunda ¢ok sik kullanilir.

Biyospesifik baglama yonteminde, enzimlerin antikorlar ve lektinler arasindaki

biyospesifik etkilesimlerden ile immobilizasyon yapilmaktadir (Telefoncu 1997), (Sekil
2.8).

Envmith Baglarie
Balge

Substrat

Sekil 2.8 Biyospesifik baglanma ile immobilize edilen enzimin substrati ile etkilesimi
daha fazladir.
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2.2.1.2 Tutuklama yontemi

Enzim molekiilii belirli bir ortamda durmaya zorlanmaktadir. Bu islem polimer matriks
icindeki kafeslerde yapildig1 gibi yar1 gecirgen membranlar iginde mikrokapsiilleme ve

misellerle de yapilabilmektedir (Telefoncu 1997), (Sekil 2.9).

Jel cézeltist

Sekil 2.9 Enzimin tutuklama yontemi ile immobilizasyonu

Tutuklama yontemi polimer matrikste tutuklama, mikrokapsiilleme, lipozom teknigi

olmak tizere ii¢ alt grupta incelenmektedir.

Polimer matrikse tutuklama, polimerizasyon ve c¢apraz baglamanin olustugu ortamda
enzimin de bulunmasi durumunda capraz baglama sonucu olusan yapida enzimin

tutulmasidir (Sekil 2.10).

- e
E e S T 1 g
"L e 0%
L ( 0 :\
N 7 2 }
{:A sur‘rN ) \Q

Sekil 2.10 Enzimin polimerler arasinda tutuklanmasi
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Mikrokapsiilleme enzim molekiillerinin yar1 gegirgen bir membran icinde
tutuklanmasidir  (Sekil 2.11). Mikrokapsiillerin  biiyiikliigi 1-100 p arasinda
degismektedir. Yar1 geg¢irgen membranin goézenek c¢aplari, substrat molekiillerinin
kapsiil i¢ine girisine ve iriin molekiillerinin disar1 ¢ikisina izin verecek biiyiikliikte

olmalidir (Chang 1976).

- TN

Eiiresel Enmim
membran

Sekil 2.11 Mikrokapsiilleme ile enzim immobilizasyonu

Lipozom teknigi sivi-yiizey yapict membran temeline dayanmaktadir. Siireksiz,
dontisiimlii ve tamamen fiziksel bir yontemdir (Sekil 2.12). Oldukga biiyiik bir temas
yiizeyine sahip olup, ayn1 anda bir adimda bir¢ok enzimin immobilizasyonuna olanak
verir. Bunlarin yaninda, substrat ve iirliniin membrandan gecisinin ¢oziiniirliige bagimli
olmasi, islem sirasinda enzimin aktivite kaybetmesi ve sivi olan membrandan enzim

sizintis1 olasilig1 bulunmaktadir (Luisi ve Magid 1986).

hﬁ‘\%\%@% 7
%‘c‘%' P %Em Faz
‘f@ﬁ ' t x\“"“-
%ﬁﬁ &“ﬁﬁij“%

Sekil 2.12 Enzimlerin immobilizasyonu i¢in lipozom kapsiil
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2.2.2 Coziinen formda immobilizasyon yontemi

Enzimin herhangi bir tasiyiciyla fiziksel veya kimyasal etkilesiminden c¢ok, yari
gecirgen bir zarla cevrelendigi ve enzime genis bir hareket alaninin saglandigi
yontemdir (Sekil 2.13). Enzim tasiyiciya herhangi bir bolgesinden baglanmadigi igin
molekiiler geometrisi, esnekligi ve dolayisiyla katalitik etkinligi degismemektedir.
Ancak, substratin membrandan ge¢ip enzime ulagsmasinda kisitlamalara rastlanmaktadir.
Bu nedenle kii¢iik molekiillii substrata sahip olan enzimlerin bu yontemle immobilize

edilmesi tercih edilebilir (Wichmann vd. 1981).

a »
Enzim Fazm -1——- L

——p Dispersivon
Faz

v

Arayizey (G171 membratn)

Sekil 2.13 Coziinilir formda immobilizasyon

Kullanilan immobilizasyon teknigi ne olursa olsun immobilize edilen enzimden
beklenilen 6zellikler sunlardir:

- Yiiksek kararlilik,

- Tekrar kullanilabilirlik,

- Siirekli iretime olanak vermesi,

- Reaksiyon kontroliine olanak vermesi,

- Yiksek saflik,

- Yiiksek iirlin yiizdesi,

- Ekonomik olmasi.
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2.3 Biyosensorler

Bir cihaz veya sistem olarak tanimlanan biyosensdr, sinyal olusturan bir aygit veya
sistemdir. Biyosensor terimini ilk defa Clark ve Lyons (1962) ifade etmislerdir. Enzim-
elektrot kompleksini imal eden ikili, bu kompleksi glikoz sensoOrii olarak
kullanmislardir. Sensor, oksido-reduktaz enzim olan glikoz oksidazin Pt elektroduna
immobilize olmasindan ibarettir. Platin elektrot enzim tarafindan turetilen H,O,
tarafindan +0.6 V’da polarize olur. Basitce bu prensibe gore calisan tarihin ilk
biyosensorii 1974 yilinda piyasada Yellow Spirngs Instrument (YSI) olarak

gorilmiistiir.

Biyosensorlerde immobilize edilmis biyolojik/biyokimyasal bilesenler ol¢iimii
yapilacak analitle etkilesir, uygun bir doniistiiriicii araciligiyla, analit miktar1 veya analit
aktivitesi ile orantili sinyal olusturur (Sekil 2.14). Algilama etkilesimleri; antikorlar,
DNA problar1 veya dogal hiicre reseptorleriyle baglanmayla veya enzimler, organeller,
tam hiicreler, dokular veya tam organ araciligiyla olusturulan reaksiyonlarla

gergeklestirilebilir (Ziegler ve Gopel 1998, Hill ve Davis 1999).

Biyosensor
enzimler ;
molekiiler } elektrlk.
damga 5 elektrokimya

; : ' optik T ——
lektinler 0P Yiikseltici Cikti
reseptorlar  termal
antikorlar  akustic
niikleik ' piezolektrik
asitlervh. . ' vb.
Analit Kullanici Arayiizii

Biyoreseptér Arayiiz Dénlstlriiciiler
Molekdilleri

Sekil 2.14 Biyosensorlerin genel ¢alisma mekanizmasi (Velasco-Garcia ve Mottram
2003)
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Biyosensorler; bakteri, safra asitleri, kan gazlari, kolesterol, kolin, kreatinin, DNA,
etanol, in vivo glukoz, heparin, homosistein, laktat, {ire ve toksik metaller 6l¢iimii gibi
bircok klinik uygulamada yararlidir (Pandey ve Weetall 1994, Wang 1995, Morgan vd.
1996, Ramanathan vd. 1997, Billard ve DuBow 1998, Durst ve Siggaard-Anderson
1999).

Ideal bir biyosensériin sahip olmasi gereken dzellikler asagidaki sekilde inceleyebiliriz

(Hall 1990).

- Segicilik; ideal bir biyosensérde en Onemli parametrelerden birisi segicilik
ozelligidir. Ideal bir biyosensdriin sadece hedef reaktifin konsantrasyon
degisimlerine cevap vermesi, diger kimyasal taneciklerden etkilenmemesi
gerekmektedir. Girisim veren taneciklerin konsantrasyonundan kaynaklanan
sinyaller ile hatali reaktif Ol¢timleri elde edilebilmektedir. Girisimin oldugu
durumlarda numune baska kimyasal ileticilerle Ol¢iilmeli ve biyosensor sinyali

diizeltilmelidir.

- Kullanim 6mrii; biyosensoriin kullanim dmriinii kisitlayan en énemli faktor biyolojik
ceviricinin aktivitesindeki azalmadir. Bu durum ayrica, biyosensoriin kalibrasyon
siklig1, kararlilik, tekrarlanabilirlik gibi diger parametrelerini de etkilemektedir.
Biyokomponentlerin kararliliklar1 oldukca diisiiktiir. Normal ¢alisma ortaminda bir
biyosensoriin duyarliligini korumasi en 6nemli 6zelligidir. Bir biyosensoriin dmrii,
yapilan Olglimlerin sayis1 veya Olgiilen reaktifin konsantrasyonuna bagli olarak
degismektedir. Yiiksek konsantrasyonlar, duyarlilikta daha g¢abuk diislise neden
olmaktadir. Saklama kosullar1 son derece dnemlidir. Belirli sicakliklarda saklanmasi

gerekmektedir.

- Kalibrasyon gereksinmesi; ideal bir biyosensoriin en az kalibrasyona gereksinmesi
istenir. Fakat bu 0Ozellik, teorikte planladig1 gibi, pratikte gergeklestirilememistir.
Kullanim dmiirleri boyunca biyosensérler, siklikla kalibre edilmelidirler. ideal bir

biyosensor, hedef reaktifin bilinen degisik konsantrasyonlarini iceren standart

24



cozeltiler ile kolaylikla kalibre edilebilmelidir. Beklenen degerin disarida olmasini

onlemek i¢in kalibrasyon araliginin belirlenmesi gerekmektedir.

Tekrarlanabilirlik; ideal bir biyosensor igin, elektrotun ayni kosullar altinda arka
arkaya yapilan 6lgiimlerde hemen hemen ayni sonuglarin okunmasi istenir. Pratikte
pek mimkiin olmayan bu durum goéz Oniline alinarak yapilan c¢aligmalarda
tekrarlanabilirlik parametresi mutlaka incelenmelidir. Tekrarlanabilirlik ne kadar iyi

olursa biyosensoriin uygulamalar1 da o kadar 1yi olur.

Kararlilik; elektrot kararliligiin yiiksek olmasi ideal biyosensorler i¢in gereklidir.
Kararlilik, kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligina baghdir. Is1, pH,

nem, ortam, O, derisimi gibi parametrelerden de etkilenmektedir.

Duyarlilik; biyosensdre immobilize edilmis biyolojik materyalin yalmiz belirli
maddelere karst duyarli olmasi ideal biyosensorlerin  6zelliklerindendir.
Biyosensorlerin duyarliligi, elektrot ylizeyinde oksit olusumu, protein veya bazi
kimyasal maddelerin elektrot ylizeyine adsopsiyonu gibi faktorlerden dolay1
azalabilir. Spesifik kimyasal taneciklerin konsantrasyonundaki degisime bagli olarak
biyosensdriin sinyalinin yiikselisindeki kararli hal degisimi olarak tanimlanir. ideal
biyosensor duyarliliginin, kullanim siiresi boyunca sabit kalmasi ve ileticinin
sinyalinin elektronik aletler tarafindan kolay algilanabilmesi i¢in yeteri kadar ytiksek

olmas1 gerekmektedir.

Dogrusallik; ideal bir biyosensoriin, sifirdan maksimum substrat konsantrasyonuna
kadar olan aralikta sabit bir duyarliligi olmalidir. Pratikte, dogrusal bdlge dar bir
substrat konsantrasyonu ile sinirlidir. Iki nokta kalibrasyonu, 6l¢iimlerin giivenilir ve
tam dogru olarak substrat konsantrasyonlarina g¢evrilebilmesini saglayacak sekilde

dogrusal araligin herhangi bir yerinde yapilabilmektedir.
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Tayin smuri; tasarlanan bir biyosensoriin tayin siirmin belirli bir konsantrasyon
degerinin altinda olmasi gerekmektedir. Belirtilen bu smir, elektrot ylizeyinin
bliytikliigl, biyolojik materyalin tayin edilecek maddeye afinitesi, immobilize edilen
madde miktar1 gibi faktorlerden etkilenir. Bir biyosensor, ¢ok diisiik substrat
konsantrasyonlarina cevap vermelidir. Pratikte kullanilan elektrokimyasal ileticilerin
diger iyonlardan ve yiizey reaksiyonlarindan etkilenmesinden dolay1 diisiik olmasi
gereken tayin simir1 yiikselmektedir. Biyosensoriin  kullanilabilir olmasi igin,

belirlenen reaktif konsantrasyon araliginda tayin edilebilir olmalidir.

Taban sinyali; biyosensdrlerde genellikle bir taban sinyali bulunmaktadir. Taban
sinyali, biyosensorlerde diisiikk tayin smirmin dogru olarak tespit edilmesini
giiclestirmektedir. Akim sizintisi, elektronik cihazdaki kiigiik bir potansiyel degisimi,
biyosensoriin telindeki metal-metal etkilesimi ve elektrokimyasal faktorler taban

sinyalinden sorumlu olabilmektedir.

Sinyal = Sinyal si¢ilen- Sinyal apan

Olgiim aralig1; biyosensor uygulamalarinda 6lgiim araligr olarak adlandirilan bdlge
biyosensorlerden alinan akim-konsantrasyon egrilerinin lineer oldugu konsantrasyon

arahigdir.

Cevap zamani; bir biyosensor elektrotunun cevap zamani elde edilen akim-zaman
egrilerinden anlasilabilir. Ornegin, elde edilen egride basamaklarin sekli yayvan ve

genisse cevap zamant uzun, tersi durumda ise cevap zamani kisadir.

Histerisis; 6l¢imler sirasinda lokal kimyasal c¢evrenin degismesi veya enerji
adsorplanmasi,  sonraki  Ol¢iimleri  etkileyebilmektedir.  Yiiksek  reaktif
konsantrasyonunda yapilan oOlgiimler, sensoriin elektroliz ¢ozeltisinin pH’inin
degismesine neden olabilmektedir. Cozelti tamponlanmadigi takdirde, diisiik analit
konsantrasyonunda yapilacak bir sonraki ¢alisma etkilenecektir. Enzim aktivitesi pH
dan etkilendiginden 6zellikle enzim bazli biyosensorlerde bu problem olmaktadir.

Yiiksek konsantrasyonlarda yapilan Ol¢limlerde reaktifin biyosensore diflizlenme
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olasilign bulunmaktadir. Ikinci o6l¢iim diisik konsantrasyonda yapildiginda
biyosensorde birikmis reaktif, numune ile dengeye gelinceye kadar difiizlenecektir.
Numunenin hacmi kiigiik ise son yatiskan hal iizerinde biiyiik etkisi olmaktadir. Ideal

bir biyosensor dnceki dlgiimlerden etkilenmemeli ve sifir histerisise sahip olmalidir.

Geriye donme zamani; ¢alismalarda ilk 6rnekten ne kadar siire sonra ikinci drnegin
dlciilebilecegini belirler. ilk &rnegin ilavesinden sonra sabit akim degerleri kisa

siirede gozlenebiliyorsa ikinci 6rnek de ayni siire sonra ilave edilebilecektir.

Sicaklik; difiizyon katsayilari, sivilarin kimyasal ¢oziiniirliigii gibi fiziksel 6zellikler
ve biyosensoriin yapiminda kullanilan materyaller sicaklik ile degigsmektedir. Enzim
katalizli reaksiyonlarin hizlar1 sicakliga ¢ok duyarlidir ve bazi kimyasal

reaksiyonlarin sonucunda olusan 1s1, biyosensoriin sicakligini degistirmektedir.

Basitlik ve ucuzluk; tasarimi basit ve ucuz, kullanimi rahat biyosensorler ideal

biyosensorlerdir.

Biyouyumluluk; tibbi uygulamalarda kullanilacak biyosensorler icin son derece
onemlidir. Hastalik tedavisinde ve insan viicuduna biyosensér implantasyonlarinda
onem kazanmaktadir. Kan akimina dogrudan daldirilan biyosensorlerin  kanin
pithtilagmasina neden olmamasi gerekir. Biyouyumlu materyallerin sterilizasyonu
ileticinin duyarliligim1 etkilemeden ve biyokomponentin biyolojik aktivitesini

bozmadan yapilabilmesi gerekmektedir.

Kiigiiltiilebilirlik ve sterilize edilebilirlik; elektrotlarin sterilize edilebilmesi ve
boyutlarinin kiigiiltiilmesi biyosensor tasariminda 6nemlidir. Buna karsin, biyosensor
yapisina giren biyolojik materyalin fiziksel dayanikliligi, sterilizasyonu kisitlayan en

onemli parametredir.
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2.3.1 Biyoreseptorler

Biyoreseptdr bir analitin taninmasinda biyosensoriin biyolojik hassasiyete sahip
kismidir. Biyosensoriin hassasiyeti ve segiciliginde etkilidir. Bu reseptorler tek bir
partikiiler substrat1 baglayacak ve diger substratlara baglanmayacak 6zellikte olmalidir.
Temel olarak biyoreseptorler 3 grup (biyokatalitik, biyoafinite ve hibrit reseptorleri)
altinda toplanirlar (Mehrvar vd. 2000).

Biyokatalitik reseptorler, analiti belirlenmeyen sekilden belirlenebilir sekle cevirerek
dontstiiriiciilerle kaydedilebilir ve belirlenebilir hale getirir. Biyokatalitik tanima
elementleri; enzim (mono veya multi enzim) iceren sistemler, hiicreler
(mikroorganizmalar, 6rn; bakteriler, mantarlar, okaryotik hiicreler, mayalar), hiicre
organelleri ve bitki, hayvan doku pargalarindan olusur (Mello ve Kubota 2002).

Enzimler biyosensorlerde kullanilan ilk biyokomponentlerdir.

Antikorlar, niikleik asitler, lektinler, boyalar, hiicre membran reseptorleri ve diger
spesifik baglayict ajanlar gibi biyolojik komponentler biyoafinite reseptorlerine
ornektir. Hormonlar, ilaglar, viriisler, timor antijenleri, bakteri antijenleri ve diger bir
cok protein gibi maddelerin belirlenmesi ve 6l¢iimi, immunolojik teknikler vasitasiyla
diisiik konsantrasyonlarda bile basarilabilmektedir (Mehrvar vd. 2000). Afinite bazli
biyosensorler belirli bir liganti termodinamik olarak kararli kompleks sekline

doniistiiren segici etkilesimler olustururlar (Mello ve Kubota 2002).

Hibrit reseptorlerde biyosensor uygulamalarinda, niikleik asit kullanimi rapor edilmistir.
Bazi parga karakteristiklerinden dolay niikleik asitler segici bir sekilde ¢alismaktadirlar.
Bu sensorlerin kullanim alanlart DNA’da olusan zararlar1 kimyasal olarak belirleme ve
DNA’ nn tiire 6zgii diziliminin hibridizasyonuyla mikroorganizmalarin belirlenmesidir

(Mehrvar vd. 2000).

DNA biyosensorler, DNA hibridizasyonuna dayanmaktadir. Islemin ilk basamaginda,

hedef diziye karsilik gelen kisa bir baz dizimine sahip olan sentetik oligomerin (tek
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sarmal DNA, prob) elektrot yiizeyine baglanmasidir. Daha sonra biyosensor, hedef
cozeltiye daldinlir ve elektrot yiizeyinde hibrit olusumu saglanir. Hibridizasyon,

elektrokimyasal veya optik bir déniistiiriicii sinyali ile gdzlemlenir (Ozsdz 2005).

2.3.2 Doniistiiriicii cesitleri ve ozellikleri

Dontistiirme islemlerinde, elektrokimyasal 6l¢iim teknikleri yaninda optik, kiitle ve 1s1

Olciimleri gibi doniistiirme mekanizmalar1 kullanilir.

2.3.2.1 Geleneksel doniistiiriiciiler

Geleneksel dontstiiriiciiler 3 cesittir. Bunlar; H,O, veya O, o6l¢limlerine odaklanan
amperometre, pH veya iyon Ol¢limleri yapan potansiyometre ve fiber optik kablo
kullanan fotometrelerden olusur. Biyotanima reaksiyonlar1 genelde kimyasal {iriinler
iiretir ve elektrokimyasal metotlarla kolayca tayin edilebilirler. H,O, (veya reaktif O,)
bir ¢ift elektrot ile dlgiilebilir. Referans elektrotun (Ag/AgCl veya kalomel) karsisinda
olan elektrota uygun bir voltaj uygulanarak hedef molekiiller olan H,O, veya O,
elektrotta ylikseltgenir, bir akim olusur ve olusan bu akim amperometre ile algilanir.
Potansiyometre ise bir membranin iki tarafindaki H" farkina bakarak ¢alisir. Fotometre,
olusan 15181 sinyal olarak algilar. Fiber optik kablolar olusan bu 15181 yonlendirmede

kullanilirlar (Gooding 2006).

2.3.2.2 Piezoelektrik doniistiiriiciiler

Piezoelektrik materyalleri ve yiizey akustik dalga cihazlar kiitle degisimine kars1 hassas
bir ortam sunar. Bu tip doniistiiciiler, biyoreseptorde tanima reaksiyonu sonrasinda kiitle
artis1 oldugu durumlarda kullanilir. Piezoelektrik silikon kristalleri pikogramlik kiitle
degisimlerini hissedebilmektedirler. Kuartz kristal mikrobalanslara sabitlenen
antikorlarin antijenleriyle karsilagmalariyla olusacak kiitle degisimi algilanip dijitalize

edilir.
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2.3.2.3 iletken déniistiiriiciiler

Cozelti iletkenligindeki degismeler bir reaksiyonun hizini belirlemede kullanilabilir.
Olusan iyonlarin yaptig1 haraket sonucu iletkenlikdeki degisimlere dayanan bu teknik

bir ¢ok enzim reaksiyon hizlariin 6l¢iilmesinde kullanilmaktadir.

2.3.2.4 Elektrik kapasitans doniistiiriiciileri

Kapasitans dl¢iim metodunu kullanan bir doniistiiriiciidiir. Iki farkli elektrotlu levha
lizerine antikorlar immobilize edildiginde bir antijen-antikor reaksiyonu olusacak ve
sonugta iki levha arasindaki ortamin dielektrik sabitinde meydana gelen degisim tayin

edilir.

2.3.2.5 Termometrik doniistiiriiciiler

Bazi biyotanimlama reaksiyonlar1 sirasinda ortam sicakhigi degisir. Bu degisim
sayesinde reaksiyon dolayisiyla analit varligi hakkinda yorum yapilabilir. ATP’nin
hidrolizlenmesinde veya antijen-antikor kompleksi olusumlar1 sirasinda ortam sicakligi

degisir.

2.3.2.6 FET tipi doniistiiriiciiler

Iyon konsantrasyonlarindaki degisimi algilayabilen FET’ler olduk¢a kullanishdirlar
(ing: field effect transistors: alan etkili transistorler) (Gooding 2006).

2.4 Enzim Sensorleri

Son yillarda enzim temelli biyosensdrlerin 6nemi yiiksek secicilik, hizli yanit ve diisiik

maliyetinden dolayr artmistir (Choi 2004). Enzimatik biyosensorlerin yapisi basit tek
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enzimden multienzim sistemlerine degisir. Genellikle, enzimatik reaksiyonda elde
edilen {iirlinler dogrudan bir doniistiiriicii ile tayin edilemez ya da {iriinii tanimak i¢in
gelistirilen doniistiirticii ile seciligi ve duyarlilig1 tayin edilemez. Bundan dolayi, bir
enzim tiiriinden fazla kullanim 6nemli 6l¢lide ¢ok sayida biyolojik substratin tayini igin
biyosensoriin uygulanabilir arali§in1 genisletir, ama temel yapilandirilmalarina gére bu

cihazlarin iiretimi daha karmasiktir (Wollenberger vd. 1993).

Ayni sol-jel matriks i¢cine multienzimatik hapsetme, ardisik reaksiyonlarin olugsmasina
izin verir, aracilarin ve analitlerin enzimlerin aktif bolgelerine yakinligi nedeniyle
yiiksek doniisiim verimine neden olur (Jin ve Brennan 2002). Enzim biyosensdrlerinin
cesitli tipleri iki enzim sol-jel immobilizasyonuna dayali olarak gelistirilmistir

(Martinez-Perez vd. 2003, Pastor vd. 2004, Cui vd. 2007, Singh vd. 2007).

Biyosensorlerde elektrokimyasal temelli metodlar, dzellikle O, radikalinin es zamanl
hassas tayini i¢cin uygundur. Bu yontemler klasik olarak ya SOD ya da sitokrom c (sit-
¢)’ye dayanmaktadr. 1lki, elektrot yiizeyinde H,O,’in elektrooksidayonunun tespitininin
ardindan, H,O, olusturmak i¢in SOD tarafindan O, ’nin spesifik dismutasyonuna
dayanmaktadir. Ikinci grup, altin elektrot iizerine immobilize edilmis sit-c’nin O,"
tarafindan azaltilmasina ve ardindan elektrot yilizeyinde proteinin reoksidasyonuna
dayanmaktadir. Cogunlukla, O, ¢ozeltide KsOD/hipoksantin (HKSs) sistemi
kullanilarak enzimatik olarak tiretilir. Boylece, elde edilen oksidasyon egimi O,~
konsantrasyonu ile orantili olur. Altin elektrotlar1 yapilandirmak i¢in c¢ogunlukla
kullanilan kendiliginden diizenlenen tek tabaka (Self Assembly Monolayers, SAM)
kullanilarak uzun zincirli alkanetiyoller elektrot ile sit-c arasindaki etkinligi arttirmistir

(Cortina-Puig vd. 2009).

Serbest radikaller ve antioksidanlarin tayini, yiyecek teknolojisi ve insan sagligi
alaninda genis olarak incelenmistir. Elektrokimyasal biyosensorler, hizli, maliyeti diistik
ve basit operasyon protokoliine dayali umut verici materyallerdir. Tip alaninda temel
amaci1 serbest radikalleri kovucu bazi bilesiklerin Ol¢iimii, gida sanayisinde ise bu

bilesikleri tayin etmek ve miktarin1 belirlemektir. Bu anlamda antioksidan etkisinde iki
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farkl1 biyosensor ¢esidi sunulmustur. Birincisi, mono ve polifenol (yiyeceklerdeki
antioksidan bilesiklerini ifade eden bilesikler) tayini igin tirozinaz, lakkaz ya da
peroksidaz gibi enzim temelli degisik amperometrik biyosensorler gelistirilmisitir
(Mello ve Kubota 2002). Ikincisi, antioksidan kapasitesini degerlendirmek igin
biyosensorler serbest radikalleri ortamdan uzaklastirma temellidir. Bu amacg igin

gelistirilen biitiin biyosensorler elektrokimyasal olup yapilarinda ROP kullanirlar.

Radikallerin iiretildigi bir 6rnekteki antioksidan maddelerin varlig1 onlarin bozulmasini
gerektirir. Onun icin, farkli bilesiklerin antioksidan kapasitesinin Ol¢iimii reaksiyon

ortamindaki ROP konsantrasyonunun degisimi dikkate alinarak saptanabilir.

Antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesinde, O, konsantrasyonu 6lglimiine dayali,
sit-c ve SOD igeren iki ¢esit biyosensor gelistirilmistir. Sit-c temelli biyosensorler
secicilikte yeterli degildir. Bu proteinin O, igin seg¢ici olmamasi ve biyolojik sistemde
endojen olarak eslik eden H,O,’yu azaltan dogal peroksidaz ozelligi ile gergek
orneklerdeki O, ’nin tayini i¢in uygulamalari biiyiik 6lgide smirlanir. SOD temelli

biyosensoler ise cok daha duyarli ve spesifiktir.

Amperometrik enzim biyosensoriinde montaj icin genellikle oksidaz enzimler kullanir
ve H,0; olusur. Oksijen tiiketimi (Clark ve Lyons 1962) ve H,O; iiretiminin (Updike ve
Hicks 1967, Harrison vd. 1988) 0lglilmesi enzimin substratinin baglangic

konsantrasyonu ile orantilidir.

Son yillarda O, azalmasi yerine, biiylik 6l¢ltide H,O, 6l¢iimiine dayali yontemler tercih
edilmistir. Hidrojen peroksit, oksidaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon yan

tiriinidiir.
Substrat + O, (Oksidaz enzim) = Uriin (Oksidaz substrat) + H,0»

H,0,’ in dogrudan amperometrik tayini sadece 0.6 V’da Ag/AgCl’e karst miimkiindiir.

Bu potansiyelde, askorbat, bilirubin, iire gibi kolayca okside olan bilesiklerin varligi,
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H,0, ile beraber okside olarak girisim vermektedir (Scheller vd. 1987). Baslangicta,
girisimleri ortadan kaldirmak i¢in yeterli bir cut-off membrandan yapilmis koruyucu bir
tabaka kullanilmistir. Ancak bu uzun hazirlanma ve diflizyon bariyeri gibi sorunlara
neden olmustur. Bu sorunu agmak i¢in, ya enzimin aktif bolgesine tekrar oksidasyonu
mimkiin ya da iriinlerden birinin oksidasyonunu saglayan bir aract kullanilmasi
Onerilmistir. Duyarli, kararli, tekrarlanabilir ve girisimsiz H,O, aracisinin
optimizasyonu, biyosensOr gelistirilmesinde bir sorun olusturmaktadir. Boyle bir
tabakanin gelistirilmesi, ilginin analite spesifik bir oksidaz enziminin immobilizasyonu

i¢in 1yi bir zemin saglayacaktir.

Stiperoksit dismutaz biyosensorleri, antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesi igin, sit-
¢ biyosensorlerine alternatif umut verici olarak gdsterilmistir. SOD enzimi, ROP’lardan
oksidatif zararlara karsi hiicre koruma mekanizmasinda bulunurlar. Spesifik olarak
yiikseltgenme/indirgenme elektron transfer mekanizmasi dongiisii lizerinden O, ve

H,0, tireterek O, ’nin dismutasyonunu katalizler.

SOD(Cu*) + 0, > SOD(Cu") + 0,

SOD(Cu") + 0, + 2H" > SOD(Cu*") + H,0,

Stiperoksit radikalinin yiiksek reaktifligi, dogrudan tayinini sinirlamasi enzimatik olarak
tiretilen, O, ya da H,O;’nin amperometrik doniistiiriiciiler ile kolayca tayin edilebilen
yapilarin daha hassas Ol¢iimii 6ne siirmektedir. Seciciligi gelistirmek i¢in, H,O;’yi
gecirmeyen teflon membran ya da O, ’nin es zamanli tayini ve iki kanal sensorlii H,O,

gibi farkli yaklagimlar tasarlanmistir (Lvovich ve Scheeline 1997).
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2.5 Cahsmada Kullamlan Enzim, Substrat, Tasiyiaa ve Capraz Baglayial
Ozellikleri

2.5.1 Enzim

Reaktif oksijen partikiilleri, normal oksijenli solunum sirasinda iiretilir. Lipidler,
proteinler ve DNA gibi hiicre i¢i yapilarla reaksiyona girerek, onlara zarar verip
oksidatif strese neden olurlar. Bu yilizden, ROP diizeyi viicut antioksidan savunma

sistemi ile kontrol altinda tutulurlar. Bu savunma sisteminin dnemli bir iiyesi McCord

ve Fridovich (1969) tarafindan rapor edilmistir, O>"’nin dismutasyonunun SOD adin

verdikleri bir enzimle gergeklestigini gozlemlemislerdir.

Siiperoksit dismutazlar, 10° M s degerlerine varan yiiksek hiz sabitleri ve O, ’ne
olaganiistii secicilikleriyle taninirlar (Bertini vd. 1998). Diger molekiillerle hi¢bir yan
etki bugiline kadar rapor edilmemistir. Siiperoksit dismutaz, O, ’nin HyO,’e ve O,’e
doniislimiinii  katalizleyen antioksidan enzimdir. Hidrojen peroksit, katalaz ve

peroksidaz gibi diger enzimler tarafindan daha zararsiz bir {irline dontstiiriiliir.

202.- + 2H+ > H,O, + O,

Yiiksek reaksiyon oran1 ve Ozgilliiglinden dolay1 SOD enzimi, elektrokimyasal
biyosensorlerde O, ’nin hassas miktar1 i¢in ¢ok yiiksek potansiyele sahiptir. Protein
SOD, oksijen radikallerine kars1 biyolojik savunma mekanizmasimnin bir parcasidir
(McCord ve Fridowich 1969, Fridowich 1972) ve oksijenle baglantili biitiin
organizmalar i¢in hayati oldugu kanitlanmigtir. SOD’lar metaloenzimlerdir, katalitik
metal iyonlarinin birbirini izleyen yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlar1 sayesinde,
0,7’in O, ve H,0O;’e dismutasyonunu katalizlerler (katalaz ve peroksidazla da ortadan

kaldirilan) (Fridowich 1972).

Stiperoksit dismutaz yasamin her bi¢giminde vardir. Cu-ZnSOD, NiSOD, MnSOD ve
FeSOD olmak {iizere 4 farkli metal merkezli ¢esidi tayin edilmistir (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15 Farkli metal merkezli SOD c¢esitleri

Bakteri ve mantarlarda oksijenli gelisim ve sabit durumun devaminda Cu-ZnSOD c¢ok
onemli rol oynamaktadir (Alina vd. 2010). Bitkilerin, diger organizmalardan farkl
olarak Cu-ZnSOD’un birden fazla sekline sahip oldugu bulunmustur. Bunlar
kloroplastik ve sitozolik SOD olmak iizere 2 ana alt gruba ayrilmistir (Fink ve
Scandalios 2002).

MnSOD prokaryotlarda ve Okaryotlarda, mitokondride meydana gelirken FeSOD
genellikle prokaryotlarda ve kloroplastlarda bulunur. Mitokondriyal konumu nedeniyle
MnSOD yasam i¢in vazgecilmezdir. Ciinkii, mitokondriyal solunum sirasinda hemen
yok edilmesi gereken, 6nemli miktarda O, olusumuna neden olmaktadir (Paul vd.

2007).

NiSOD simdiye kadar sadece siyanobakteri ve straptomislerde karakterize edilmistir ve

bu yiizden pek bir bilgi mevcut degildir (Palenik vd. 2003).

Cu-ZnSOD genellikle homodimeriktir ve farkli organizmalarda, farkli yerlerde
bulunurlar. Bakterilerin periplazmalarinda, bitkilerin sitoplazma ve kloroplastlarinda,

hayvanlarin ¢ekirdek, lizozom, peroksizom, sitozol, ve hiicre dis1 ortam gibi ¢esitli
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bolgelerinde  bulunur. Cesitli  yerlerde SOD varligi, O, ’nin membrandan
gecemeyecegini ve nerede liretildiyse orada detoksifiye edilmesi gerektigini gosterir

(Bafana vd. 2011).

Insanda SOD’un 2 izomeri vardir. Bunlar; sitozolde bulunan Cu-ZnSOD ve

mitokondrial MnSOD’dur.

Cok etkin bir enzim olan Cu-ZnSOD enziminin yapisina baktigimizda, aktif bolgenin
enzim ylizeyinin sadece kiiciik bir boliimiinii kapsamasina ragmen arastirmacilar,
stiperoksit ve enzim arasindaki her 10 ¢arpismadan birinin bir reaksiyona yol agacagini

belirlemislerdir.

Aktif bolgenin sekli ve ozellikleri, bu etkinlik i¢in bazi ipuglar vermistir (Sekil 2.16).
Aktif bolge tabaninda Cu ve Zn (yesil renk) ile huni seklindedir. Metal iyonlarinin
giiclii pozitif yiikii, yakininda iki pozitif yliklii aminoasit (mavi renk) ile beraber negatif
yukli O,’ni (kirmizi renkte) huni i¢ine ¢gekmek igin gorev yapar. Aktif bolgedeki Cu
iyonu, katalitik reaksiyondan sorumluyken, Zn iyonu proteinin dogru katlanmasi ve

kararliligt icin 6nemli oldugu gdsterilmistir (Banci vd. 2002).

Sekil 2.16 SOD enziminin yapisi
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Enzim, oksijeni metabolize eden hiicreleri, O, ’nin lipid peroksidasyonu gibi zararh
etkilerinden koruma gdrevini iistlenir. Ayrica SOD, immiin sistemde fagosite edilmis
zararli Dbakterilerin intraseliiler Oldiiriilmesinde de rol oynar. SOD enziminin

ekstraseliiler aktivitesi diisiiktiir.

Cu-ZnSOD’un dogrudan elektrokimyasi, promotor-modifiye elektrotlar ve biyosensor
yapimi i¢in Cu-ZnSOD’un kullanimini 6n plana ¢ikarmistir (Tian vd. 2002, Ohsaka vd.
2002, Ge vd. 2003, Tian vd. 2004).

Cu-ZnSOD’un O, ’nin dismutasyonu iki basamakli reaksiyon lizerinden devam eder.

Bakir iyonu iki oksidasyon hali, Cu(I) ve Cu(Il), arasinda degismektedir.

0, + Cu(I)ZnSOD > 0, + Cu(I)ZnSOD

0,” + Cu(DZnSOD +2H" > H,0, + Cu(Il)ZnSOD

Genel bir reaksiyon stokimetrisiyle,

20, T+ 2H+ > H,O, + O,

Siiperoksit dismutaz olaganiistii biyokimyasal 6zelliklerinden dolay ilgi ¢ekmistir. Tlk
olarak, substrat ve enzimin aktif bolgesi arasindaki elektron transferi mekanizmasi tespit
edilmistir (Perry vd. 2010). Ikinci olarak, baz1 kaynaklarda enzim, iire, donma-¢dziinme

dongiisti, yiiksek sicaklik ve uzayan sogutma i¢in alisilmadik kararlilik géstermistir.

Siiperoksit dismutazin kullanim alanlarina bakildiginda ¢ok genis bir ¢ergeve karsimiza

cikar (Sekil 2.17).
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Sebze gibi,
cabuk bozulabilirlerin
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Takviyesi
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Sekil 2.17 SOD enziminin uygulamalar1 (Bafana vd. 2011)

2.5.2 Substrat

Ksantin, DNA ve RNA da bulunan piirin niikleotidinin kimyasal yikim1 sirasinda elde
edilen bir iirtindiir (Sekil 2.18). Hiicre membraninda bulunur ve hiicre dis1 sivida birikir.
Biyolojik orneklerde ksantinin kantitatif tayini, perinatal bogulma, eriskin solunum
yetmezligi sendromu, beyinsel iskemi, tiimor hipertermi ve eklampsi baslangici gibi
cesitli patoloji tanilarinda biiyiik ilgi gérmektedir ( Jimenez vd. 2007). Bu analit, plazma
ve idrar 6rneklerinde rutin olarak HPLC, kemiluminesans ya da UV spektroskopisi gibi
analitik teknilerle Olgiiliir, bunun dezavantaji, 6rnek hazirlamas1 zahmetli olan
islemlerdir (Horozova vd. 2008). Ks tespiti reaksiyon zincirlerine dayalidir. Ks, KsOD
ile O, olusturur. Olusan radikal SOD ile H,O, olusturur, yani Ks” nin iirik asit ve O,

ne katalitik oksidasyonu ve radikallerin sonraki dismutasyonu, ¢ok yiiksek resorufin
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(pembe kimyasal floresan boya) floresani iiretmek icin, floresan olmayan Amplex

Kirmizisti ile stokiyometrik reaksiyon veren H,O; olusumuna neden olur.

@]
H
N

HN | />
o)\ﬁ N

Sekil 2.18 Ksantinin kimyasal yapisi

DNA temelli biyosensorler Fenton reaksiyonunu kullanirlarken, sit-c ve SOD temelli

biyosensorler radikal iiretici olarak genellikle KsOD igeriklidir.

Fenton reaksiyonlarinda, Fe(Il), Cu(Il) ya da Cr(II) gibi indirgenmis gecis metal
iyonlari, tek elektron redoks tepkimesinde OH ve OH™ iireterek H,O, ile reaksiyona

girerler.

Me" + H,0, > Me"™!' + OH + OH™

Indirgen bir ajan eklenmesi radikal iiretimi oranimi arttirir. Alternatif olarak, gecis
metali uygun bir elektrot potansiyelinin uygulanmasiyla indirgenebilir. KsOD, O;’nin
H;0;,’ye doniisiim reaksiyonuna eslik ederek, Ks’nin ya da hipoksantinin (HKs)

oksidasyonunu katalizler, O, bu reaksiyonla olusur.

Ks + O, + H,O = iirik asit + 2H + O,
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2.5.3 Tasiyici

2.5.3.1 Jelatin

Jelatin, hayvan kemik, bag dokulari, bagirsak ve organlarindaki kolajenlerin kismi
hidrolize edilmesi ile iiretilir. Farkli zincir uzunluklari igeren polipeptit bir yapidir, suda
ve organik c¢oziiciilerde ¢ozlinmez, ancak su ¢eker. Bu ozelliginden dolayr kivam

artirici, jellestirici, film olusturucu bir maddedir.

Jelatin, 3000 ile 20000 arasinda degisen molekiil agirligina sahip, kolejen hidroliz
irlinlerinin heterojen bir karigimidir. Polipeptit baginda sirali sekilde lisin-prolin-prolin

ve glisin-prolin-hidroksiprolin amino asitlerinin tekrar1 ile olusan lineer bir polimerdir.

Jelatin %26,4-30,5 glisin, %14,8-18 prolin, %13,3-14,5 hidroksiprolin, % 11,1-11,7
glutamik asit, % 8,6-11,3 alanin ve azalan miktarlarda arjinin, aspartik asit, lizin, serin,

16zin, valin, fenilalanin, izol6zin, hidroksilisin, histidin, metiyonin ve tirozin igerir.

Jelatinin en belirgin 6zelligi, sicakliga bagli geri doniisiimii olan jel olusturma 6zelligine
sahiptir. Cozeltiden jele, jelden c¢ozeltiye doniisme islemi, cok kisa bir sicaklik
araliginda gergeklesir ve bu islem tekrarlanabilir bir donilisiim islemidir. Bu 6zelligi,

jelatinin sayisiz uygulamada kullanilmasina olanak verir.

Jelatin, en temel siiflandirma jel giicii ya da jel sikiligini tanimlayan ve Bloom adi
verilen siniflandirmadir. Diger siniflandirmalar ise, jellesme noktas1 ve erime noktasina
gore yapilan siniflandirmalardir. Jelatinlerin jel giicii, genelde 50-300 Bloom arasinda
degismektedir. Jel giicli 120 ve daha alt1 diisiik bloom; jel giicii 120 ile 220 aras1 orta

bloom; jel glicii 220 ve iistii yiiksek bloom olarak siniflandirilir.

Jelatinin bir diger dnemli 6zelligi de kopilik olusturma ve olusan bu kopiigli uzun siire

muhafaza etme 6zelligidir. Boylece lirlinlerin hacimlerinin de artmasini saglar.
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Kolloidal yapiy1 koruma giicii yiiksek olan jelatin, emiilsiyonlarin ve siispansiyonlarin
olusumunu kolaylagtirir ve Ornegin dondurmada ve dondurulmus tatlilarda buz
kristallerinin olusumunu engeller. Protein molekiil zincirleri iki farkli fazin arayiizeyine
dogru hareket eder ve pargaciklarin etrafinda mono-molekiiler bir film olusturur. Buna
ek olarak, protein molekiil zincirleri sivi fazin viskozitesini arttirir ve boylece

emiilsiyonlarin ve silispansiyonlarin olugsmasini ve bu yapinin muhafazasini saglar.

Jelatin yapisindaki aminoasit molekiilleri, sulu ortamda kutuplu iyonlar gibi davranirlar.
Karboksil (-COOH), hidroksil (-OH) ve amin (-NH;) fonksiyonel gruplarina sahiptir.

Jelatin, izoelektrik nokta altinda pozitif (+) 6zelliktedir.

Ticari jelatin temiz, seffaf, ince bir tabaka halindedir, hemen hemn renksiz ancak kuru
formda ¢ok acik sar1 renge sahiptir. Jelatin, yemeklerde, fotograf filmlerinde, ilaglarda
kapstilleme materyali olarak kullanilir. Jelatinler, agarlar, aljinatlar, karagenanlar ve
pektinler gibi diger kivam arttiricilar ile, misir nisastasi, dekstroz ve glikoz gibi misir
suruplart ile, yenilebilir asitlerle ve aromalar ile birlikte uyum igerisinde kullanilabilir.
Bu noktada 6nemli olan, {iriine ve prosese en uygun oranin bulunmasidir. Jelatinin, gida
sektoriinde bir¢ok uygulama alani bulunmaktadir. Sekerlemeler, joleler, siit iirtinleri
(yogurt cesitleri, fermente siitler, siitlii tatlilar, dondurmalar), et {iriinleri gibi sektorlerde
bir¢ok islevi ile kullanilmasinin yani sira, sarap ve meyve suyu sektorlerinde de

kullanilir.

Jelatinin yapist 100°C gibi yiiksek sicakliklarda bozulur. Bunun sonucunda da jelatin,

kivam arttiric1 ve jellestirici gibi 6zelliklerini kaybeder.

2.5.3.2 Karboksimetilseliiloz

Karboksimetilselilloz, veya CMC, selilloz zincirini olusturan glukopiranoz
monomerlerinin  hidroksil gruplarma, karboksimetil gruplarinin (-CH2-COOH)

baglanmasi ile olusan bir seliiloz tlirevidir (Sekil 2.19).
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OH OH
+nNaOH
o o 0 +nclcH,cooH 0lsnhcl+Nh,0
M M
CH,OH CH,ocH, cooNa

Sekil 2.19 Karboksimetilseluloz yapisi

Karboksimetilseliilloz molekiilleri diisiik konsantrasyonlarda, diiz bir yapiya sahiptir.
Fakat konsantrasyon arttik¢a molekiiller iist iiste binerek sarmal bir yap1 formunu alir ve
sicakliga bagl olarak geri doniisiimlii jel haline gelir. Iyon giiciiniin yiikseltilmesi ve
pH’1in diisiiriilmesi viskoziteyi diigiirerek, polimerin daha sarmal bir yapi1 haline

gelmesini saglar.

Karboksimetilseliiloz pH 5,0-10,0 araliginda oldukca kararlidir; fakat KMS’nin 6zel bir
asit-stabil c¢esidi haricinde, pH 5.0’1in altindaki asitlendirme viskoziteyi ve kararlilig

dustirtir.

Seliilozdan elde edilen karboksimetilseliilozun genelde sodyum (Na) tuzu formu
kullanilmaktadir. Karboksilik asitin Na tuzu olan Na-KMS polielektrolittir (Chawdhury
ve Neale 1963).

Karboksimetilseliiloz krem rengi, tozdur. Suda kolayca ¢Oziiniir. Organik sivilarda
cOziinmez. Agir metal tuzlan ile reaksiyona girdiginde suda c¢oziinmeyen, seffaf,
dayanikli ve organik maddelerden etkilenmeyen bir film olusturur. Yar1 sentetik, suda
¢ozilinebilir polimerdir. Yiiksek viskoz 6zelligine sahiptir. Is1, radyasyon, oksit ajanlar
ile bozulabilen @KMS, biyolojik olarak pargalanabilir  ozellige  sahiptir.

Karboksimetilseliiloz izoelektirik nokta altinda negatif (-) 6zelliktedir.
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Glimiis, bakir, kursun gibi metal iyonlu KMS, suda ¢6ziinmez ve metalin suda ¢dziinen

bir formu eklenerek KMS ¢o6zeltisi elde edilir.

Karboksimetilseliiloz gida, ilag ve kozmatik uygulamalarinda kivam verici, baglayici,
baglayici, emiilsifiyer, koloidal siispanse edici ajan ve stabilizor olarak
kullanilmaktadir. Sekerin kristalizasyonunu 6nleme 6zelligi de vardir. KMS sabunlarda
yiizey aktifligi artirir, liflerdeki kirleri tagir ve absorplar. KMS’nin teknik kalitesi tutkal
iretiminde kullanilir. Miikemmel film olusturucu o6zellikleriyle, suda eriyebilen
polimerdir. Seliilozik yapisi nedeniyle, kagit gibi diger seliiloz maddeler i¢in ¢ok iyi bir

yapistirict olma 6zelligine sahiptir.
2.5.3.3 Tasiyici sistemin olusmasi

Jelatin ve KMS elektrostatik c¢ekim, hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglan ile
birbirine baglanarak “interpenarating network (IPN)” adi verilen bir ag yapisi
olustururlar (Sudha vd. 2010). Kontrollii sartlar altinda olusan bu ag yapisina
“polielektrolit kompleks” denir (Sekil 2.20).

Kompleks olusumu:

R—(FHz-COOH + R-O-CH>-COONa
NH3 KMS

|

Polielektrolit kompleks

Sekil 2.20 Polielektrolit kompleks

Jelatinin enzimatik olarak pargalanmasi ve KMS’nin biyolojik olarak parcalanmasi

ozelliklerinden dolay1 J-KMS, son derece biyouyumlu bir yap1 olusturur. Bu yiizden J-
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KMS sistemi, c¢aligmalarimizda enzim immobilizasyonunda tasiyici materyal olarak

kullanilmastir.

2.5.4 Capraz baglayic1

Calismamizda kullanilan capraz baglayici glutaraldehittir. Glutaraldehit biyokimyasal
caligmalarda sik sik kullanilan keskin kokulu, renksiz bir sividir. Biyokimyasal
uygulamalarda amin-reaktif bifonksiyonel ¢apraz baglayict olarak kullanilir.

Proteinlerin oligomerik yapilar1 bu uygulamalarla incelenir.

Glutaraldehit ile immobilizasyonun temel prensibi, serbest enzim molekiilleri ile
glutaraldehit homo c¢apraz baglayici reaktifi kullanilarak ¢apraz baghh enzim

agregasyonlari olusturulur (Sekil 2.21).

Sekil 2.21 Glutaraldehit ile immobilizasyonun temel prensibi

Glutaraldehitin her iki ucu da reaktiftir. Boylece bir ¢cok enzim molekiiliiniin bir arada
bulunmasiyla ¢dziiniir yapi, ¢oziinmez 6zellik kazanarak enzim molekiilleri giiglii bir

sekilde baglanir (Sekil 2.22). Glutaraldehit ile g¢apraz bagli agregasyon
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immobilizasyonu, c¢apraz bagli immobilizasyon ¢esidinin bir alt kiimesi olarak

diistintilebilir. Ayrica zaman tasarrufu ve diisiik maliyet imkani saglamaktadir.

—~NH, + CHO(CH,),CHO + —NH,
|\ Jelatinden Glutaraldehit \ Jelatinden

l-ZHZO

-N=CH(CH2)3HC=N-
A

imingruplan |

Sekil 2.22 Bifonksiyonel glutaraldehitin baglanmasi

2.6 Kaynak Arastirmasi

Campenalla ve arkadaglar1 (2000), kapa-karagenan membranina SOD’u immobilize
ederek, SOD biyosensorii gelistirmislerdir. Gelistirdikleri biyosensor ile radikal kovucu
molekiillerin antioksidan 6zelliklerini ile saglikli ve hastalikli insan bobrek dokularinda
antiradikal aktivitelerini tespit etmislerdir. Gelistirilen biyosensOriin minimum tayin
smirt 0,001 mM olup, cevap zamam yaklagik 100 s’dir. Biyosensoriin kullanim 6mrii 7

giindiir.

Campenalla ve arkadaslar1 (2001), 2000 yilinda gelistirdikleri SOD biyosensoriini
kullanarak, birgok meyvanin ve bitkinin (domates, biber, havug, turp, limon, portakal,

greyfurt, kivi) radikal kovucu 6zelliklerini tayin etmislerdir.

Ge ve arkadaslar1 (2001), sigir eritrositlerinden Cu-ZnSOD ve Escherichia coli’ den
FeSOD’ u, ayr1 ayr1 3-Merkaptopropiyonik asit-altin elektrotlar iizerine immobilize

etmigler ve SOD elektrotlarinin karakterizasyonunu, Cu-ZnSOD ve FeSOD adsorbe
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yiizey i¢in sirasiyla 47+/4 mV ve /154+/5 mV gecerli potansiyelle (Ag/AgCl, 1 M KCI)
yar tersinir, elektrokimyasal redoks davranigi gosterdigini gérmiislerdir. SOD elektrot

ile O," etkilesimini ve O, nin amperometrik tespitini ¢alismiglardir.

Tian ve arkadaslar1 (2002), modifiye sistein-SAM elektrotunda SOD’ un redoks pikinin
tayinini, dogal SOD (Cu,Zn,SOD) ve onun Cu- ve Zn- igermeyen tiirevleri (E,Zn,SOD
ve Cu,E,SOD, E bos alan1 gosteriyor) ve tekrar sirasiyla Zn- ve Cu- yapiya sokulmus
(E2Zn,SOD ve CuE,SOD’u kullanarak gergeklestirmislerdir. Cu kompleks kismini,
0O," enzimatik dismutasyonu i¢in aktif kisim, yani SOD un elektroaktif kismi oldugunu

tespit etmislerdir.

Campanella ve arkadaglar1 (2004), esas bilesen olarak asetilsalisilik asit iceren ¢esitli
ilaglari, SOD enzimine dayanan enzimatik elektrotlar kullanarak degerlendirmislerdir.
Sonuglari, geleneksel spektroflorimetrik metod ve sirasiyla doniisimlii ve pulse

(darbeli) voltametri ile karsilastirilmistir.

Di ve arkadaslar1 (2004) O," tayini i¢in 3. jenerasyon biyosensor altin elektrot
yiizeyinde ince silika/polivinilalkol/sol-jel filmine SOD immobilizasyonu yapilmistir.
Sensoriin minimum tayin sinir1 0,1 puM’dir. Dogrusal araligi 0,2-1,6 uM’dir. Sensor 20

giin stireyle kullanilmastir.

Tian ve arkadaslar1 (2004), SOD (Cu/Zn-, Fe-, Mn-) / 3-merkapto propiyonik asit
modifiye altin elektrotlar1 kullanilarak bu {i¢ degisik SOD’un elektrokimyasal 6zellikleri
ve elektrokatalitik aktivitelerini arastirmiglardir. Gelistirilen biyosensor 10 giin boyunca

aktivitesini korumustur.

Emregiil (2005) O, ’nin kararhili1 i¢in, platin elektrot ylizeyine J i¢ginde SOD enzimi
immobilize ederek bir SOD biyosensorii gelistirmistir. J-SOD biyosensoriiniin cevabi
O," konsantrasyonu ile dogru orantili oldugunu tespit etmistir. Minimum tayin sinirini

0,01 mmol L' olarak tespit etmistir. Biyosensér duyarhligmi 3-4 hafta sonunda,
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sirasiyla %89 ve %60 korumustur. SOD’un J iizerine immobilizasyonu, enzim etrafinda

bir mikrogevre yaratarak, enzimin kararliligini saglamistir.

Zhou ve arkadaglar1 (2006), yogun cozeltilerdeki sigir siitii KsOD ve si8ir eritrosit
CuyZn,SOD etkilesimlerini incelemek i¢in floresans spektroskopisi ve rezonans ayna
biyosensorleri uygulamalarini  rapor etmisler. Birlikte ele alindiginda, yogun
makromolekiilerin SOD’un, KsOD’a baglanmasint artirdigim1 ve SOD’un islevine

uygun oldugunu gostermislerdir.

Prieto-Sim’on ve arkadaslar1 (2008), bazi bilesiklerin antioksidan kapasitesini
degerlendirmek i¢in elektrokimyasal biyosensorleri incelemisglerdir. Sit-c, SOD ve DNA
temelli ti¢ farkl algilayici i¢in yaklasimlart agiklamislardir. Basit, hizli, giivenilir analiz
imkan1 sayesinde, antioksidan 6zelliklerin degerlendirilmesi igin, biyosensorlerin umut

verici biyomateryaller oldugunu 6ne siirmiislerdir.

Chen ve arkadaslar1 (2008) kendiliginden diizenlenen tek tabaka (SEM) iizerine sit-c
immobilizasyonu gergeklestirilerek O, biyosensorii  gelistirilmigtir. Bu amagcla
MUA:MU/Sit-c ,MPA/Sit-c, MPA:MP/Sit-c elektrotlarini gelistirmislerdir (MUA: 11-
merkapto un-dekonoik asit, MU:11-merkapto ondekonol, MPA: 3-merkapto propiyonik
asit, MP: 3-merkapto etanol). Gelistirilen MUA:MU/Sit-c, MPA/Sit-c, MPA:MP/Sit-c
elektrotlarinin diisiik tayin smir sirastyla, 0,24; 0,68; 0,0065 uM’dir. Bu elektrotlar

yiiksek duyarlilik gostermesine ragmen, diisiik tayin sinirlarina sahiptirler.

Liu ve arkadaslar1 (2008) CuyZn,SOD’un higbir araci olmadan, dogrudan elektron
transferi nanospiral altin (Au-NS), nanogubuk altin (Au-NR) ve nanopiramidal altin
(Au-NP) yapilarda ilk uygulamasini yaparak Au-NS/SOD, Au-NR/SOD, Au-NP/SOD
elektrotlarin1  gelistirmislerdir. SOD’un morfoloji bagimli elektrokimyasindan yola
cikarak, elektrobirikimli altin nanoyapilarin morfolojisi ile elektron transferinin
termodinamik ve kinetik parametreleri degistigini tespit etmislerdir. Deneysel sonuglar,
SOD’ un altin nanoyapilar {izerine ¢ok gii¢lii hapsoldugunu ve altin yapilarin 3 tiirii

tizerine adsorbe olduktan sonraki kendine 6zgii enzimatik aktivite siirecini ve SOD’un
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dogrudan elektron transferini kendisinin sagladigin1 gostermislerdir. Gelistirilen
elektrotlarin dogrusal araligi; Au-NS/SOD 0,2-220 uM; Au-NR/SOD 0,35-168 uM;
Au-NP/SOD 0,26-207 uM’dir. Cevap zamanlari; Au-NS/SOD’ un 4,1 s; Au-NR/SOD’
un 4,9 s; Au-NP/SOD’ un 4,5 s’dir. Nano yapida gelistirilen bu sensérler diisiik tayin

siiria sahiptir.

Xiaojun ve arkadaglar1 (2008) duyarlilik, segicilik, O, tespiti igin disiik tayin siniri
(DTS) arasindaki dengeleri goz Oniine alarak, siiksinimit propiyonat iizerine sit-c
immobilize biyoelektrotu en uygun sistem olarak goérmiislerdir. Fosfat tamponunda,
siiksinimit propiyonat/sit-c elektrot 410 nA pM"'cm™ duyarliliga sahiptir ve O, igin
DTS 73 nM’dir. Sonuglar1, O,” tespiti igin serumlu ve serumsuz karmagik bir doku
kiiltlir ortaminda sunmuslardir, ve serum yoklugunda doku kiiltiir ortaminda siiksinimit
propiyonat/sit-c nin duyarliligi 640 nA pM'cm™ye yiikselmistir. Bir siiksinimit
propiyonat/sit-c elektrot ile O,” O0Olgiilmesiyle, SOD enziminin bolus ilavesinin
oncesinde ve sonrasinda, SOD enzim Ozgilligi sit-c sisteminin duyarliligi ile

tamamlanmustir.

Wang ve arkadaslar1 (2009) O, tayini i¢in, SOD’un dogrudan elektron transferine
dayanan tek kullanimlik biyosensor gelistirmislerdir. Biyosensor indiyum kalay oksit
(ITO) elektrot iizerine altin nanoparcaciklarinin elektrobiriktirmesi sonrast elektrot
yiizeyinde sistein varliginda, silika sol-jel (SJ) icine SOD’ un immobilizasyonuna
dayanmaktadir. Immobilize SOD, O, ye kars: yiiksek katalitik aktivite sergilemistir.
Stiperoksit radikal biyosensoriiniin saklama-muhafaza kararliligini 90 giinliik bir siire
olarak test etmisler, biyosensor buzdolabinda 4°C’da muhafaza edildiginde, bu siire
icinde aralikli olarak kullanildiginda, baslangictaki akim yanmitini % 85 korudugunu
belirlemislerdir. Bu ¢alisma bir substrat olarak ITO {izerinde ANP’lerin elektrokimyasal
biriktirilmesine dayali strateji ve sonra sistein varliginda ve SOD’un silis orgiisii igine
hapsedilmesi, tek kullanimlik O, biyosensor iiretimi igin etkili bir yol oldugunu
gostermistir. Bu matriksin, enzim aktivitesinin tespiti ve enzim sizintisinin

onlenmesinde etkili oldugunu gostermislerdir.
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Salinas-Castillo ve arkadaslar1 (2008) kantitatif Ks tespiti i¢in ¢ok hassas bir floresan
multienzimatik biyosensoriiniin gelisimini agiklamislardir. Ksantin tayini i¢in, bir tek
sol-jel matriks icinde, amplex kirmizisi probu ile birlestirilmis KsOD, SOD ve
peroksidazin (HRP) immobilizasyonuna dayali floresan {i¢lii enzim biyosensoriinii
gelistirmislerdir. Sol-jel kimyas1 gézenekli, dogal yapiy1 ve 3’°lii ko-immobilize edilmis
proteinlerin aktivitesini koruyan, optik seffaf matriks saglamigtir. Immobilize edilmis ii¢
enzimin aktivitesi analiz etmisler ve karsilastirmislardir. Ks, KsOD ile olusan radikal
0,7, SOD ile H,O, olusturur. Olusan H,O,, HRP ile su acgiga ¢ikarirken bu sirada
fluorasan olmayan amplex kirmizisinin, yliksek fluorasan oOzelligi olan resorufine
doniisiim reaksiyonuna dayanan c¢aligmalarini gergeklestirmislerdir. Uyar1 ve emisyon
dalga boyu 530-590 nm’de calisilmis, floresan ve UV spektroskopisi kullanilarak
Olctimler alinmistir. Gelistirilen biyosensoriin tekrar kullanilabilir ve uygun kosullarda
saklandiginda 2 hafta kararliligimi korudugunu tespit etmiglerdir. Yapilan ¢aligmalar

sonunda en dayaniksiz enzimin KsOD oldugunu géstermislerdir.

Cortina-Puig ve arkadaglar1 (2009) Sit-c ve KsOD un altin elektrot modifiyeli
kendiliginden diizenlenen tek tabaka (SAM, self assembled monolayer) {izerine
immobilizasyonuna  dayanan  bir  O,”  biyosensoriiniin, elektrokimyasal
karakterizasyonunu belirlemis ve gelistirdikleri sensorii saf maddeler ve dogal
orneklerin antioksidan kapasitesini tespit etmekte kullanmiglardir. Cesitli uzun zincirli
tiyol kombinasyonlarini kullanilarak, sit-c ve KsOD enzimini elektrot iizerine
immobilize etmislerdir. Doniisiimlii voltametri ¢alismasinda, potansiyel -0,15 ve 0,25
V’da, tarama hizi 100 mVs'’de 6lgiimler alnmis, veriler her 15 s de 150 mV
uygulanarak elde etmislerdir. Sonug¢ olarak, gelistirdikleri biyosensorii, sarimsak
bulbindan ekstrakte edilen saf allin ve iki bilesigin kararliligin tayininde

kullanmislardir.
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3. CALISMANIN AMACI

Cagmmizin hastaliklar1 arasinda sayilan kanser, diabetes mellitus, ateroskleroz, AIDS
gibi pek cok metabolik hastaligin kaynagimin organizmada olusan serbest radikaller
oldugu distiniilmektedir. Aerobik canlilarda reaktif oksijen tiirlerinin toksik etkilerinin
ortadan kaldirilmasinda antioksidan savunma sistemleri goérev almaktadir. Biyolojik
sistemlerde en ¢ok olusan radikallerden biri siiperoksit radikalidir. Bu radikal, biyolojik
sistemlerde daha reaktif ¢esitlerine doniistiiriildiigiinden, O, ’lerin ¢ok toksik oldugu
diisiiniilmektedir. Siiperoksit radikallerinin artisiyla, dogrudan ya da dolayli yollardan
hiicre biliylimesi, mutagenez, hiicre dliimiiniin yavaslamasi gibi sonuglar olusur. Bu
yiizden, O, konsanrasyonunun Kantitatif ve kalitatif tayini olduk¢a dnem tasimaktadir.
Stiperoksit radikallerinin tayininde genel olarak, ESR, kemiliiminesans veya
semikantitatif kolorimetrik testler kullanilir. Protein kimyasinda, elektron aktarimina
dayanan elektrokimyasal temelli biyolojik sistemler, spesifik, duyarli, hizli, kolay ve es
zamanli sonu¢ verdiginden dolayr tercih edilmektedir. Son yillarda temeli
elektrokimyasal sensorler ve biyosensorlere dayanan bazi elektrokimyasal yontemler

gelistirilmistir.

Tezde, SOD’un dogrudan elektron transferi temeline dayanan J- KMS-SOD
biyosensorii, O, ’nin tayini igin gelistirilmistir. Biyosensor, platin elektrot yiizeyine
SOD’un J- KMS i¢ine immobilizasyonu ile ger¢eklestirilmistir. Gelistirilen biyosensor
ksantin- ksantinoksidaz sisteminin olusturdugu O, ’nin kimyasal ve elektrokimyasal

tayininde kullanilmistir.

Tez ii¢ kistmdan olugmaktadir. Birinci kisimda platin elektrot yiizeyine SOD’un J-
KMS i¢ine immobilizasyonunun optimizasyonu kimyasal metod ile gergeklestirilmistir.
Bu amagla glutaraldehit konsantrasyonu, J- KMS orami gibi parametrelerin incelenmis

ve J- KMS-SOD biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi olusturulmustur.

Ikinci kisimda platin elektrot yiizeyine SOD’un J- KMS igine immobilizasyonunun

optimizasyonu elektrokimyasal metod ile gerceklestirilmistir. Bu amagla enzim
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konsantrasyonu, glutaraldehit konsantrasyonu, J-KMS orani, gibi parametrelerin
degisimleri incelenmis ve gelistirilen J- KMS-SOD biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi
olusturulmustur. Elde edilen kimyasal ve elektrokimyasal sonuglar karsilagtirilmistir.
Immobilizasyon kosullar1 optimize edildikten sonra J-KMS-SOD biyosensorii

gelistirilmistir.

Uciincii kissmda J-KMS-SOD biyosensorii, asetilsalisilik asit bazli ilaglarin serbest
radikalleri uzaklastirmas1 Ozelliklerinin ve saglikli, kanserli insan dokularinin
antiradikal aktivitelerinin tayininde kullanilabilirligi test edilmistir. Ayrica J-KMS-SOD
biyosensorii kuraklik, tuz, soguk, agir metal stresi gibi cevresel streslere maruz

birakilmis domates ve kontrol bitkilerinde siiperoksit radikal tayini i¢in kullanilmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Materyaller

4.1.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarda kullanilan Ksantin (%99), SOD (E.C.1.15.1.1), KsOD (E.C.1.1.3.22),
glutaraldehit (%25), jelatin, H,SO4 (%98), asetil salisilik asit (%99) ve Siiperoxide
Anion Assay Kit Sigma’dan; NaOH, NaH,P04.2H,0 ve Na,HPO,4.12H,0O Merck’den
temin edilmistir. Bayer firmasina ait Asprin (Tablet) ( 500 mg Asetilsalisilik asit),
Asprin Plus C (Tablet) (400 mg Asetilsalisilik asit+240 mg Askorbik asit) ve Abdi
Ibrahim firmasina ait Sedergine / Vit. C (Tablet) (330 mg Asetilsalisilik asit+200 mg
Askorbik asit) ¢aligmalarda kullanilmistir.

4.1.2 Kullanilan cihazlar

Calismalarda elektrokimyasal oOl¢climde “Gamry Instrument Chronoamperometry”
kullanilmistir. Mikrotabaka yonteminde “Biotek Synergy HT Multi-Mode” mikrotabaka
okuyucu ile 550 nm dalga boyunda 6l¢iim alinmistir.

4.1.3 Kullanilan elektrotlar

Elektrokimyasal hiicre sisteminde karsit, calisma ve referans elektrotlar1 tim deneylerde
kullanildi. Karsit ve ¢alisma elektrotlari yiizey alani 0,5 cm” olan platindir. Referans

elektrot Luggin kapiler iginde Ag/AgCl elektrotudur.
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4.1.4 Kullanilan cozeltiler

0,1 M sodyum hidrojen fosfat dihidrat (NaH,PO4.2H,0) ve 0,1 M disodyum hidrojen
fosfat dodekahidrat (Na,HPO4.12H,O) ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler
kullanilarak 0,05 M ve pH’1 7.4 olan Fosfat tamponu (0,05 mol L") hazirlanmistur.

Caligmalarda kullanilan diger ¢ozeltiler fosfat tamponu kullanilarak hazirlanmistir.

Substrat olarak, Ks stok ¢ozeltisi (25 mmol L") kullanilmustir. Ksantin ¢ozeltisi
hazirlanirken Ks’in fosfat tamponunda ¢oziinmesi i¢in ortamda 0,1 mol L' olacak

sekilde NaOH eklenmistir.

Capraz baglayici glutaraldehit ¢6zeltisi fosfat tamponu kullamilarak 0,125 mol L™ olarak
hazirlanmistir. Liyofilize haldeki SOD, fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlanmistir.

Platin elektrotlarin temizliginde 0,05 mol L! H,SO4 ¢ozeltisi kullanilmastir.

Asprin ve Asprin Plus C stok ¢ozeltileri, 0,05 mol L™ olacak sekilde fosfat tamponu

i¢inde hazirlanmistir.

Kanserli doku caligsmasi i¢in temin edilen doku, 0,5 gr tartilarak 3 ml fosfat i¢inde

¢oziilerek hazirlanmistir.

4.1.5 Platin elektrotun temizlenmesi

Ciplak Pt elektrotlar 6nce 0,05 u mol L™ aliimina ile cilalanmistir. Daha sonra kimyasal
temizligi icin H,SO4 (0,05 mol L' ) ¢ozeltisinde 5 dakika siireyle 100 mVs" tarama
hizinda, -0,3 ile +1,2 V aras1 doniisiimlii voltametrileri ¢alisilmistir. Sonra, elektrotlar
pH’ 1 7,4 olan fosfat tamponu ile 100 mVs™' tarama hizinda, -0,5 ile +0,5 V arasi
calistimistir (ortama KsOD, Ks ve SOD ilave edilmeden). Kullanilan tim Pt

elektrotlarin temizligi bu sekilde yapilmistir.
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4.2 Yontem

4.2.1 immobilizasyon jelinin hazirlanmasi

Jelatin (%7,5) fosfat tamponu i¢inde yarim saat bekletilerek sismesi saglanmistir. Daha
sonra J’nin ¢6ziinmesi i¢in, fosfat tamponu igeren J, sicakligi 50°C olan sicak su
banyosuna daldirilmigtir. Ardindan degisik oranlarda KMS ilavesi yapilarak vorteks ile
karigtirilmigtir. Homojen J-KMS polimerinin elde edilmesinden sonra, sicaklik 32°C’a

distirilmistir.

Fosfat tamponunda hazirlanmis SOD enzimi degisik iinitelerde ilave edilmis ve tekrar
homojen olmasi i¢in vortekslenmistir. En son olarak, ¢apraz baglayici glutaraldehit

ortama ilave edildikten sonra, immobilizasyon jeli hazirlanmistir.

4.2.2 J-KMS-SOD elektrotlarinin ve mikrotabakanin hazirlanmasi

Immobilizasyon jeli hazirlandiktan sonra, Pt elektrotun her iki yiizeyine
immobilizasyon jeli (25 pL) damlatilarak, bir Pt elektrotta toplam 50 pL jel olacak

sekilde immobilizasyon islemi tamamlanmistir.

Mikrotabakaya yapilacak immobilizasyon i¢in, mikrotabakanin her bir kuyucuguna 25

uL immobilizasyon jeli damlatilmstir.

Immobilize Pt elektrot ve mikrotabaka hazirlandiktan sonra, 24 saat kurumaya
birakilmis, J-KMS-SOD immobilize haldeki elektrotlar ve mikrotabaka kuruduktan

sonra Sl¢iim i¢in hazir hale gelmistir.
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4.2.3 Baglanmayan enzimin uzaklastirilmasi

Immobilizasyon islemi bitip, Pt elektrot iizerindeki jel kisim, en az 24 saat kurumaya
birakildiktan sonra, fosfat tamponu (pH 7,4) i¢inde 10’ar dakika 3 farkli tiipte

bekletilerek baglanmayan enzimin uzaklasmasi saglanmaistir.

4.2.4 Enzim aktivitesi tayini

4.2.4.1 Elektrokimyasal yontem

Platin yiizeyindeki immobilize SOD’un performansi elektrokimyasal olarak
degerlendirilmistir. Immobilize enzim performansinin degerlendirilmesinde O,", Ks ve
KsOD kullanilarak in vitro olusturulmustur. Bu amagla elektrokimyasal hiicre i¢erisinde

Ks, KsOD kullanilarak O, ve lirik asite doniistiiriilmiistiir.

Ksantin + H,0 + 0, —5%2 s Urikasit + 2H* +0,"

SOD enzim reaksiyonu sonucunda olusan H,O, elektrot ylizeyinde Ag/AgCl’e karsi
+650 mV potansiyel uygulanarak yiikseltgenmistir. Siiperoksit radikali dogrudan
¢ozeltide olusturulmustur. SOD enzimi asagidaki reaksiyona gore O, nin dismutasyon

reaksiyonunu katalizlemektedir.

2H" +0," —22 5 H,0, +0,

Elektrot ylizeyinde olusan asagidaki reaksiyonla tayin edimektedir.

H,0, >2H" +0, +2¢
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Olusan H,0,, Pt elektrot ylizeyinde +650 mV’da yiikseltgenerek, olusan akim tayin
edilmistir. Olusan akim ¢ozeltideki O,” konsantrasyonu ile orantlidir. Stiperoksit
radikali amperometrik olarak tayin edilmistir. Elektrot ylizeyindeki reaksiyon semasi

asagrdaki gibidir (Sekil 4.1).
SOD[Cu(II)] + é —==SOD[Cu(D)]
0, {0, l D;,H'f -
OD[Cu(ID)]
H;{)z

Sekil 4.1 Elektrot yiizeyindeki reaksiyon semasi (Emregiil 2005)

4.2.4.2 Kimyasal yontem

Mikrotabaka yiizeyine SOD immobilize edilmistir. SOD enziminin immobilizasyonu
icin J-KMS tasiyict materyal olarak secilmistir. SOD enzimi, degisik J-KMS tasiyici
sistemine ¢apraz baglayict glutaraldehit ve SOD kullanilarak immobilize edilmistir.
Mikrotabakanin her bir kuyucugunun yilizeyi, immobilizasyon jeli ile kaplanarak
immobilize SOD mikrotabaka elde edilmistir. Calismada Siiperoksit Anyon Assay Kit
(Sigma) kullanilmigtir. Siiperoksit Anyon Assay Kit, O," tarafindan luminoliin
oksidasyonu sonucunda kemiliiminesans 1sik olusumuna dayanmaktadir. Kit, pozitif
kontrol olarak O, olusturucu sistem (Ks/KsOD) ve negatif kontrol, baskilayici sistem
olarak SOD enzimi i¢ermektedir. SOD varliginda Ks/KsOD sistemi ile olusan O,~
hemen H,0O,’ye doniistiiriilmiis ve boylece luminesans yogunlugundaki de§isime gore

Olciimler gergeklestirilmistir.

4.2.5 Bitki yetistirmesi

Beta Ziraat ve Ticaret A.S. Ankara’dan temin edilen Falcon ¢esidi domates tohumlari

yiizey sterilizasyonunun ardindan kurutma kagitlar1 {izerinde c¢imlendirildikten sonra
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ortama yanlizca su tutma kabiliyeti olan herhangi bir mineral madde igermeyen perlit
ortamina alinmig ve burada toplu halde gelistirilen fideler gelisimin ileri asamalarinda

her bir fide tek bir ortamda olacak sekilde sasirtilarak gelistirilmistir.

Tim bu gelistirme islemleri sicaklik, nem ve 1s1k ayarlar1 yapilabilen bir gelismis bir

iklim odasinda gerceklestirilmistir.

Gelistirme odasinda belirli biiyiikliige gelen fideler stres uygulamalari i¢in Hogland besi

ortamina aktarilmistir.

25 giinliik iki kotiledon ve iki gercek yaprakli bitki haline gelinceye dek Hogland besi
ortaminda gelistirilen bitkilere asagidaki kosullar ile NaCl (0- 100-150mM), soguk (0
ile 10°C arasinda 10 giin siireyle uygulama), agir metal (0, 80, 160, 320, 640,1280 uM
CdCl1,.H20, Cu(NO3),.3H,0, Pb(NO3), uygulamis ve NaCl (0- 100-150mM) stresine
gore Polietilen Glikol (PEG) araciligi ile kuraklik stresi dengelenmistir.

Buna gore; NaCl 0-100-150 mmolL™ stresi 48 saat siire ile uygulanmis ve herbir farkli
moleritedeki tuz stresi denemesinden 0., 3., 6., 9., 12., 24., 48. saatlerde 6rneklerin alimi1

gerceklestirilmistir.

Kuraklik stresi i¢in hazirlanan PEG 6000 ¢ozeltileri benzer sekilde 25 giinliik bitkilere
48 saat silire ile uygulanmis ve tuz stresi ile es zamanli olarak Orneklerin alimi

yapilmustir.

Agir metal stresi uygulamasi 0, 80, 160, 320, 640, 1280 umolL’1 CdCl,.H,0,
Cu(NOs3),.3H,0, Pb(NOs), soliisyonlar1 hogland besi ortami ile diliie edilerek
hazirlanmis ve bitkiler bu stres ortaminda 24 saat siire ile tutulmus ve ardindan

orneklerin alimi gergeklestirilmistir.
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Soguk uygulamast +4°C’lik soguk odada 10 giin siire ile ger¢eklestirismis ve 0., 2., 4.,

6., 8., 10. giinlerde 6rneklerin alim1 gergeklestirilmistir.

Alman tim bitki ornekleri, -80°C’lik sivi azota batirilmis ve ani bir sekilde
dondurularak, stabil kalmasi saglanmis ve -80°C’lik soguk dolapta muhafaza edilmistir.
Bitkilerin gelistirilmesi, strese maruz birakilmas1, A.U. Biyoteknoloji Enstitiisii, Merkez
Laboratuvar1 Bitki Biyoteknolojisi Birimi, Prof. Dr. Ali ERGUL gézetimi dahilinde
gergeklestirilmistir..

4.2.6 Optimizasyon calismalari

4.2.6.1 Jelatin-karboksimetilseliiloz orani

Immobilizasyon sartlarinin optimize edilmesinde ilk olarak degisik J-KMS oranlar
denenmistir. immobilizasyon jelinde 4 farkli J-KMS oran1 kullanilmistir. SOD enzimi,
0,05; 0,1; 0,175; 0,25 oraninda J-KMS ve glutaraldehit 0,005 mmolL™! igeren
immobilizasyon jeli ile immobilize SOD elektrotu ve mikrotabaka elde edilmistir. Bu

calismada SOD ve glutaraldehit konsantrasyonlar1 sabit tutulmustur.

4.2.6.2 Glutaraldehit konsantrasyonu
SOD’ un J-KMS tasiyici sistemine immobilizasyonunda ¢apraz baglayici olarak 0,0025;

0,0050; 0,0075 ve 0,01 mmolL’ konsantrasyonlarinda glutaraldehit kullanarak

immobilizasyonlar gergeklestirilmis ve en uygun tasiyici orani arastirilmistir.

4.2.6.3 Enzim konsantrasyonu

Enzim elektrotlar, 2366 U, 4733 U, 7212 U ve 9466 U aralifinda degisen enzim
konsantrasyonlarinda hazirlanmis, degisik enzim konsantrasyonlar1 igeren enzim

elektrotlarinin amperometrik cevabi tespit edilmistir.
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4.2.6.4 Ksantin konsantrasyonu

Jelatin-karboksimetilseluloz oran1 0,100 w/w ve glutaraldehit konsantrasyonu 0,005
mmolL" olan immobilize SOD ile degisik ksantin konsantrasyonlar: denenmistir.
Ksantin konsantrasyonu 0,00125-2 mmolL™" araligimmda dogrusal oldugu tespit

edilmistir.

4.2.6.5 J-KMS-SOD elektrodunun omrii

Imobilizasyon kosullar1 optimize edildikten sonra SOD elektrodu gelistirilmistir ve
elektrotun tekrar kullanilabilirligi tespit edilmistir. Hazirlanan elektrotlar birer giin
arayla kullanilarak, kararhiliklarinin takibi icin 80 giin siireyle caligilmistir. Her
kullanimdan sonra elektrotlar fosfat tamponu (0,05 mmolL™", pH 7.4) ile yikanmis ve

bir sonraki kullanima kadar 4°C’de ayn1 tampon i¢inde saklanmistir.

4.2.7 Biyosensor uygulamalari

4.2.7.1 Radikal kovucu molekiiller iizerine testler

Biyosensoriin yanitt O, yoklugunda ve radikal kovucu molekiillerin varliginda tespit
edilmistir. Aspirin ve C vitamini igeren Aspirin, serbest radikalleri kovucu kapasitesini
gostermek i¢in kullanilmistir. Radikal kovucu olarak kabul edilen molekiillerin
antioksidan ozellikleri, radikal kovucu molekiiliin varlig1 ve yoklugunda kalibrasyon

egrisinin yiizde egim degerlerine gore degerlendirilmistir

4.2.7.2 Saghkh ve kanserli dokular iizerine testler

Saglikl1 ve kanserli meingioma (grade I, who 2,000, A.U. Beyin ve Sinir Cerrahisi, Dog.
Dr Ayhan Attar’ dan alinmistir.) beyin dokusu iizerinde biyosensdr yaniti test

edilmistir. Bu amagla 0,5 g doku 3 ml fosfat tamponu i¢cinde homojenize edilmistir.
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Fosfat tamponu (0,05 molL”, pH 7,5) iceren hiicrede J-KMS-SOD biyosensorii kararli
hale getirildikten sonra, 500 ul homojenize saglikli ve kanserli doku igeren ¢ozeltilerden
ilave edilmis ve sinyaldeki degisim tespit edilmistir. Saglikli veya kanserli dokudaki

O, konsantrasyonuna bagli olarak akim yogunlugundaki degisim incelenmistir.

4.2.7.3 Strese maruz birakilmis domates bitkilerinde siiperoksit tayini

Kuraklik, tuz, soguk, agir metal stresine maruz kalmis domates bitkileri {izerine
biyosensor yanit1 test edilmistir. Bu amagla 0,5 g strese maruz kalmis bitki 3 ml PB
tamponunda homojenize edilmistir. Fosfat tamponu (0,05 molL”, pH 7.4) iceren
hiicrede J-KMS-SOD biyosensorii kararli hale getirildikten sonra, 500 pl homojenize
strese maruz kalmis bitki iceren ¢ozeltilerden ilave edilmis ve sinyaldeki degisim tespit

edilmistir.

60



5. BULGULAR

5.1 Immobilize Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Kimyasal Metod ile
Optimizasyonu

Calismada Siiperoksit Anyon Assay Kit (Sigma) kullanilmigtir. Siiperoksit Anyon
Assay Kit, O," tarafindan luminoliin oksidasyonu sonucunda, kemiliiminesans 1sik
olusumuna dayanmaktadir. Kit, pozitif kontrol olarak O, olusturucu sistem (Ks/KsOD)
ve baskilayict sistem negatif kontrol olarak SOD igermektedir. SOD varliginda
Ks/KsOD sistemi ile olusan O, hemen H,O,’ye doniistiiriilmiis ve bdylece luminesans

yogunlugunda bir artig goriilmemistir.

5.1.1 SOD aktivitesi lizerine J-KMS oranlarinin etkisi

Mikrotabaka ylizeyine J-KMS tasiyict sistemi kullanilarak SOD immobilize edilmistir.
Degisik J-KMS oranlar1 (0,05-0,250 w/w) kullanilarak immobilizasyonda en uygun
tastyici oranini arastirilmistir. Degisik J-KMS oranlarinin SOD inhibisyonu iizerindeki

etkisi grafikteki gibi bulunmustur (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1 Degisik J-KMS oranlarinin %SOD inhibisyonu tizerine etkisi

Jelatin-karboksimetilseliilloz oraninin artmasi, enzimin kuvvetlice baglanmasina neden
olmustur. Yiksek J-KMS orani, baglanan enzim miktarinin artmasina, dolayisiyla
enzim aktivitesinin artmasina yol agmustir. ileri J-KMS oranlar1, fazla enzim baglanmas1
ve tastyict gdzeneklerinin kiigiilmesine neden olmustur (Emregiil vd. 1996). Substrat ve
iiriin giris c¢ikisinin azalmasiyla, ileri J-KMS oranlarinda SOD inhibisyonunda diisiis
gozlenmistir. 0,05 w/w J-KMS oranm1 ve altinda tasiyicinin gismesine bagli olarak,

mekanik dayaniksizlik s6z konusudur.

En uygun tastyici oran1 0,100 w/w J-KMS orani olarak belirlenmistir.

5.1.2 SOD aktivitesi iizerine gluteraldehit konsantrasyonunun etkisi

SOD’ un J-KMS tasiyict sistemine immobilizasyonunda c¢apraz baglayici olarak 0,0025-
0,01 mmolL" konsantrasyon araliginda glutaraldehit kullanilarak immobilizasyonlar

gerceklestirilmis ve en uygun tastyict orani arastirtlmistir (Sekil 5.2).

62



100 T T T T T T T T

80+ -

% SOD Inhibisyonu

I\

L]

20 . T : T : r r T

0,002 0,004 0,006 0,008 0,010
Glutaraldehit Konsantrasyonu (mol L-1)

Sekil 5.2 Degisik glutaraldehit konsantrasyonlarinin %SOD inhibisyonu iizerine etkisi

Artan glutaraldehit konsantrasyonu ile ¢apraz bag sayis1 artmistir. Bu da, siki bir jel
yapist olusturmustur. Dolayisiyla; substrat ve {iriiniin igeri giris ve ¢ikist
kisitlanacagindan, artan capraz baglayici konsantrasyonuna bagl olarak inhibisyonda
bir diisiis gozlemlenmistir. Ayrica, fazla glutaraldehit konsantrasyonu, enzimin
inaktivasyonuna neden olmustur. 0,0025 mmolL glutaraldehit konsantrasyonunda

mekanik dayaniksizlik gézlemlenmistir.

En uygun glutaraldehit konsantrasyonu 0,005 mmolL™" olarak belirlenmistir.

5.1.3 Ksantin konsantrasyonu

Jelatin-karboksimetilseliiloz oran1 0,100 w/w ve glutaraldehit konsantrasyonu 0,005

mmolL™" olan immobilize SOD ile degisik Ks konsantrasyonlar1 denenmistir (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3. Ksantin konsantrasyonuna bagli olarak %SOD inhibisyonundaki degisim

Ksantin konsantrasyonunun 0,00125-2 mmolL" araliginda dogrusal oldugu tespit
edilmistir. Ks konsantrasyonun artmasiyla SOD inhibisyonunda bir diislis
gozlemlenmistir. Kalibrasyon grafiginden de goriilecegi gibi oldukca genis bir dogrusal

aralik elde edilmistir.

5.2 immobilize Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Elektrokimyasal Metod ile
Optimizasyonu

5.2.1 SOD aktivitesi lizerine J-KMS oranlarinin etkisi

Immobilizasyon sartlarinin elektrokimyasal olarak optimize edilmesinde ilk olarak
degisik J-KMS oranlar1 denenmistir. Jelatin-karboksimetilseliilloz oranlar1 0,05-0,25
w/w olacak sekilde SOD enzimi tastyiciya 0,005 mmolL™" glutaraldehit kullamlarak

immobilize edililerek optimum J-KMS orani tespit arastirtlmistir (Sekil 5.4).
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Sekil 5.4 J-KMS oranlarina bagh olarak akim yogunlugundaki degisim

Artan J-KMS orani ile enzimin tasiyica baglanmasi artmistir. Boylece, enzim aktivitesi
ve elektron aktariminin artmasiyla duyarlilik yiikselmistir. Yapilan caligmalar
sonucunda en iyi J-KMS oran1 0,100 w/w olarak belirlenmistir. ileri oranlarda, gézenek

yapisindaki degisiklige bagli olarak elektron aktariminin azalmasmma bagli olarak

duyarlhilikta diisiis gézlemlenmistir.

Jelatin-karboksimetilseliiloz 0,05 w/w oraninda enzim sizintis1 gdzlenmistir. Bu yiizden

enzim aktivitesi diislik ¢ikmustir.
5.2.2 SOD aktivitesi iizerine gluteraldehit konsantrasyonunun etkisi

SOD’ un J-KMS tasiyict sistemine immobilizasyonunda c¢apraz baglayici olarak 0,0025-
0,01 mmolL™" konsantrasyon araliginda glutaraldehit kullanilarak immobilizasyonlar

gerceklestirilmis ve en uygun tastyici orani arastirtlmistir (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5 Degisik glutaraldehit konsantrasyonlarinin bagh olarak duyarliliktaki degisim

En uygun glutaraldehit konsantrasyonu 0,005 mmolL" olarak tespit edilmistir.
Glutaraldehit konsantrasyonlarindaki artis ile enzimin tastyiciya baglanmasi artmis, bu
da difiizyon smirlamasina neden olmustur. Yiiksek glutaraldehit konsantrasyonu, enzim
inaktivasyonuna, elektron aktariminin azalmasina ve buna bagli olarak da duyarlilikta

diisiise neden olmustur (Sungur vd. 2004, Emregiil 2005).

5.2.3 Enzim konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonlarimin akim yogunluguna etkisi amperometrik olarak
arastiritlmistir. Jelatin-karboksimetilseliilloz oranm1 ve glutaraldehit konsantrasyonu sabit
tutularak hazirlanan enzim elektrotlar, 2366-9466 U araliginda degisen enzim
konsantrasyonlarinda hazirlanmig, degisik enzim konsantrasyonlart igeren enzim

elektrotlarinin amperometrik cevabi tespit edilmistir (Sekil 5.6).
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Sekil 5.6 J-KMS-SOD celektrotlarinda  degisik enzim konsantrasyonlarinin
amperometrik cevaba etkisi

Artan enzim konsantrasyonuna bagli olarak, akim yogunlugunda artis goriilmiistiir.
Maksimum akim yogunlugu 4733 U (1 mg) enzim konsantrasyonunda elde edilmistir,
ileri konsantrasyonlarda diislis gozlenmistir. Calismada J-KMS tasiyic1 sistemi ve
glutaraldehit konsantrasyonu sabit tutuldugundan, bu muhtemelen artan enzim-enzim
capraz baglanmasiyla agiklanabilir. Ayni zamanda artan enzim yiiklemesi tasiyici
gozeneklerinde asir1 doygunlagmakta, bu da {irlin ve substratin diflizyonunu
engellemektedir (Bayramoglu vd. 1992, Emregiil 2005). J-KMS-SOD biyosensorii igin
optimum enzim konsantrasyonu 4733 U olarak tespit edilmistir ve J-KMS-SOD
biyosensorii caligmalar1 4733 U konsantrasyonunda gerceklestirilmistir. Ayrica, artan

konsantrasyonlarda cevap zaman1 da uzamaktadir.

5.2.4 Ksantin konsantrasyonu

Jelatin-karboksimetilseliiloz oran1 0,100 w/w ve glutaraldehit konsantrasyonu 0,005
mmolL" olan immobilize SOD elektrotu ile degisik Ks konsantrasyonlar: (0,00125-2

mmolL™") denenmis ve cevabr tespit edilmistir (Sekil 5.7).
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Sekil 5.7 J-KMS-SOD biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi

Olusturulan kalibrasyon grafiginden goriilecegi gibi dogrusal aralik oldukca genistir. J-
KMS-SOD biyosensériiniin cevabi O,” konsantrasyonu ile orantili olup R? degeri
0,9994 olarak bulunmustur. Tayin siuri sinyal giiriiltii oram 3 de 1,25 pmolL™" olarak

tespit edilmistir.

5.3 J-KMS-SOD Elektrotunun Omrii

Optimum immobilizasyon kosullar;; J-KMS oram1 0,100 w/w, glutaraldehit
konsantrasyonu 0,005 mmolL" ve enzim konsantrasyonu 4733 U (1 mg) olarak
belirlenmistir. Imobilizasyon kosullari optimize edildikten sonra SOD elektrodu
gelistirilmistir ve elektrotun tekrar kullanilabilirligi tespit edilmistir (Sekil 5.8). Her
kullanimdan sonra elektrotlar fosfat tamponu (0,05 mmolL ™", pH 7.4) ile yikanmis ve

bir sonraki kullanima kadar 4°C’de ayn1 tampon i¢inde saklanmistir.
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Sekil 5.8 SOD biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirligi

J-KMS-SOD biyosensorii 80 giinliik siire boyunca aktivitesini korumustur. Biyosensor
yanitt 80 giinliik siire sonunda % 89,82 olmustur. J-KMS-SOD elektorutunun

yanitindaki azalma, ¢ogunlukla enzimin deaktivasyonunun bir sonucudur.

Uzun siireli karalilik, uygun immobilizasyon yontemine ve enzim kacagini Onleyen
uygun ortama baglanabilir. Ayrica, jelatindeki hidroksil gruplart enzim molekiilleri ile
hidrojen bagi kurma egilimindedir, bu da enzim kagagini 6nler. J-KMS {iizerine SOD
immobilizasyonu, biyolojik aktiviteyi biliyiikk Olgiide koruyarak, enzim etrafinda

biyouyumlu mikrogevre saglamistir.

Optimizasyon kosullar1 belirlenerek gelistirilen J-KMS-SOD biyosensoriiniin ¢alisma

sartlar1 ve analitik verileri ¢izelge 5.1°de verilmistir.
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Cizelge 5.1 Sensor i¢in ¢alisma kosullar ve analitik veriler

Dontistiirticti Amperometrik H,O, elektrodu
Biyomateryal SOD

Immobilizasyon (Capraz baglama

Tas1yict J-KMS

Capraz Baglayici Glutaraldehit

Tampon Fosfat Tamponu (0,05 mmolL ")
pH 7,4

Sicaklik (°C) 25+0,5

Substrat Ks / KsOD sistemi ile tiretilen O,

Kalibrasyon grafigi denklemi [y=akim
yogunlugu (pA cm ?); x= Ksantine

Konsantrasyonu (mmolL'l)]

y=(56,75+0,4)x + (2,19+0,4)

Korelasyon katsayisi 0,9994
Dogrusal aralik (mmolL™") 1,25x 10°-2
Minimum tayin smir1 (mmolL™") 1,25x 107
Yanit stiresi (s) 2

Ksantin Konsantrasyonu (mmolL™") 1,25x 10°-2
Analiz siiresi (dk) 10

Kullanim siiresi (giin) 80

5.4 Radikal Kovucu Molekiiller Uzerine Testler

Biyosensor,

ozelliklerini degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Biyosensoriin yanitt O, yoklugunda ve
radikal kovucu molekiillerin varliginda tespit edilmistir. Aspirin ve C vitamini igeren
Aspirin, serbest radikalleri kovucu kapasitesini gostermek i¢in kullanilmistir. Radikal
kovucu olarak kabul edilen molekiillerin antioksidan &zellikleri,

molekiiliin varlif1 ve yoklugunda kalibrasyon egrisinin yiizde egim degerlerine gore

degerlendirilmistir (Sekil 5.9).

invitro kosullarda asetilsalisilik asit bazli ilaglarin radikal kovucu
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Sekil 5.9 J-KMS-SOD biyosensorii kullanilarak asetilsalisilik asit bazli ilaglarin
antioksidan Ozelliklerinin invitro belirlenmesi, asetilsalisilik asit bazl
ilaglarm varhginda (12,5 g L") ve yoklugunda J-KMS-SOD biyosensoriiniin
0, e duyarlihigi

Antioksidan 6zellikteki bir molekiiliin eklenmesi, O, ile antioksidan molekiillerinin
etkilesmesi sonucunda ¢ozeltide O, konsantrasyonunun azalmasi, sinyal giiciinde
azalmaya neden olmustur. Ortama salinan H>O, miktarinda, dolayisiyla amperometrik
sinyalde bir azalma olmustur. Gelistirilen J-KMS-SOD biyosensorii, asetilsalisilik asit
bazl ilaglarin antioksidan Ozelliklerinin invitro belirlenmelerinde kullanilmistir ve C
vitamini igeren asprinin icermeyene gore antioksidan 6zelliginin daha iyi oldugu tespit

edilmistir.
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5.5 Saghkh ve Kanserli Dokular Uzerine Testler

Saglikl1 ve kanserli meingioma (grade I, who 2,000, A.U. Beyin ve Sinir Cerrahisi, Dog.
Dr Ayhan Attar’ dan alinmistir.) beyin dokusu {izerinde biyosensor yaniti test
edilmistir. Bu amagla 0,5 g doku 3 ml fosfat tamponu i¢ginde homojenize edilmistir.
Fosfat tamponu (0,05 molL”, pH 7,5) iceren hiicrede J-KMS-SOD biyosensorii kararli
hale getirildikten sonra, 500 ul homojenize saglikli ve kanserli doku igeren ¢ozeltilerden
ilave edilmis ve sinyaldeki degisim tespit edilmistir. Saglikli veya kanserli doku
olmasina bagl olarak, biyosensérden farkli sinyaller elde edilmistir ( Sekil 5.10 ). Yanit
doku i¢indeki O, konsantrasyonu ile orantili olmustur. Saghikl dokuya gore, kanserli
beyin dokusu biiyiik miktarda O,” igermektedir. Siiperoksit radikali, canlilarda
molekiiler oksijenden ara iirlin olarak otooksidasyon prosesleri ve enzimler araciligi ile
normal metabolizmada olusmaktadir. Kanser, yaslanma, atherosklerosiz, diabet,
hipertansiyon gibi kontrol edilemeyen durumlarda O, olugmakta, tersinir ve tersinmez

hasarlara neden olmaktadir.

1,5

Akim 1]
Yogunlugu
(nA cm™)

0,57

Saglikli Doku Kanserli Doku

Sekil 5.10 J-KMS-SOD biyosensor sinyalinin homojenize saglikli ve kanserli doku
ilavesi ile degisimi
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5.6 Strese Maruz Kalmis Domates Bitkilerinde Siiperoksit Tayini

Gelistirilen biyosensor kuraklik, tuz, soguk, agir metal stresine maruz kalmis domates
bitkilerinde siiperoksit tayini i¢in kullanilmistir. Kuraklik, tuz, soguk, agir metal stresine
maruz kalmis domates bitkileri siv1 azotta ezilmis, fosfat tamponu (0,05 molL™, pH 7,4)

icinde homojenize edilmistir.

Kuraklik, tuz, soguk, agir metal stresine maruz kalmis domates bitkileri {izerine
biyosensor yanit1 test edilmistir. Bu amagla 0,5 g strese maruz kalmis bitki 3 ml PB
tamponunda homojenize edilmistir. Fosfat tamponu (0,05 molL”, pH 7.4) iceren
hiicrede J-KMS-SOD biyosensorii kararli hale getirildikten sonra, 500 pl homojenize
strese maruz kalmis bitki iceren ¢ozeltilerden ilave edilmis ve sinyaldeki degisim tespit
edilmistir.  Strese maruz kalmis bitki kontrole gore, biyosensorde farkli sinyaller
vermistir (Sekil 5.11-5.14). Yamit, strese maruz kalmis bitki igindeki O,"
konsantrasyonu ile orantili olmustur. Kontrole gore strese maruz kalmis bitki biiyiik

miktarda O," igermektedir.

Stiperoksit radikali, normalde canlilarda molekiiler oksijenden ara {iriin olarak
otooksidasyon prosesleri ve enzimler araciligi ile normal metabolizmada olusmaktadir.
Stres kosullar1 altinda (tuz, kuraklik, soguk) bitkilerde su ve mineral alimimin
kisitlanmasi ile stomal kapanma gerceklesir ve bu durum, gelisen bitkilerde CO;’ nin
aliminin azalmasina neden olur. Tiim bunlar, kuantum verimini azaltir ve fotosentetik
aparatin reaksiyon merkezlerindeki eksitasyon enerjisinin artisina neden olur

(Stuhlfauth vd. 1990).
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Sekil 5.11 Kuraklik stresinin stiperoksit radikali iizerine etkisi
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Sekil 5.12 Agir metal stresinin siiperoksit radikali lizerine etkisi
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Sekil 5.13 Soguk stresinin siiperoksit radikali {izerine etkisi
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Sekil 5.14 Tuz stresinin siiperoksit radikali {izerine etkisi
Stiperoksit radikali, normalde canlilarda molekiiler oksijenden ara {iriin olarak
otooksidasyon prosesleri ve enzimler araciligi ile normal metabolizmada olusmaktadir.

Stres kosullar1 altinda (tuz, kuraklik, soguk) bitkilerde su ve mineral aliminin

kisitlanmasi ile stomal kapanma gergeklesir ve bu durum gelisen bitkilerde CO;’nin
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alimmin azalmasina neden olur. Bu durum, fotosentez sirasinda elektronlarin O,
molekiiliine transferi sonucunda reaktif O," radikali iretilir. Siiperoksit kendisi fazla
reaktif degildir ancak daha ¢ok H,O, ve daha sonra OH™ olusturmak suretiyle etkili
olur (Halliwell ve Gutteridge 1981).

Stres kosullarindaki yiiksek elektron taginim hizi, elektronlarin CO, yerine molekiiler
oksijene verilmesine ve bdylece aktif oksijen partiikiillerinin olusumuyla birlikte bitkide
oksidatif strese neden olmaktadir. ROP’lar oksidadif hasar ile hiicre yap1 ve
fonksiyonunu bozabildikleri i¢in hiicre acisindan potansiyel zarara sahiptirler. Bu

zararlar1 engellemek icin hiicreler antioksidanlara ve antioksidan enzimlere sahiptirler

(Kaminaka vd. 1999, Corpas vd. 2006).

Bitki dokularindaki SOD aktivitesinin ¢esitli stres faktorleri etkisiyle degistigi
bilinmektedir (Van Camp vd. 1996, Schwanz vd. 1996). Bitkilerde bulunan SOD
enzimleri ii¢ izoform gosterir; CuZnSOD, MnSOD, ve FeSOD. SOD izozimleri
hiicrenin  degisik boliimlerinde 16kalize olmuslardir. MnSOD mitokondri ve
peroksizomlarda bulunur. FeSOD esas olarak kloroplastda bulunur ancak
peroksizomlarda da varlig1 tespit edilmistir. Kloroplast fotosentez merkezi oldugu icin
ROP’ larin verdigi hasara karsi ¢cok duyarlidir ve burada ROP’lar fotosentetik elektron
transferinden kagan O, ve elektronlar sebebiyle olusur. Oksidatif hasar ile basa
cikabilmek i¢in bitkiler, kloroplastta bulunan ROP yok edici enzimlerden olan
CuZnSOD’1 devreye sokarlar. CuZnSOD aynmi zamanda sitozolde, peroksizomda ve
apoplastta da bulunur. SOD izozimlerinin sayis1 ve tipleri bitkinin tiirline, yasina ve

cevre kosullarina gore farklilik gosterir (Kaminaka vd.1999, Corpas vd. 2006).
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6. TARTISMA VE SONUC

Bu caligsmada, siiperoksit radikalinin tayininde spesifik, duyarli, hizli ve kolay sonug
verecek siiperoksit dismutaz biyosensorii gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla,
jelatin-karboksimetilseluloz enzim immobilizasyonunda tasiyict materyal olarak

glutaraldehit capraz baglayici olarak kullanilmigtir.

Tezde, SOD’un dogrudan elektron transferi temeline dayanan J-KMS-SOD
biyosensorii, O, tayini igin gelistirilmistir. Biyosensor, Pt elektrot yiizeyine SOD’un J-
KMS i¢ine immobilizasyonu ile gerceklestirilmistir. Gelistirilen biyosensor Ks-KsOD

sisteminin olusturdugu O, ’nin kimyasal ve elektrokimyasal tayininde kullanilmustir.

Tez ii¢ kistmdan olugmaktadir. Birinci kisimda Pt elektrot yiizeyine SOD’un J-KMS
icine immobilizasyonunun optimizasyonu kimyasal metod ile gergeklestirilmistir. Bu
amagcla glutaraldehit konsantrasyonu, J-KMS oran1 gibi parametrelerin incelenmis ve J-

KMS-SOD biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi olusturulmustur.

Ikinci kisimda Pt elektrot yiizeyine SOD’un J-KMS icine immobilizasyonunun
optimizasyonu elektrokimyasal metod ile gerceklestirilmistir. Bu amagla enzim
konsantrasyonu, glutaraldehit konsantrasyonu, J-KMS orani, gibi parametrelerin
degisimleri incelenmis ve gelistirilen J-KMS-SOD biyosensoriiniin kalibrasyon grafigi
olusturulmustur. Elde edilen kimyasal ve elektrokimyasal sonuglar karsilastirilmistir.
Immobilizasyon kosullar1 optimize edildikten sonra J- KMS-SOD biyosensorii

gelistirilmistir.

Uciincii kistmda J- KMS-SOD biyosensorii, asetilsalisilik asit bazli ilaglarin serbest
radikalleri uzaklastirmas1 Ozelliklerinin ve saglikli, kanserli insan dokularinin
antiradikal aktivitelerinin tayininde kullanilabilirligi test edilmistir. Ayrica J-KMS-SOD
biyosensorii kuraklik, tuz, soguk, agir metal stresi gibi cevresel streslere maruz

birakilmis domates ve kontrol bitkilerinde O,” tayini i¢in kullanilmustir.
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Mikrotabaka yiizeyine SOD immobilize edilmistir. SOD enziminin immobilizasyonu
icin J-KMS tasiyict materyal olarak se¢ilmistir. SOD enzimi, degisik J-KMS tastyici
sistemine c¢apraz baglayic1 glutaraldehit kullanilarak immobilize edilmistir.
Mikrotabakanin her bir kuyucugunun yiizeyi, SOD enzimi, J-KMS oraninda (0,05-0,250
w/w), glutaraldehit (0-0,01 mmolL™") igeren immobilizasyon jeli ile kaplanarak
immobilize SOD mikrotabaka elde edilmistir. Caligmada Siiperoksit Anyon Assay Kit
(Sigma) kullanilmistir. Siiperoksit Anyon Assay Kit, O,” tarafindan luminoliin
oksidasyonu sonucunda kemiliiminesans 1sik olusumuna dayanmaktadir. Kit, pozitif
kontrol olarak O," olusturucu sistem (Ks/KsOD) ve baskilayici sistem olarak SOD
enzimi icermektedir (negatif kontrol). SOD varliginda Ks/KsOD sistemi ile olusan O,
hemen H;0;’¢ doniistiiriilmiis ve bdylece luminesans yogunlugunda bir artis

gorilmemistir.

Mikrotabaka ylizeyine J-KMS tasiyict sistemi kullanilarak SOD immobilize edilmistir.
Degisik J-KMS oranlar1 (0,05-0,250 w/w) kullanilarak immobilizasyonda en uygun
tagiyici orani arastirilmistir. En uygun tasiyici oran1 0,100 w/w olarak tespit edilmistir.
SOD’un J-KMS tasiyici sistemine immobilizasyonunda ¢apraz baglayici olarak 0-0,01
mmolL" konsantrasyon arahiginda glutaraldehit kullanilarak  immobilizasyonlar
gerceklestirilmis ve en uygun tasiyict oranmi arastirilmistir. En uygun glutaraldehit

konsantrasyonu 0,005 mmolL™" olarak tespit edilmistir.

Jelatin-karboksimetilseluloz oran1 0,100 w/w ve glutaraldehit konsantrasyonu 0,005
mmolL" olan immobilize SOD ile degisik Ks konsantrasyonlar: denenmistir. Ksantin

konsantrasyonu 0,00125-2 mmolL™" araliginda dogrusal oldugu tespit edilmistir.

Platin elektrot ylizeyine SOD’un J-KMS i¢ine immobilizasyonunun optimizasyonu
elektrokimyasal metod ile gerceklestirilmistir. immobilizasyon sartlarinin optimize
edilmesinde ilk olarak degisik J-KMS oranlar1 denenmistir. Jelatin-karboksimetilseluloz
oranlar1 0,05- 0,25 w/w olacak sekilde SOD enzimi tasiyiciya glutaraldehit (0,005

mmolL™") kullamlarak immobilize edililerek optimum jelatin-karboksimetilseluloz orani
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tespit edilmistir. Yapilan deneyler sonucunda en iyi J-KMS oran1 0,001 w/w olarak

belirlenmistir.

Enzim konsantrasyonlarinin duyarliliga etkisi amperometrik olarak aragtirilmistir.
Enzim elektrotlari, 2366-9466 U araliginda degisen enzim konsantrasyonlarinda
hazirlanmistir. Degisik enzim konsantrasyonlart igeren enzim elektrotlarinin
amperometrik cevabi tespit edilmistir. Maksimum duyarlilik 4733 U (1 mg) enzim
konsantrasyonunda elde edilmistir, ileri konsantrasyonlarda diisiis gézlenmistir. J-KMS-
SOD biyosensorii i¢in optimum enzim konsantrasyonu 4733 U olarak tespit edilmistir

ve J-KMS-SOD biyosensorii ¢calismalar1 4733 U konsantrasyonunda gerceklestirilmistir.

Degisik glutaraldehit konsantrasyonlar: (0,0025-0,01 mmolL"), SOD (4733 U)
enziminin immobilizasyonunda kullanilmis ve optimum glutaraldehit konsantrasyonu
tespit edilmistir. J-KMS-SOD biyosensorii i¢in optimum glutaraldehit konsantrasyonu
0,005 mmolL™" olarak tespit edilmigstir ve J-KMS-SOD biyosensorii ¢aligmalart 0,005

mmolL™ glutaraldehit konsantrasyonunda gergeklestirilmistir.

Jelatin-karboksimetilseluloz oran1 0,100 w/w olan immobilize SOD elektrotu ile degisik
Ks konsantrasyonlart (0,125 pmol'-2 mmolL") denenmis ve degisik kosantrasyon
araligina cevabi tespit edilmistir. Artan Ks konsantrasyonuna bagl olarak J-KMS-SOD

biyosensoriiniin cevabi artmistir.

Optimum immobilizasyon kosullar;; J-KMS oran1 0,100 w/w, glutaraldehit
konsantrasyonu 0,005 mmolL" ve enzim konsantrasyonu 4733 U (1 mg) olarak
belirlenmistir. Siiperoksit dismutaz elektrotun tekrar kullanilabilirligi tespit edilmistir. J-
KMS-SOD biyosensorii 80 giinliik siire boyunca aktivitesini korumustur. Biyosensor

yanit1 80 giinliik sonunda% 89,82 olmustur.

Biyosensor, invitro kosullarda asetilsalisilik asit bazli ilaglarin radikal kovucu
ozelliklerini degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Biyosensoriin yanit1 O,” yoklugunda ve

radikal kovucu molekiillerin varliginda tespit edilmistir. Aspirin ve C vitamini igeren
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Aspirinin, serbest radikalleri kovucu kapasitesini gostermek i¢in kullanilmistir. Radikal
kovucu olarak kabul edilen molekillerin antioksidan Ozellikleri, radikal kovucu
molekiiliin varligr ve yoklugunda kalibrasyon egrisinin ylizde egim degerlerine gore

degerlendirilmistir.

Antioksidan Ozellikteki bir molekiiliin eklenmesi, O," ile antioksidan taneciklerinin
etkilesmesi sonucunda ¢ozeltide O, i konsantrasyonunun azalmasi, sinyal giiciinde
azalmaya neden olmustur. Ortama salinan H,O, miktarinda, dolayisiyla amperometrik
sinyalde bir azalma olmustur. Gelistirilen J-KMS-SOD biyosensorii, asetilsalisilik asit

bazli ilaglarin antioksidan 6zelliklerinin invitro belirlenmelerinde kullanilabilmektedir.

Saglikli ve kanserli meingioma (grade I, who 2,000) beyin dokusu iizerinde biyosensor
yanit1 test edilmistir. Saglikli veya kanserli doku olmasina bagl olarak biyosensdrden
farkli sinyaller elde edilmistir. Yanit, doku i¢indeki O," konsantrasyonu ile orantili
olmustur. Saglikli dokuya gore kanserli beyin dokusu biiyiik miktarda O, igermektedir.
Stiperoksit radikali, normalde yasayan canlilarda molekiiler oksijenden ara {iriin olarak
otooksidasyon prosesleri ve enzimler araciligi ile normal metabolizmada olusmaktadir.
Kanser, yaslanma, atherosklerosiz, diabet, hipertansiyon gibi kontrol edilemeyen

durumlarda O," olusmakta, tersinir ve tersinmez hasarlara neden olmaktadir.

Gelistirilen biyosensor kuraklik, tuz, soguk, agir metal stresine maruz kalmis domates
bitkilerinde O, tayini i¢in kullanilmistir. Strese maruz kalmis bitki, kontrole gore
biyosensorde farkli sinyaller vermistir. Yanit, strese maruz kalmis bitki i¢indeki O,”
konsantrasyonu ile orantili olmustur. Kontrole gore strese maruz kalmis bitki biiylik

miktarda O," igermektedir.

Gelistirilen biyosensdr 80 giinliik siire sonunda aktivitesini % 89,82 korumustur.
Gelistirilen biyosensoriin cevabi O,” konsantrasyonu ile orantilidir ve tayin sinir1 0,125
umolL " dir. Bir¢ok patolojik durumda O,” konsantrasyonu artmaktadir. J-KMS-SOD
biyosensorii kan plazmasinda, idrarda ve dokularda kullanilabilir. Gelistirilen

biyosensor oldukca ucuz olup hazirlamasinin kolay olmasi, segiciligi ve dmriinden

80



dolayr avantajlidir. Sonug olarak SOD enzimi dogal bir polimer olan J-KMS’a ilk kez
immobilize edilmistir, duyarlilifini korumustur ve uygun saklama kosullarinda tekrar

tekrar kullanilabilmistir.
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